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Figura 5.44. Semnalul fluorescent de imobilizare al secventelor control dupd etape de
spalare

Figura 5.45. Semnalul fluorescent de hibridizare cu secvente de concentratie (a) 10 uM, (b)
1 uM, (¢) 0,5 uM si (d) 0,1 uM

Figura 5.46. Analiza grafica a semnalelor fluorescente de hibridizare pentru patru
concentratiit ADN tinta

Figura 5.47. Caracteristici ID-VG dupa fiecare etapad experimentala, in variatie (a) forward
si (b) reverse (TSi = 86nm, TBOX = 145nm)

Figura 5.48. Caracteristici ID-VG dupa fiecare etapad experimentala, in variatie (a) forward
si (b) reverse (TSi = 86nm, TBOX = 145nm)

Figura 5.49. Caracteristici ID-VG pentru trei concentratii de ADN tintd, in variatie (a)
forward si (b) reverse (TSi = 86nm, TBOX = 145nm)



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

Lista Abrevierilor

AFM = Atomic Force Microscopy
Microscopie de Fortd Atomica

ADN = Deoxyribonucleic Acid
Acid Deoxiribonucleic

APTES = (3-Aminopropyl)triethoxysilane
(3-Aminopropil)trietoxisilan

ASCUS = Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance
Celule Scuamoase Atipice cu Semnificatie Nedeterminata

ATR = Attentuated Total Reflectance
Reflexie Totala Atenuata

ATR-FTIR = Attentuated Total Reflectance FTIR
Spectroscopie FTIR prin Reflexie Totala Atenuata

BASC = BRCAL1 Associated Genome Surveillance Complex
Complex de Monitorizare a Genomului Asociat cu BRCAL

BOX = Burried Oxide
Oxid Ingropat
BRCA1 = Breast Cancer Type 1
Gena implicata in cancerul de san, tip 1

BRCAL = Breast Cancer Type 2
Gena implicata in cancerul de san, tip 2

BSA = Bovine Serum Albumin

Albumina Serica Bovina
CA = Contact Angle Measurement

Masurarea Unghiului de Contact

DIW = Deionized Water
Apd Deionizata

EBPVD = Electron Beam Physical VVapour Deposition
Depunerea Fizica in Stare de Vapori cu Fascicul Electronic

EDX = Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy
Spectroscopia de Raze X cu Energie Dispersiva

EIS = Electrochemical Impedance Spectroscopy
Spectroscopie de Impedanta Electrochimica

FEG-SEM = SEM with Field Emission Gun
Microscop Electronic de Baleiaj cu Emisie Tn Camp

FET = Field Effect Transistor
Tranzistor cu Efect de Camp

FTIR = Fourier Transform Infrared Spectroscopy



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

Spectroscopie in Infrarosu cu Transformata Fourier

GAD = Glutaraldehyde
Glutaraldehida

GOPTMS = (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane
(3-Glicidiloxipropil)trimetoxisilan

HPV = Human PapillomaVirus
Papilloma Virus Uman

HRM = High Resolution Melting Analysis
Analiza Curbelor de Topire la Rezolutie Inalta

HR = High Risk
Risk Carcinogenic Ridicat

hTERT = Human Reverse Transcriptase Telomerase
Revers Transcriptaza Telomerazei Umane

IRF3 = Interferon Regulatory Factor 3
Factorul Reglator 3 al Interferonului

IUPAC = International Union of Pure and Applied Chemistry
Uniunea Internationald de Chimie Pura si Aplicata

MACE = Metal Assisted Chemical Etching
Corodarea Chimica Asistata de Saruri Metalice

MEMS = Micro-Electro-Mechanical Systems
Sisteme micro-electro-mecanice

MCH = Mercaptohexanol

MOS = Metal-Oxide-Semiconductor
Metal-Oxid-Semiconductor

MOSFET = Metal-Oxide-Semiconductor Field Effect Transistor
Tranzistor cu Efect de Camp cu Poarta Izolata

NGS = Next Generation Sequencing
Secventierea de Noud Generatie

One-way ANOVA = One-way Analysis of Variance
Analiza variantei / Analiza Dispersionald Unifactoriald

PBS = Phosphate Buffered Saline
Tampon Fosfat Salin

p53 = Phosphoprotein p53
Fosfoproteina p53

PCR = Polymerase Chain Reaction
Reactia de Polimerizare in Lant

vi



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

PEPVD = Plasma-Enhanced Physical VVapour Deposition
Depunerea Fizica in Stare de Vapori cu Descarcare in Plasma

pPRB = Retinoblastoma Protein
Proteina Retinoblastomului

PNA = Peptide Nucleic Acid
Acid Peptido-Nucleic

PMT = Photomultiplier Tube
Tub Fotomultiplicator

PVD = Physical Vapour Deposition
Depunerea Fizica in Stare de Vapori

PVP = Polyvinylpyrrolidone
Polivinilpirolidona

RIE = Reactive lon Etching
Corodarea cu ioni reactivi

RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism
Polimorfismul Lungimii Fragmentului de Restrictie

SAM = Self Assembled Monolayers
Monostraturi autoasamblate

SDS = Sodium Dodecyl Sulfate
Dodecil Sulfat de Sodiu

SEM = Scanning Electron Microscope (or Microscopy)
Microscop(ie) Electronic(a) de Baleiaj

SiNWs = Silicon Nanowires
Nanofire de siliciu (Si)

SNP = Single Nucleotide Polymorphism
Polimorfism Uninucleotidic

SOl = Silicon on Insulator
Siliciu pe lzolator

SPR = Surface Plasmon Resonance
Rezonanta Plasmonilor de Suprafata

SSC = Sodium Saline Citrate
Citrat Salin de Sodiu

SSCP = Single Stranded Conformation Polymorphism
Polimorfismul Conformational al Monocatenelor

sSDNA = Single Stranded DNA
ADN monocatenar

SU-8 = Glycidyl ether of bisphenol A
Glicidil eterul Bisfenolului A

vii



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

TCEP = Tris(2-carboxyethyl)phosphine
Tris(2-carboxi-etil)fosfina

Tm = Melting Temperature
Temperatura de Topire

VLS = Vapour Liquid Solid Growth
Metoda Vapori-Lichid Solid

XRD = X-Ray Diffractometer
Difractometru de Raze X

viii



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

PREFATA

Dezvoltarea sistemelor de detectie ADN (Acid Deoxiribonucleic) este justificata de
utilizarea lor in depistarea modificarilor specifice transformarilor maligne si in aplicatii de
genotipare. Detectia mutatiilor genetice la nivel molecular permite realizarea unui
diagnostic fiabil si timpuriu al biomarkerilor specifici, pentru monitorizarea progresiei
bolii si a raspunsului la tratament (Sassolas, Leca-Bouvier si Blum, 2008; Mehrotra,
2016).

Potrivit Uniunii Internationale de Chimie Pura si Aplicata - IUPAC, biosenzorul e
definit ca 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). Asadar,
enzimele, anticorpii, acizii nucleici, hormonii, structurile celulare sau tesuturile pot fi
utilizate pentru a interactiona specific cu analitul (molecula tintd) pentru a rezulta o reactie
biochimica convertitd in semnal prin intermediul unui traductor electrochimic, electric,
optic, piezoelectric sau termometric (Monosik, Stred’ansky si Sturdik, 2012).

in mod particular, biosenzorii ADN (numiti si genosenzori), precum si biochip-
urile  ADN de tip microarray, exploateaza legarea preferentiala a secventelor
complementare de ADN monocatenar. Acest sistem se bazeaza de regula pe atasarea unei
sonde ADN monocatenar (ssADN) pe o suprafatd cu scopul de a recunoaste secventa ADN
tintd complementara prin hibridizare (Sassolas, Leca-Bouvier si Blum, 2008).

Chiar daca specificatiile particulare ale senzorilor sunt determinate de aplicatia
careia se adreseaza, caracteristicile comune esentiale raman specificitatea, limita de
detectie, raportul semnal/zgomot si timpul de raspuns. Acestora li se adauga aspectele de
implementare comerciala: posibilitatea de integrare electronica pentru prelucrarea
semnalului, miniaturizarea dispozitivului si reducerea costurilor de productie.

Scopul acestei teze este de a fabrica noi platforme destinate detectiei hibridizarii
ADN prin fluorescenta, rezonansa la suprafafa a plasmonilor sau electrica, a caror
eficienga sa fie demonstrata statistic prin specificitatea ori sensibilitatea de decelare a
biomoleculelor.

Tn prezentul studiu, a fost utilizati tehnica microarray pentru detectia prin
fluorescenta a hibridizarii secventelor ADN specifice BRCA1 (Breast Cancer, early onset 1

- Gena implicata in cancerul de san, tip 1) si HPV (Human Papilloma Virus - Virusul
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Papilloma Uman), precum si confirmarea datelor prin tehnici complementare: rezonanta
plasmonilor de suprafata (SPR - Surface Plasmon Resonance) si detectie electrica.

Tn cadrul experimentelor microarray, traductorul fluorescent a permis evaluarea
specificitatii de detectie a polimorfismelor uninucleotidice cu efect stabilizator asupra
duplexului dintr-o secventa specifica genei BRCAL. Suporturi comerciale de sticla avand
grupari aldehidice pe suprafata au fost considerate ca referintd si comparate cu suporturile
de siliciu configurate cu nanofire. Acestea au fost functionalizate pe de o parte cu grupari
aldehidice si pe de alta parte cu grupari epoxi, pentru a evalua specificitatea de detectie.
Fata de suportul comercial de sticla, pe suporturile proprii nanostructurate s-a demonstrat
detectia specifica a polimorfismelor uninucleotidice cu 0 excelenta reproductibilitate.

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

Pentru detectia electrica a probelor ADN a fost utilizatd o configuratie electrica de
tip pseudo-MOSFET (Metal-Oxide-Semiconductor Field Effect Transistor - Tranzistor cu
Efect de Camp cu Poarta Izolata) pe substraturi de Siliciu pe lzolator (SOI - Silicon on
Insulator). Aceasta schema de detectie a suferit mai multe etape de optimizare, pornind de
la alegerea grosimii adecvate de film si oxid ingropat (BOX - Burried Oxide) si evaluand
parametrii de functionalizare. Au fost abordate cu rezultate promitatoare cercetari de
implementare a detectiei electrice prin folosirea Y-MOSFET ca metoda de caracterizare
electrica.

Teza este structuratd in doua parti principale corelate cu etapele de documentare,
fabricare, testare si validare a platformelor de detectic ADN. Partea teoretica stabileste
contextul stiintific actual si delimiteaza conditiile tematice aflate la granita dintre biologie,
chimie, fizicd si nanotehnologie. Subiectul ales presupune un proces de documentare
laborios adresat tuturor domeniilor stiintifice enumerate anterior, care a stabilit aspectele
teoretice esentiale si au sugerat procedurile experimentale abordate. 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 n trei capitole (Capitolele 4 - 6) cuprinde optimizarile
efectuate pentru realizarea tipurilor de biosenzori propusi si evaluarea statistica a datelor.
Capitolul final acumuleaza rezultatele obtinute si traseaza directiile de cercetare ulterioara.

Capitolul 1 introductiv dezbate incidenta cancerului la nivel global si in Europa

Centrala si Estica, evidentiind mecanismele specifice modificarilor celulare maligne
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produse 1n cazul cancerului mamar si cervical, anticipand prezentarea metodelor moderne
de detectie a polimorfismelor uninucleotidice din cadrul genelor BRCA si de genotipare a
tulpinilor HPV. Au fost enumerate tipurile de suporturi utilizate in obtinerea biosenzorilor,
procedurile de modificare chimica a substratului, parametrii de functionalizare optimizati
progresiv si sistemele de detectie.

Capitolul 2 include metodele de modificare a suprafetelor corelate cu schema de
detectie selectatd. Se Incepe cu descrierea substraturilor comerciale, folosite in detectia
microarray, evidentiind parametrii ce urmeaza a fi Tmbunatatiti. Sunt identificate
beneficiile furnizate de suporturile tridimensionale pentru detectia fluorescentd a
fenomenului de hibridizare Tn detrimentul celor comerciale, introducand principiul de
fabricare a nanofirelor de siliciu prin Corodarea Chimica Asistatd de Saruri Metalice
(MACE - Metal Assisted Chemical Etching). Introducerea suportului de aur (Au) permite
utilizarea tehnicii SPR n studiul procedeului de atasare a oligonucleotidelor si in detectia
biomoleculelor pe suprafete metalice. Utilizarea suporturilor de tip SOl a permis
Tmbunatatirea detectiei electrice ADN fata de placheta de Si monocristalin, prin eliminarea
efectelor parazite datorita stratului izolator intermediar de SiO,.

Tipurile de functionalizare i modificarile chimice efectuate la nivelul sondelor
ADN sunt analizate si detaliate aici. Au fost selectate douad tipuri de grupari functionale
(aldehidice si epoxidice) care permit atasarea covalentd a biomoleculelor de suport si nu
impiedica detectia electrica, asigurand in acelasi timp semnal scazut de fundal in detectia
fluorescenta.

Sunt definite notiunile elementare si termenii specifici metodelor de detectie
fluorescentd, plasmonicd si electrica, cat si descrierea substraturilor utilizate pentru
platformele de detectie. Detectia prin SPR s-a realizat printr-un mecanism suplimentar de
atasare bazat pe chemisorbtia ADN pe suport de Au. A fost validatd metoda pseudo-
MOSFET de caracterizare electrica in detectia ADN pe substrat de tip SOI.

Capitolul 3 prezintd bazele genetice ale carcinogenezei induse de antioncogena
BRCAL, insistdnd 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 celulara indusa de
exprimarea genelor virale. Se urmadreste prospectia mecanismelor ce induc evolutia
multistadiald a cancerului cu scopul de a justifica importanta dezvoltdrii unor noi
platforme de detectie, care sa asigure specificitatea si senzitivitatea in discriminarea

polimorfismelor uninucleotidice (SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms), cat si in
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genotiparea HPV. Tn final, sunt prezentate metodele utilizate Tn practicile clinice pentru
detectarea SNPs si pentru aplicatii de genotipare, cu mentionarea avantajelor si
dezavantajelor acestora.

Capitolul 4 contine proceduri de obtinere a suporturilor nanoconfigurate, pe baza
de nanofire de siliciu realizate prin corodarea chimica asistatd de catalizatori de argint
(Ag) sau de Au. A fost investigatd influenta timpului asupra ratei de corodare, precum si
influenta rezistivitatii si orientarii plachetei asupra eficientei corodarii. Au fost optimizate
modalitatile de functionalizare a suporturilor nanoconfigurate, a suporturilor de siliciu
monocristalin si de siliciu pe izolator. Tot in acest capitol sunt implementate tehnicile de
depunere si imobilizare a ADN pe suporturile functionalizate si pe suporturile cu film de
aur.

Capitolul 5 prezintd 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 n
materie de specificitate si sensibilitate de detectie obtinute pe suport comercial, pe suportul
bazat pe nanofire de Si, pe Si monocristalin si pe SOI. Viabilitatea tehnicilor de detectie a
fost demonstrata prin analize statistice.

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

Experimentele prezentate in cadrul acestei lucrari multidisciplinare au fost
desfasurate la Institutul National de Cercetare si Dezvoltare in Microtehnologie - IMT
Bucuresti - Laboratorul de Nanobiotehnologii, Tn Facultatea de Chimie din cadrul
Universitdtii din Bucuresti - Departamentul de Chimie Organica, Biochimie si Cataliza,
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 cercetarii au fost diseminate in publicatii cotate sau indexate ISl,

precum si Tn prezentari la conferinte si seminarii.
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Parteal NOTIUNI TEORETICE

Cap. 1. INTRODUCERE

Cancerul reprezinta una din principalele cauze ale mortalitatii la nivel mondial,
numarand in 2012 peste 14,1 milioane de cazuri, conform celor mai recente date statistice
(Torre si colab., 2015; Ferlay si colab., 2013). In Europa Centrala si de Est, rata de
incidenta standardizata la 100 000 de locuitori a fost de 216,1, cu o rata a mortalitatii de
123,4 (Torre si colab., 2015). Aceastd maladie are o evolutie multistadiala, pornind de la
acumularea mutatiilor genetice ce induc alterarea functiilor produsilor genici si conducand
in cele din urma la degradarea morfologica si fiziologica a celulelor afectate. Modificarile
genetice care contribuie la aparitia cancerului afecteaza trei categorii de gene: genele
tumoral supresoare (antioncogene), protooncogenele si genele care intervin in repararea
ADN (Hanahan, Weinberg si Francisco, 2000).

Mutatiile de mica amploare (small-scale mutations) sunt cel mai des observate
variatii din cadrul genomului uman, un exemplu fiind substitutiile uninucleotidice (SNPs)
intalnite cu o frecventa aproximativa de 1 la 1000-2000 perechi baze (Lindroos si colab.,
2001; Sachidanandam si colab., 2001). Studiul profilelor SNP in cadrul diverselor populatii
a permis identificarea factorilor ce influenteaza riscul dezvoltarii cancerului si a condus la
descoperirea unor subseturi de polimorfisme uninucleotidice ntalnite numai in cazul
pacientilor bolnavi de cancer. (Gibbs si colab., 2003; Mahdi, Nassiri si Nasiri, 2013).

Cancerul mamar reprezintd o boald complexd, avand in Europa Centrald si de Est o
ratd standardizata de incidentd de 47,7 la 100000 de locuitori si o rata standardizatd a
mortalitatii de 0,35 la 100000 de locuitori (DeSantis si colab., 2015; Torre si colab., 2012).
Modificarea maligna provocata de diviziunea necontrolatd si proliferarea excesiva a
celulelor din ductele terminale si lobulare este asociatd cu aparitia cancerului de sén.
Majoritatea neoplaziilor mamare au caracter sporadic (90-95%), in timp ce 5-10% sunt
asociate cu predispozitia dobandita (Mahdi, Nassiri si Nasiri, 2013; Karami si Mehdipour,
2013). Gena BRCAL (Breast Cancer 1, Early Onset) codifica o proteina ce actioneaza ca
supresor al cresterii tumorale. Proteina BRCAL interactioneaza in nucleul celulelor normale
cu alte proteine pentru repararea rupturilor catenare din ADN. Pentru declansarea

procesului de tumorigenezd, este suficientd producerea unei mutatii deletorie intr-o alela
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BRCAL dintr-o celula oarecare (Knudson, 1971), iar daca procesul se repetd in cadrul
aceleiasi celule, respectiva devine incapabild sa-si remedieze propriile erori. (Foulkes si
Shouen, 2013).

Virusurile au fost asociate cu carcinogeneza in 10-15% din cazuri, acest procent
devenind probabil mai mare, odata cu perfectionarea tehnicilor de detectie (Chen si colab.,
2014; Hoppe-Seyler si Butz, 1995). Descoperirea tumorilor virale a fost raportatd la
inceputul secolului XX, Peyton Rous, demonstrind in 1910 ca un agent viral este
responsabil pentru transmiterea leucemiei la pasari (Rous, 1910; Rous, 1911]. La inceputul
anilor ‘30, a fost identificat virusul papilloma la caine (DeMonbreun si Goodpasture, 1932)
si la iepure (Shope si Hurst, 1933). Cercetarile desfasurate in anii 'S0 pe murine au indicat
poliomavirusul ca potentiald cauza a declansdrii tumorigenezei (Gross, 1951; Gross,
1953a; Gross, 1953b; Stewart si Eddy, 1959; Eddy si Stewart, 1959). In 1983, au fost
descoperite in celulele cervicale maligne umane tulpinile HPV 16 si HPV 18, asociate cu
un risc oncogen crescut (Durst si colab., 1983; Boshart si colab. 1984).

Intrucat infectia persistentd si integrarea cromozomiala a tipurilor HPV cu potential
oncogen ridicat au fost demonstrate ca factori cauzali majori in dezvoltarea cancerului de
col uterin, determinarea tipurilor HPV prezente in probe cervico-vaginale este esentiala in
evaluarea riscului ca o femeie si dezvolte cancer de col uterin. in Europa Centrala si de
Est, rata de incidenta a neoplaziei de col uterin standardizata la 100000 de locuitori a fost
de 16,3, iar rata mortalitatii standardizata la 100000 de locuitori a fost de 6,2 (Torre si
colab., 2015).

Diagnosticul timpuriu este eficient in preventia si tratarea afectiunilor incd din
stadii incipiente, astfel ca identificarea predispozitiei genetice la dezvoltarea anumitor
tipuri de cancer este utila in cazul persoanelor cu incidenta familiala sau pentru genotiparea
HPV 1n 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.

Tn continuare este prezentat un scurt istoric pentru fiecare dintre tehnicile de
detectie utilizate Tn prezentul studiu.

Tehnologia microarray a fost introdusa in anii 90 (Lenoir si Giannella, 2006) ca o
extensie a tehnicii Southern Blot, dezvoltata in 1975 de Edwin Southern pentru analiza
genomului uman (Southern, 1975). Un alt predecesor al microarray este tehnica
fluorescenta de hibridizare in situ (FISH), dezvoltata de Pardue si Gall (Pardue si Gall,

1969), ce consta in vizualizarea nucleului celular si a cromozomilor fixati pe lame de
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sticla. Depunerea controlatd a sondelor pe suporturi solide a fost dezvoltatd Ia
Universitatea din Stanford (Schena si colab., 1995; Shalon, Smith si Brown, 1996).
Automatizarea procedurilor de depunere controlata a ADN a fost implementata comercial
in 1994 de catre Hans Lehrach si colaboratorii la institutul Max Planck pentru biologie
moleculara - Berlin, grupul dezvoltand sisteme robotice de preluare si depunere de clone
ADN pe filtre (Hoheisel si colab., 1994). Aceasta directie de automatizare a procesului de
depunere a fost insotita de inlocuirea materialelor poroase utilizate in dot-blot cu suporturi
impermeabile, precum sticla ori siliciul. Folosirea acestor tipuri de suporturi a permis
obtinerea unui numar mare de Spot-uri de analizat pe lama cu un volum considerabil mai
mic de probe. Astfel, analiza biologica a fost revolutionata prin trecerea la scala micro a
formatului macroscopic al aranjamentelor de spot-uri pe filtre, rezultdnd un biochip
(Lenoir si Giannella, 2006).

Rezonanta plasmonilor de suprafata (SPR) reprezintid oscilatia rezonantd a
electronilor din banda de conductic a metalului de interfata cu un dielectric (Sotnikov,
Zherdev si Dzantiev, 2016). Principiile teoretice pentru fabricarea acestor tipuri de
biosenzori au fost enuntate la Tnceputul secolului XX, cand Wood (Wood, 1902) a descris
anomalii ale spectrelor de lumini cauzate de undele plasmonilor de suprafatd. In 1968,
Otto (Otto, 1968), Kretschmann si Raether (Kretschmann si Raether, 1968) au realizat
excitarea plasmonilor de suprafata cu ajutorul luminii, folosind o prisma ca instrument de
cuplaj intre radiatia incidentd si plasmonii de suprafati. Tn 1983, Liedeberg si Nylander
(Liedberg, Nylander si Lundstrom, 1983) au demonstrat utilitatea tehnicii de detectie
optica prin spectroscopia de rezonantd a plasmonilor de suprafatda (SPR). Aceasta se
bazeazd pe monitorizarea cineticii si afinitatii de legare a biomoleculelor in timp real, fara
utilizarea markerilor fluorescenti, necesitand o procedura minimala de preparare a probelor
(Im si colab., 2009). Conditiile de rezonanta sunt influentate de modificarile indicelui de
refractie al dielectricului datorate adsorbtiei moleculelor pe suprafata filmului metalic
depus pe suport de sticla (Newman si Turner , 2008). Cu toate ca s-a incercat extinderea
gamei de metale utilizate, aurul ramane candidatul predilect pentru acoperirea substratului
de sticla in cazul biosenzorilor SPR (Oliverio si colab., 2017).

Tranzistoarele cu efect de camp (FET - Field Effect Transistors) permit detectia
prezentei moleculelor tinta prin interactiunea electrostatica a ADN (molecula cu incarcare
globala negativa) cu senzorul, acest fapt fiind demonstrat pentru prima oara de Souteyrand
si colab (Souteyrand si colab., 1997). Biosenzorii FET sunt o alternativa viabila deoarece

permit o recunoastere ce nu necesitd marcarea fluorescenta a moleculelor si oferd un timp
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de raspuns rapid, avand raport semnal/zgomot ridicat, posibilitatea de detectie in paralel a
biomoleculelor (Gong, Zhao si Yu, 2015; Duarte-Guevara si colab., 2014; Kaisti, 2017) si
limitd de detectie imbunatatita. A fost raportata detectia ADN tintd de concentratii cuprinse
intre 0,1 si 25 nM (Adam si Hashim, 2015), limita de detectie fiind de 1 fM pentru
secvente de 25 oligonucleotide pe FET cu nanofire de Si (SINWSs - Silicon Nanowires)
(Wenga si colab., 2013).

1.1. Prezentarea domeniului tezei de doctorat
Dezvoltarea tehnologiei microarray in cadrul biologiei moleculare moderne a

influentat semnificativ metodologia analizei genetice a afectiunilor umane, fiind ideala
pentru analiza rapida si in paralel a mii de fragmente genice de interes (analiza high-
troughput). Evidentierea spectrului de mutatii declansatoare a cancerelor umane este
cruciala in dezvoltarea tratamentului personalizat al pacientilor, identificarea specifica a
biomarkerilor corespunzatori facilitdind selectia tratamentului adecvat si reducand costul
acestuia (Mao, Young, si Lu, 2007). Cu toate acestea, exista o serie de limitari ale tehnicii,
printre care utilizarea unei suprafete plane ce scade capacitatea de legare a sondelor de
suportul modificat chimic, generand o intensitate slaba a semnalului de hibridizare (Simion
si colab., 2010).

Influenta tipului de suport si de functionalizare chimica coroborate cu stabilitatea in
timp asupra specificitatii de detectie nu au fost abordate la modul aprofundat. Cercetarile
au fost orientate direct pe detectia clinica a SNP-urilor din cadrul genelor BRCAL prin
depunerea sondelor constituite din acizi peptido-nucleici (PNA) pe un suport comercial de
sticla modificat chimic cu grupari amino (Mun si colab., 2009). Jung si colab. (Jung si
colab., 2008) au prezentat o procedurd multiplex de detectie a mutatiilor uninucleotidice
specifice genei BRCA1 depunand modificate cu grupari amino pe suporturi comerciale de
sticla modificate cu grupari aldehidice.

Tehnica microarray a fost utilizatd si pentru genotiparea HPV pe substraturi
comerciale de sticla acoperite cu streptavidind avand proprietati colorimetrice si
fluorescente printr-o procedura simpla de colorare imunohistochimica (Klaassen si colab.,
2004). Potentialul metodei a fost demonstrat prin detectia a 53 de tipuri HPV din tesut
cervical infectat cu una sau mai multe tulpini HPV. Arron si colab. (Arron si colab., 2011)
au elaborat pe o platforma comerciala Agilent 8x60K SurePrint G3 o strategie microarray

extinsa pentru detectarea si genotiparea a 102 tipuri HPV, validand eficienta sa practica.
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Avantajele diagnosticarii prin metoda SPR sunt date de i) posibilitatea reutilizarii
senzorului, reducandu-se astfel costul analizei, ii) obtinerea rapida a rezultatelor si iil)
posibilitatea automatizarii complete a procedurii. Cu toate acestea, randamentul metodei
SPR 1in aplicatiile clinice de diagnosticare timpurie a bolii ar creste prin imbunatatirea
500 Da, la concentratii < 1 pM. Imobilizarea ADN modificat chimic cu alcantiol si 6-
mercaptohexanol a fost propusa de Herne si Tarlov (Herne si Tarlov, 1997) pentru
cresterea eficientei de hibridizare, iar studiile ulterioare au urmarit determinarea raportului
optim intre concentratia de ADN imobilizat si mercaptohexanol, pentru micsorarea limitei
de detectie.

Li si colab. (Li si colab., 2014) au realizat detectia polimorfismelor uninucleotidice
prin metoda SPR n 15 minute, prin diferentierea specificd a secventelor ADN mutante
avand concentratia de 100 pM, de secventele normale. Wang si colab. (Wang si colab.,
2010) au dezvoltat un sistem comercial bazat pe fenomenul SPR pentru detectia a 24
tulpini HPV.

Pe substraturile de tip SOI, au fost configurate nanofire de Si ca tranzistoare cu
efect de camp (FET - Field Effect Transistor), formand SINW-FETSs, in care doi electrozi
metalici (pad-uri) contacteaza capetele unui nanofir fiind desemnati ca sursa si drena, iar
un al treilea electrod (poarta) a fost cuplat capacitiv cu nanofirul prin stratul dielectric de
oxid (Gengfeng si Xu, 2014). Datorita suprafetei active generoase pe unitatea de volum a
nanofirelor, s-a demonstrat o limitd de detectic de ordinul fM pentru ADN, proteine si
virusuri (Patolski si Lieber, 2005; Hahm si Lieber, 2004).

1.2. Scopul tezei de doctorat

Scopul tezei constd in identificarea unor solutii tehnice accesibile pentru
imbunatatirea specificitatii de detectie a mismatch-urilor ADN si extinderea metodologiei
de testare pentru analiza polimorfismelor uninucleotidice si genotipare. Pe durata
cercetarii, au fost elaborate trei scheme de detectie a hibridizarii ADN prezentate in

continuare, fiecare beneficiind de platforme si proceduri de functionalizare dedicate.

1.2.1. Tehnica microarray — detectie optica (fluorescenti)
Procesul de fabricare a suporturilor microarray pentru analiza ADN consta in
curdtarea substratului, modificarea chimica, tratamente post-functionalizare, urmate de

imobilizarea si hibridizarea ADN. Fiecare etapa poate influenta eficienta globala a detectiei
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semnalului fluorescent de hibridizare, impunéndu-se astfel investigarea sistematicd a
parametrilor de functionalizare in vederea realizdrii unui protocol fezabil de modificare
chimica si diminuarea variatiilor aparute intre platformele microarray.

a) Optimizarea imobilizarii pe suport comercial pentru eliminarea variatiei

experimentale
Platformele microarray comerciale permit detectia specifica si reproductibila

a polimorfismelor uninucleotidice datorita procesului de productie standardizat
(Gresham, Dunham si Botstein, 2008), ce presupune costuri ridicate asociate
respectarii reglementarilor. Suporturile microarray configurate Tn laborator au
avantajul costului scazut, permitand totodatd selectarea particulara a genelor de
interes, utilizdnd functionalizarea specificd a oricarui tip de substrat (Pollack, 2007;
Stewart, 2000"). Studiile personale anterioare au urmarit eficienta discriminarii intre
secvente cu complementaritate perfecta (PM - Perfect Match) si necorespunzatoare
(MM - Mismatch) prin elaborarea unei platforme microarray tridimensionale prin
configurarea asistatd de saruri metalice a substratului de siliciu (Banu si colab.,
2015), ramanand de aprofundat aspectele referitoare la reproductibilitatea scazuta in
microarray provocata de variatia intensitatii semnalului de hibridizare.

S-a impus efectuarea prealabild a testelor de imobilizare a ADN pe suport
comercial, in vederea evitarii eventualelor defecte survenite exclusiv din aceasta
cauza, spre aplicarea ulterioard a procedurii optimizate pe suportul nanoconfigurat.
Parametrii din timpul imobilizarii care necesita a fi controlati sau optimizati sunt
pH-ul si taria ionica a solutiei-tampon n care sunt diluate sondele ADN, umiditatea
controlatd in timpul depunerii oligonucleotidelor si concentratia ADN depus pe
suport pentru evitarea impedimentelor sterice care ar duce la o eficientd scazuta de
hibridizare. Procedura experimentala este detaliatda in Subcapitolul 5.1. Teste de

imobilizare, hibridizare si stabilitate Tn timp pe suport comercial.

comercial si suportul hanoconfigurat

Atasarea optima a sondelor si mentinerea lor pe parcursul intregului flux de
lucru ce implica fazele de depunere/ blocare/ hibridizare/ spalare depinde de
afinitatea ADN monocatenar (ssDNA) fatd de substratul modificat chimic
corespunzator si conditiile ambientale (Sobek si colab., 2013), ce trebuie strict
controlat Tn vederea obtinerii unui test microarray fiabil (Draghici si colab., 2006;
Yauk si Berndt, 2007; van Bakel si Holstege, 2004). Astfel, stabilitatea sondelor
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diluate in tamponul de imobilizare ales urmareste evitarea rezultatelor slabe de

hibridizare. Stabilitatea chimicd a suprafetei functionalizate si a sondelor ADN

plus, stabilitatea platformei pe care sondele ADN sunt depuse este esentiala pentru
implementarea in regim de testari clinice, unde procedura restransa consta in hibridizarea
sl spalarea lamelor pentru a elimina secventele ADN tinta nehibridizate. Pornind de la
nanoconfigurate dezvoltate in cadrul Laboratorului de Nanobiotehnologii (IMT-Bucuresti).
Subiectul va fi aprofundat in Subcapitolul 5.1. Teste de imobilizare, hibridizare si
stabilitate Tn timp pe suport comercial si Th Subcapitolul 5.5. Detectia specifica
a substitutiilor uniucleotidice utilizand platforme de nanofire de siliciu
acoperite cu SU-8.

c) Cresterea specificitatii de detectic ADN prin configurarea unui substrat

tridimensional si alegerea metodei de functionalizare

Utilizarea unui suport plan limiteaza cantitatea de probe biologice atasate de 0
suprafatd modificata chimic, reducand sensibilitatea si specificitatea tehnicii (Jayaraman si
colab., 2007; Elder si Jayaraman, 2014). Suporturile plane functionalizate chimic pentru
atasarea ADN sunt disponibie comercial, pe cand suporturile tridimensionale (3D) exista
doar pentru microarray dedicat analizei proteinelor (http://www.arrayit.com/index.html).
Substraturile 3D destinate tehnicii microarray ofera o capacitate mai mare de legare a
sondelor decét substraturile bidimensionale tipice (Bilgic si Klok, 2015; Castagna si colab.,
2016; Ressine si colab., 2003; Simion si colab., 2009). Metoda aplicata pentru obtinerea
configuratiei tridimensionale utilizatd ca substrat microarray va fi abordatd din punct de
vedere teoretic Tn Subcapitolul 2.1.2. Suporturi tridimensionale pe baza de nanofire de
siliciu (SINWSs), iar etapele de fabricatie corespunzatoare nanofirelor de siliciu vor fi
detaliate Tn Subcapitolul 4.1. Tehnici de fabricare a nanofirelor de siliciu.

Interactiile ce pot avea loc intre monocatene si suprafata sunt de tip covalent,
chemosorbtie, sau necovalent (bazat Tn special pe interactiunea dintre biotind si
streptavidind). Dintre acestea, interactiunea covalentd asigurad legarea puternica de suport,
favorizand refolosirea biosenzorilor.

Avantajele utilizarii suportului functionalizat cu grupari aldehidice sunt date de
capacitatea mare de legare a sondelor si de stabilitatea asigurata de legatura covalenta, Insa
semnalul obtinut poate avea o intensitate limitata cauzata de impedimentele sterice (Nimse

si colab., 2014).
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Functionalizarea ce conferd grupari epoxi asigura legarea covalentd a sondelor
ADN de suport si stabilitatea acestora (Nikolic si colab., 2010). Spre deosebire de
modificarea chimica ce confera grupari aldehidice, aceasta previne crearea impedimentelor
sterice printr-o densitate mai scazuta a sondelor atasate. Tipurile de modificare chimica si
interactiuni dintre suport si biomolecule vor fi teoretizate in Subcapitolul 2.2. Chimia
suprafetelor. Datele experimentale se regasesc in Subcapitolul 4.2. Modalititi de
functionalizare a Si, SINWs si SOI.

1.2.2. Tehnica SPR — detectie optica (rezonanta plasmonilor de suprafati)

Un aspect esential referitor la tehnica SPR prevede modul in care bioreceptorii
(sondele ADN) se leaga de suprafata (Wijaya si colab., 2011). Fiind un metal inert, cu
proces tehnologic de prelucrare bine pus la punct, aurul este adesea utilizat ca film subtire
in biodetectie, intrucat permite legarea semi-covalenta a biomoleculelor datorita
interactiunilor tiol-metal (Hakkinen, 2012).

Aurul prezintd proprietati plasmonice bune Tn spectrul lungimilor de unda aflate
deasupra tranzitiei optice interbanda (A > 580 nm), permitand o metoda de biodetectie
alternativa numita SPR (Oliverio si colab., 2017), conditiile de rezonanta fiind influentate
de indicele de refractie al materialului adsorbit pe un film metalic. (Newman si Turner,
2008). Avantajele conferite de diagnosticarea prin SPR sunt: i) posibilitatea reutilizarii
senzorului, scdzand astfel costul analizei, 11) obtinerea rapida a rezultatelor si 1iii)
posibilitatea automatizirii complete a procedurii. In plus, metoda SPR permite atingerea
unor limite joase de detectie (Ex: biomolecule de 500 Da, cu concentratia de 1 pM).

Tntrucat nu sunt publicate suficiente date referitoare la raportul optim de
concentratii ADN co-imobilizat cu mercaptohexanol (MCH) pentru atingerea unei
eficiente crescute a moleculelor tintd hibridizate, s-a impus investigarea sistematicd a
acestui parametru in vederea realizarii unui protocol viabil de atasare stabila a ADN pe
suport de Au. Un alt parametru investigat a fost limita de detectie a ADN hibridizat.

a) Optimizarea conditiilor de atasare a oligonucleotidelor specifice HPV pe

suporturi de Au si evaluarea stabilitatii acestora dupa etape de procesare a biochip-

ului
Crearea de monostraturi autoasamblate (SAM: Self Assembled Monolayers) pe
film de Au reprezintd o metoda simpla si flexibild prin care sunt modificate proprietatile
optice ale structurilor metalice, cum ar fi indicele de refractie local, ori frecventa

plasmonilor de suprafata (Love si colab., 2005). O serie de factori experimentali pot afecta
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structura monostratului autoasamblat si rata formadrii acestuia: solventul, temperatura,
timpul de imersie, concentratia, puritatea, precum si lungimea lantului si structura
moleculelor adsorbite (Drummond, Hill si Barton, 2003; Ulman, 1996). Reproductibilitatea
biosenzorului depinde de suprafata acoperita de ADN monocatenar, parametru ce trebuie
atent controlat.

Tn cadrul acestui studiu, au fost considerate doui intervale de timp pentru
imobilizarea ADN pe suporturile de Au si numeroase rapoarte de concentratiit ADN:MCH
pentru atingerea eficientei maxime de hibridizare. Rezultatele SPR au fost verificate si
coroborate cu datele microarray. Capitolele si subcapitolele dedicate acestor studii sunt
2.1.3. Substraturi cu filme subtiri de Au, 2.2.4. Modificarea suporturilor de Au prin
formarea monostraturilor autoasamblate, 5.6. Experimente microarray si SPR pentru
genotiparea secventelor corespunzatoare tulpinilor HPV imobilizate pe suporturi de
Au.

b) Evaluarea eficientei de hibridizare si a limitei de detectie pentru secvente ADN

reale

Performantele optice ale senzorilor SPR sunt evaluate de regula prin sensibilitatea
mediului) si rezolutia lor de care depinde limita de detectie (cea mai micd schimbare in
indicele de refractie produsd de mediul masurat ce produce o schimbare detectabild in
unghiul de rezonanta) (Wijaya si colab., 2011).

Eficienta de hibridizare a fost evaluatd prin tehnica microarray, luand Tn
considerare secvente oligonucleotidice sintetice marcate fluorescent pentru a stabili
raportul optim intre concentratiile de SAM-uri formate din ADN:MCH. Ulterior, a fost
stabilitd limita de detectie prin SPR pentru diferite concentratii de proba reala ADN.

Capitolele si subcapitolele dedicate acestor studii sunt 2.1.3. Substraturi cu filme
subtiri de Au, ce contine notiuni teoretice, iar datele experimentale sunt cuprinse in 4.1.
Suprafete suport si 5.6. Experimente microarray si SPR pentru genotiparea

secventelor corespunzatoare tulpinilor HPV imobilizate pe suporturi de Au.

1.2.3. Y-MOSFET - detectie electrica

Y-MOSFET (pseudo-MOSFET) este 0 metoda de caracterizare electrica utilizata
pentru plachete de siliciu pe izolator (SOI) pentru determinarea mobilitatii si densitatii
sarcinilor de interfatd (Benea si colab., 2017). ¥-MOSFET foloseste structura de tip up-

side-down a tranzistorului cu efect de cdmp pe un substrat de siliciu pe izolator: substratul
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de siliciu serveste ca poartd pe spatele plachetei iar oxidul ingropat ca poarta dielectrica
(poarta de oxid). O tensiune aplicata pe spate (Vpg) induce crearea unui canal la interfata
dintre filmul de siliciu de deasupra si oxidul ingropat. Doua sonde metalice plasate pe
filmul subtire de siliciu joaca rolul de sursa si de drend si permit masurarea curentului de
drena (Ip) (Cristoloveanu si Williams, 1992).

Parametrii precum tensiunea de prag, de mobilitate sau de oscilatii sub prag depind
in cazul filmelor ultra-subtiri ale SOI, de sarcinile electrice de la suprafata (Ghibaudo,
1988). Prezenta moleculelor cu Incércare electricd induce modificari ale caracteristicilor
electrice ale canalului. In cadrul acestor experimente, am monitorizat evolutia parametrilor
electrici dupa fiecare modificare chimicd sau biologicd a suprafetei de tip SOI
(functionalizare, atasarea sondelor ADN si hibridizare). Raspunsul electric al straturilor
biochimice adaugate a fost inregistrat prin aceasta metoda.

a) Stabilirea protocolului optim de imobilizare

Modificarea chimicd a suprafetei este esentiald pentru atasarea sondelor ADN,
astfel ca functionalizarea substratului a fost realizata luand in considerare gruparile
functionale NH; introduse la capatul 5' al sondei ADN. Alegerea tipului de functionalizare
a urmarit usurinta de atasare a biomoleculele si diminuarea erorilor in citirea semnalului
provenite din procesarea suporturilor.

Tehnica microarray a devenit in acest caz metoda de validare a etapelor de lucru.
Notiunile teoretice referitoare la metoda de detectie se vor regasi in subcapitolele 2.1.4.
Substraturi pe baza de siliciu pe izolator (SOI), 2.2.1. Functionalizarea cu (3-
Aminopropil)trietoxisilan (APTES) si glutaraldehida (GAD), 2.2.3 Functionalizarea
cu (3-Glicidiloxipropil)trimetoxisilan (GOPTMYS), iar rezultatele experimentale vor fi
discutate n 4.2. Modalitati de functionalizare a Si, SiNWs si SOI si in 5.7.
Caracterizari electrice pentru structuri test realizate pe substrat tip SOI.

Pentru a demonstra fezabilitatea acestor tehnici de detectie, au fost utilizate
numeroase replici ale secventelor ADN corespunzatoare genei BRCAL si tulpinilor HPV.
Pentru analiza statistica a datelor, au fost folosite testul ANOVA unifactorial, testul

Student’s t si elemente de statistica descriptiva.
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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 autofluorescentd si permit atasarea elementelor de
recunoastere (In cazul de fata, sondele ADN monocatenar) prin modificarea chimica
a suprafetei. Intr-un biosenzor, traductorul converteste elementul de bio-
recunoastere intr-un semnal masurabil, cum ar fi fluorescenta in cazul microarray,
modificarea unghiului de rezonanta in cazul SPR-ului, ori semnal electric in cazul
dispozitivelor electronice de tip tranzistor. Detectia prin tehnica SPR este posibila
datorita proprietatilor plasmonice ale unui suport de sticla acoperit cu film subtire
metalic. Masuratorile electrice specifice FET-urilor ofera in mod direct semnalul

electric necesar, daca substratul este semiconductor.

2.1. Suprafete suport

2.1.1. Suporturi comerciale

Suporturile de sticla sunt cel mai des utilizate ca substraturi pentru fabricarea
platformelor microarray deoarece sunt inerte din punct de vedere chimic, nu sunt
autofluorescente si se functionalizeaza cu usurinta, permitand legarea moleculelor organice
de suprafata. Depinzand de gruparea functionald a filmului ce acopera sticla, suprafata
rezultatd poate expune grupari aminice, aldehidice, epoxi sau tiol, de care se pot lega
secvente ADN modificate chimic sau nemodificate. Suporturile microarray comerciale
sunt realizate din borosilicat sau sticla calcosodicd, ambele specificatii avand un nivel
a moleculelor analizate, este esential ca suporturile microarray sa prezinte un nivel scazut
de autofluorescenta. Suportul de sticla are insa suprafata plana, ceea ce introduce limitari
sterice n timpul reactiei de hibridizare (Dufva si colab., 2014; Conzone si Pantano, 2004).

In prezentul studiu, s-au utilizat suporturi comerciale de sticld furnizate de
compania ArraylT, USA avand dimensiunile unei lame de microscop. Inainte de
functionalizare, substraturile sunt slefuite de catre producator pentru a obtine uniformitate

mare a suprafetei ce prezinta grupari SiO, distribuite omogen pentru a conferi silanilor
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reactivitate mare, necesara procedurilor ulterioare de modificare chimica. Tn ANEXA 1
(Al.l.a) sunt prezentate specificatiile producdtorului pentru suporturile utilizate ca

referinta in activitatea de cercetare.

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

Dezvoltarea biosenzorilor de inaltd precizie configurati la scald nanometricd a
cunoscut o evolutie accentuatd In ultimii ani prin parteneriatul dintre biologie si
nanostiinte. Nanofirele de Si (SINWSs) s-au evidentiat prin proprietatile semiconductoare,
morfologia variatd si suprafata activd generoasd pe unitatea de volum, fiind ideale pentru
realizarea platformelor miniaturizate de detectie rapida si simultanda a biomoleculelor
(Coffinier si Boukherroub, 2014).

Au fost dezvoltate diverse metode de sinteza a siliciului nanostructurat, impartite in
doua mari grupe: top-down si bottom-up (Hobbs, Petkov si Holmes, 2012). Procedura
bottom-up de nanofabricare presupune obtinerea nanostructurilor pe un substrat fie prin
cresterea controlata (epitaxiald) pornind de la un germene cu structurd cristalind astfel ca
structura fibrilelor va prelua structura cristalina a germenului, fie prin cresterea structurilor
unidimensionale pornind de la metoda Vapori-Lichid-Solid (VLS: Vapour Liquid Solid
Growth). Prin metoda top-down, nanostructurile de interes sunt configurate dintr-un
substrat prin corodare uscata (ablatie laser sau Corodarea cu loni Reactivi - RIE: Reactive
lon Etching), ori prin corodare umeda (corodare electrochimica sau MACE) (Gengfeng si
Xu; Mikhael si colab., 2011). Fabricarea Si nanostructurat prin metoda MACE a fost
demonstratd pentru prima oara de catre Li si Bohn (Li si Bohn, 2000), devenind ulterior
foarte apreciata datorita costului scazut si a usurintei de obtinere a nanostructurilor de Si cu
diferite dimensiuni, morfologii si proprietdti (Dawood si colab., 2012; 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 sunt factori care influenteaza morfologia
nanofirelor (Huang si colab., 2008, Mikhael si colab., 2011).

In mod curent, MACE include doi pasi succesivi, respectiv nucleatia catalizatorului
metalic si corodarea anizotropa. In cazul corodarii chimice intr-un singur pas (1-MACE),
cele doua etape uzuale se desfdsoard simultan in solutie de corodare contindnd saruri
metalice si HF, in lipsa H,O, (Manel, Nafie si Bouaicha, 2012). 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,. Metalele nobile precum Ag,
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Au, Pt si Pd sunt cei mai utilizati catalizatori in aceste reactii. Particulele metalice pot fi
depuse pe substratul de Si prin evaporare termica, pulverizare catodica (sputtering),
depunere galvanicd sau depunere chimica pornind de la saruri metalice (Zhipeng si colab.,
2011). Asoh si colab. (Asof, Arai si Ono, 2007) au investigat influenta tipului
nanoparticulelor metalice Tn procesul de corodare, remarcand faptul ca viteza de corodare e
influentata de metalul nobil utilizat, obtinandu-se diferite morfologii ale structurilor de Si
si ale macroporilor. Observatia acestora este sustinuta de Tsujino si Matsumura (Tsujino si
Matsumura, 2007) prin configurarea nanoporilor cu diferite morfologii prin utilizarea
nanoparticulelor individuale de Au si Ag, precum si de Dawood si colab.(Dawood si
colab., 2012) care au fabricat nanofire cu mezopori obtinute in urma corodarii cu
nanoparticule de Au, pe cand cele configurate in prezenta nanoparticulelor de Ag
prezentau o structura cristalind acoperitd de un invelis poros a carui densitate crestea spre
baza substratului.

Nanoparticulele metalice (NPs) cu rol de catalizatori ai reactiei de corodare pot fi
obtinute prin metode conventionale care folosesc precursori toxici. Ca alternativa, este
propusd prepararea nanoparticulelor prin metode “green chemistry” cu randament,
solubilitate si stabilitate ridicate (Liu si colab., 2014).

Metodele conventionale prin care pot fi obtinute nanoparticulele sunt clasificate ca

top-down si bottom-up (Figura 2.1.).

g 3d 0
S 7 7 QO ®) Q. 00
SO0, 89 _ 1900 %0 ¢
30 G0 00
g d O
Bulk Pulbere Nanoparticule Cluster Atomi
metalice metalic
stabilizate

Figura 2.1. Metode conventionale de obtinere a nanoparticulelor metalice

Metoda top-down este 0 metoda fizica (mecanicd) ce presupune slefuirea a corpului
metalic (bulk) de provenienta si stabilizarea ulterioara a pulberii rezultate cu ajutorul
agentilor stabilizatori. Pentru un randament mai ridicat, exista metodele chimice bottom-up
de sintetizare a nanoparticulelor (inclusiv reducerea chimica) si metodele electrochimice.
Totusi, acestea presupun utilizarea unor substante nocive, precum citratul, borohidrura, tio-

glicerolul si 2-mercaptoetanolul, generand in final produse secundare toxice (Zhang si
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colab., 2016). Totodata, se impune un tratament suplimentar pentru prevenirea agregarii,
astfel incat nanoparticulele rezultate sa aiba puritatea si dimensiuni controlate.

De exemplu, pentru sinteza nanoparticulelor de Ag (AgNPs) a fost propusa metoda
biologica de preparare (ANEXA 2) ca alternativa la sinteza chimica a acestora, dovedindu-
se a fi o abordare simpla, necostisitoare si ecologica de preparare cu randament ridicat a
AgNPs de dimensiuni bine definite. Tn acest scop, au fost utilizate bacterii, drojdii, extracte
din plante, vitamine si aminoacizi. Sinteza biologicd a nanoparticulelor depinde de
solventul utilizat, agentul reducator si materialul netoxic (Ni si colab., 2015; Roy, Sarkar si
Ghosh, 2015).

Metalotioneinenele sunt proteine sau polipeptide celulare de dimensiuni mici
capabile sd lege cantititi mari de metale datoritd prezentei cisteinelor (Cys), prin
intermediul gruparilor sulthidril (Simmons si Singleton, 1996; Farcasanu si Ruta, 2017).
Un mecanism propus de obtinere a AgNPs este prin reducerea Ag (I) (in forma ionica)
efectuatd de enzimele prezente in citoplasma sau Tn membrana plasmatica. Nanoparticulele
se regasesc in vezicule, izolate de citoplasma si excretate prin membrana celulard prin
exocitoza. In acest studiu, am investigat posibilitatea obtinerii AgNPs folosind celule de
Saccharomyces cerevisiae care exprima in mod heterolog metalotioneine de plante (MTs)
orientate spre fata interioara a membranei plasmatice.

Conform aspectelor expuse anterior, configurarea nanofirelor de siliciu reprezinta o
procedura importanta in nanotehnologie. Reproductibilitatea caracteristicilor morfologice
(inaltime, grosime, orientare, densitate) reprezinta o provocare suplimentard datorita
numerosilor parametri fizico-chimici ce trebuie controlati interdependent.

A fost investigatd corodarea substratului asistata de nanoparticule de Au (AuNPS)
cu dimensiuni controlate, uniform distribuite pe Si modificat chimic cu (3-

aminopropil)trietoxisilan (APTES), fluxul tehnologic fiind schematizat in Figura 2.2.

H H H H @

\ \
OH —H N—H N-H
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I\ /Si\ INo~” 1N /Si\ /Si\
I ! | !
OI i ocl) o| e c')cl) o o(l)
I 1 I I I I

OH
|
Si
|

=
o o
Siliciu Siliciu Siliciu olb ¢

(a) (b) (c) (d)

Figura 2.2. Etapele corodarii siliciului cu nanoparticule de Au:
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(a) imersarea plachetei de Si in solutie Piranha pentru expunerea gruparilor hidroxil pe suprafata; (b)
legarea APTES de grupirile hidroxil si expunerea la suprafata a gruparilor amino; (c) stabilizarea
nanoparticulele de Au in citrat legate prin interactiune ionica de gruparile NH,; (d) corodarea chimica
a substratului de Si cu nanoparticule de Au distribuite uniform

De asemenea, am utilizat AgNOg3 pentru a investigarea efectelor rezistivitatii si a
orientarii cristaline a plachetei de Si, precum si a diferitelor intervale de corodare, a

concentratiei de AgNOssi de HF, conform reprezentarii grafice din Figura 2.3.

[AgNO3]
[HF]

Timp de
corodare

Figura 2.3. Investigarea parametrilor experimentali ai corodirii asistate de Ag pentru controlarea
morfologiei nanofirelor de Si

Am desfasurat totodatd experimente de corodare chimicd intr-un singur pas (1-

MACE) si, respectiv 1n doi pasi (2-MACE), prin utilizarea sarurilor de Ag.
2.1.3. Substraturi cu filme subtiri de Au

Depunerea unui film de Au pe un suport de sticla permite folosirea acestuia ca
substrat pentru microarray si utilizarea SPR ca tehnica secundara de detectie, ce nu
necesitd marcarea fluorescentd a probelor (Dietrich si colab., 2009). Aurul este preferat in
detectia SPR datoritd proprietatilor plasmonice bune pentru lungimi de undd deasupra
nivelului de tranzitie inter-banda (A > 580 nm) (Oliverio si colab., 2017).

Depunerea filmelor subtiri de Au poate fi realizata prin tehnica de Depunere Fizica
in Stare de Vapori (PVD - Physical Vapour Deposition), in care un metal in stare solida
este vaporizat in vid inalt si depus pe un substrat. Tehnica PVD cuprinde mai multe
metode, printre care se numara Depunerea Fizica n Stare de Vapori cu Fascicul Electronic
(Electron Beam Physical Vapour Deposition - EBPVD), Depunerea Fizica in Stare de
Vapori cu Descarcare in Plasma (Plasma-Enhanced Physical Vapor Deposition - PEPVD)
sau Depunerea prin Pulverizare Catodica (magnetron sputtering) (Oliveira si colab., 2015).

Tn realizarea biosenzorilor SPR, a fost utilizati depunerea prin pulverizare catodica prin
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care au fost obtinute filme omogene de Au pe discuri de sticla BK7 (constituite din

borosilicat), avand ca promotor de aderenta la sticld un strat subtire de Cr.

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

In caracterizarile electrice, utilizarea suporturilor de tip siliciu pe izolator (SOI)
confera sensibilitate sporitd de detectie a ADN fatad de o plachetd de Si obisnuitd, conductia
fiind puternic influentata de sarcinile electrice de suprafata. Intr-un tranzistor MOS, numai
regiunea superioarda a plachetei favorizeaza transportul electronilor, Tn 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 nefavorabila a substratului
de siliciu (Cristoloveanu si Li, 1995).

Procesul Smart-Cut® pentru obtinerea plachetelor de tip SOI constd in 4 etape,

schematizate in Figura 2.4.

Plachete initiale de Si

Oxidare

Implantarea cu ioni de hidrogen

Reutilizare placheta

Tratamentul termic pentru
stabilizarea legaturilor chimice si
polizarea suprafetei

Figura 2.4. Procedura Smart-Cut® (adaptare dupi Nguyen B., Celler G. si Mazuré, 2009 si
http://www.soitec.com/pdf/Soitec_SmartCut_FR.pdf)

Etapele schematizate in Figura 2.4 constau in:

- Implantarea H intr-o plachetd A, ce contine un strat dielectric, de regula SiO;

crescut termic;
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- Tmbinarea hidrofild a plachetei A cu o plachetd B mai groasd, nemodificati sau
continand un strat dielectric de SiO;, dupa etapa de curdtare a plachetelor ce are
rolul de a inlatura eventualele impuritati; placheta B, devine suportul care confera
rigiditate ansamblului, constituind in acelasi timp din punct de vedere electric
substratul (bulk) aflat sub stratul de oxid Tngropat;

- Un tratament termic in doud etape, prima treapta de temperaturd (400-600 °C)
avand rolul de acliva placheta A de-a lungul regiunii bogate in ioni de hidrogen
intr-un strat de Si monocristalin atasat de placheta B prin intermediul stratului de
SiO; ingropat (structura de tip SOI), restul plachetei A fiind reutilizat ntr-un nou
proces de fabricare a structurilor SOI. Al doilea tratament termic (in jur de 1100
°C) intareste legaturile chimice dintre Si si stratul ingropat de SiOp;

- Polizarea structurii de tip SOI este necesara pentru inldturarea micro-asperitatilor
ramase in urma separarii in doud a stratului A de Si (Bruel, Aspar si Auberton-

Herve, 1997).

2.2. Chimia suprafetelor

Performantele de detectie ale unui biosenzor in materie de specificitate si eficienta 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 biotind si
streptavidind (Tao, Zhu si Bernasek, 2012; Russell, Meadows si Russell, 2008, Nimse si
colab, 2014).

Tn Tabelul 2.1 sunt redate metodele de functionalizare chimica si de imobilizare a

sondelor ADN, fiind evidentiate (cu albastru) mecanismele de atasare selectate.

Tabel 2.1. Metodele de imobilizare a sondelor pe suprafetele functionalizate.
(adaptare dupa Nimse si colab., 2014)

Tip de modificare
i il . < . chimica a
Metode de imobilizare | Gruparea functionald a suprafetei .
’ ’ monocatenei ADN
(ssDNA)
Adsorbtie fizica Aminosilan Nu este necesara
(Interactiuni Nitroceluloza Nu este necesara
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electrostatice) Poli(L-lizina) Nu este necesara
lon diazoniu Nu este necesara
Chemisorbtie Aur Tiol
Carboxil (-COOH) Amina (NH,)
Aldehida (-CHO) Amina (NH,)
Epoxi (—CHCH,0) | Amina (NH,)
Covalenta
Izotiocianat (-N=C=S) Amina (NH,)
Maleimida (—=HC,(CO),NH) | Tiol (-SH)
Mercaptosilan (-Si-R-SH) Tiol (-SH)
Necovalenti Steptavidina ADN-Biotina
(bioafinitate) Avidina ADN-Biotina

Pentru imobilizare, deseori este preferata adsorbtia fizica, intrucat nu necesita
modificarea chimica ulterioara a moleculelor de ADN monocatenar. Totusi, nu e
recomandata pentru fabricarea unor plaftorme de detectie cu rezultate reproductibile, din
cauza atasarii slabe pe suport si eficientei de hibridizare scazute, datorate multiplelor
interactiuni ale sondelor ADN cu suprafata (Sonawane si Nimse, 2016; Kim si Herr, 2013).

Metoda chemisorbtiei este utilizata pentru atasarea ADN modificat cu grupari SH
la capatul 5’ sau 3’ de o suprafatd 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).

Legatura covalenta este cea mai eficientd pentru imobilizarea biomoleculelor,
reprezentdind un mecanism de atasare stabild, ireversibild, ce asigurd orientarea
perpendiculara a monocatenelor ADN fata de suport, crescand eficienta de hibridizare a
ADN (Rashid si Yusof, 2017).

Sunt enumerate mai jos procedurile de obtinere a gruparilor functionale necesare

atasarii covalente a ADN, motivand Tn final optiunile aplicate in prezentul studiu.

° Functionalizarea cu grupari carboxil necesitd in plus utilizarea unei
carbodiimide (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida - EDC) pentru promovarea
reactiei intre grupdrile carboxil si aminice. In urma reactiei dintre EDC si gruparile
carboxil, rezultd un compus intermediar (o-acrilizouree) ce reactioneaza foarte lent cu

gruparile amino forménd o legatura usor de hidrolizat in mediul apos. Asadar, imobilizarea
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ADN pe suporturi cu grupari carboxilice prezinta risc crescut de erori experimentale si
necesita utilizarea unor compusi aditionali pentru promovarea reactiei de atasare, cum ar fi
EDC - NHS (N-hidroxisucinimidil ester) (Kim si Herr, 2013).

° Avantajele oferite de functionalizarea cu grupari aldehidice a suportului
sunt capacitatea mare de legare a sondelor si stabilitatea asigurata de legatura covalenta, ce
permite reutilizarea suportului. Glutaraldehida are eficientd sporita de imobilizare (Ba si
colab, 2010), insa e un compus extrem de toxic ce determind timp indelungat pentru
hibridizare, obtinandu-se totodatd un semnal de hibridizare redus prin prezenga

impedimentelor sterice (Nimse si colab., 2014).

] Protocolul de 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), insa necesita

temperatura inaltd pentru asigurarea procesului de imobilizare (Nimse si colab., 2014).

° Functionalizarea cu izotiocianat permite legarea de suport a ADN
modificat cu grupdri aminice. Aceastd chimie a suprafetei implicd utilizarea unor
protocoale complexe, ce pot duce la multe erori experimentale, un dezavantaj major fiind

hibridizarea nespecifica (Nimse si colab., 2014; Kim si Herr, 2013);

° Maleimida este utilizata pentru legarea ADN modificat cu grupari
sulthidril. Problema majora este instabilitatea hidrolitica a acesteia, fiind inldturatd de pe

suport in solutii apoase (Nimse si colab., 2014; Kim si Herr, 2013);

° Functionalizarea cu mercaptosilan creeazad multe interactiuni nespecifice

si necesitd temperaturi inalte de hibridizare (Nimse si colab., 2014).

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

glutaraldehida (GAD)

Filmele moleculare de aminosilani sunt utilizate in cercetare si aplicatii industriale
pentru modificarea proprietatilor chimice ale suprafetelor de sticla ori siliciu, necesare
pentru atasarea ADN, a enzimelor sau a nanoparticulelor anorganice (Fengxiang si
Srinivasan, 2004; Tobias si colab., 2015; Howarter si Youngblood, 2006). Acestea sunt
obtinute prin mecanismul de autoasamblare la interfata lichid-solid, prin intermediul

reactiei dintre gruparile alcoxi (—-O—CHj sau —O—CH>—CHjs) si gruparile hidroxil (—OH)
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generate pe suprafatd. Expunerea gruparilor —OH se realizeaza prin curatarea prealabila a

substratului Tn solutie Piranha (3:1 H,SO4:H20,) (Figura 2.5).

O O OH O O OH OH OH OH OH
JAVANEYVAWAN | | | I |

Sio, Sio,

Si H,SO,/H. 0, |Si

Figura 2.5. Hidrofilizarea substraturilor de sticla sau siliciu (ACD/ChemSketch (Freeware) version
2016.2.2, Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, ON, Canada, www.acdlabs.com.)*
* Toate schemele similare au fost realizate cu ACD/ChemSketch (Freeware) version 2016.2.2

Procesul de silanizare se desfasoard in doud etape: hidroliza gruparilor alcoxi in
prezenta apei din solutie sau a unei pelicule deapa adaugata 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 impiedicatd 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 2.6.

H-N H,N
OO o~ "oy
/0 cHy + 3MO TE5R / “OH
O> HO
HaC

(3-aminopropil)trietoxisilan
Figura 2.6. Hidroliza APTES
In prezenta apei, are loc hidroliza -Si(O-CH,-CHs); 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 2.7 ilustreaza formarea legaturilor covalente cu substratul modificat chimic,

dupa aplicarea tratamentului termic (Vandenberg si colab., 1991).
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H2N
H2N
Si
o 5N
OH OH HO
| | ?H \Si | | |
+ / \OH _— |
HO - 3H,0

Figura 2.7. 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).

Pentru a obtine grupari functionale aldehidice (C=0), se trateaza suprafata de
interes cu glutaraldehida, formandu-se baze Schiff cu gruparile NHspecifice APTES
(Figura 2.8).

=0

DN 2z
o

Glutaraldehida
Figura 2.8. Functionalizarea APTES cu glutaraldehida

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

In Capitolul 4, am studiat prin Spectroscopie in Infrarosu cu Transformata Fourier

(FTIR - Fourier Transform Infrared Spectroscopy) eficienta functionalizarii substraturilor
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de Si monocristalin cu APTES hidrolizat la concentratii si timpi diferiti, cat si influenta
tratamentului termic aplicat la finalul procesului. De asemenea, a fost verificata si
functionalizarea APTES 1n faza de vapori, spectrul FTIR fiind comparat cu cel obtinut
pentru silanizarea cu solutie hidrolizata. In final, au fost comparate spectrele FTIR obtinute
pentru substraturile avand APTES hidrolizat sau depus sub forma de vapori si modificate

chimic cu glutaraldehida.

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

SU-8 este un polimer utilizat de regula pentru definirea unor structuri prin
fotolitografie, demonstrandu-si utilitatea in fabricarea sistemelor micro-electro-mecanice
(MEMS), microfluidice sau a cantileverelor (Deepu, Sai si Mukherji, 2008). Atasarea
ADN pe SU-8 a fost demonstrata pentru prima oara de grupul lui Dufva (Marie si colab.,
2006), fiind descrisa o procedura de atasare directda a sondelor depuse utilizand tehnica
microarray. In Figura 2.9, este redata structura unei molecule de SU-8. Aceasta contine 8

grupdri epoxidice care permit atasarea covalentd a ADN modificat la unul din capete cu

J g
sasaeaS

sUeVeVe
LKL L L

Figura 2.9. Structura chimica a SU-8

grupari NHj.

Pentru depunerea uniforma a fotorezistului, este necesara curatarea prealabila a
substraturilor in solutie Piranha sau in plasma de O,. Principalele componente ale
fotorezistului sunt polimerul (rdsina de bazd) care aderd la substrat, solventul pentru
controlul vascozitatii (ciclopentanona pentru SU-8 2000), ce permite pastrarea polimerului
in stare lichidd si agentul fotoactiv, care promoveazd reactia de polimerizare prin
expunerea la radiatie UV n spectru apropiat (Martinez-Duarte, Madou, 2011). Depunerea

(etalarea) SU-8 pe un substrat se realizatda prin centrifugare (Spin-coating), grosimea
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stratului depinzand de vascozitatea polimerului si viteza de centrifugariicentrifugare. Dupa
depunere, surplusul de solvent este evaporat prin tratament termic, utilizand doua trepte de
temperatura. Polimerizarea este realizatd prin expunerea la UV a suportului, urmand un
nou tratament termic (Marie si colab., 2006).

Am acoperit substraturi de Si monocristalin sau configurate sub forma de nanofire
cu o grosime unica a stratului de SU-8, selectata astfel incat 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, favorizdnd 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—CH3 si —OH exprimate de
suportul tratat in prealabil cu solutie Piranha. in Figura 2.10 este reprezentati schematic

molecula de GOPTMS.
0

o)
HiC _Si” “CH,
o)

i
/
H;C
Figura 2.10. Structura GOPTMS

Functionalizarea cu GOPTMS se poate realiza atat in faza lichida, cat si prin
depunere sub forma de vapori.In Figura 2.11 este prezentata hidroliza unei molecule de
GOPTMS.
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Figura 2.11. Hidroliza GOPTMS

Figura 2.12 prezintd mecanismul de atasare a GOPTMS de substrat.
7
(o} O
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WA Sy
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Figura 2.12. Fixarea GOPTMS pe suprafata de SiO,

Tratamentul termic formeaza legaturi Si-O-Si intre doud molecule GOPTMS cu
grupari —OH nereactionate sau intre GOPTMS si substrat.

Conform literaturii de specialitate, moleculele de apa adaugate in solvent pentru
hidroliza GOPTMS au capacitatea de a reactiona cu grupdrile epoxi prin aditie
nucleofilica, ducind la scaderea numarului de grupari active disponibile pentru atasarea
sondelor ADN (Stropoli si Elrod, 2015). Am investigat in Capitolele 4 si 5
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) sunt usor de generat si pot fi modificate cu
precizie la nivel molecular. Prin urmare, utilizarea SAM-urilor pentru diverse domenii n
cercetare si aplicatii comerciale creste rapid. O clasa bine-documentata de SAM-uri este
bazatd pe adsorbtia puternica a tiolilor (R-SH), a disulfidelor (R-S-S-R) si a sulfidelor (R-
S-R) de suprafete metalice. Formarea monostraturilor autoasamblate se desfasoara in doua
etape. Se initiaza procesul de auto-asamblare al alchil-tiolilor prin atasarea puternica (126

kJ/mol) a atomilor de sulf pe filmul de Au, fiind urmat de alinierea paraleld a lanturilor
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moleculare, datoritd fortelor intermoleculare de tip van der Waals, repelente, sterice si
electrostatice. Fortele van der Waals existente intre grupdrile metilen ale lanturilor de
hidrocarburi determina orientarea si stabilizarea monostratului (Luderer si Walschus,
2005).

Suporturile de aur nu necesita functionalizare, fiind suficient tratamentul Tn solutie
Piranha Tnainte de fixarea sondele ADN modificate chimic astfel incat sa contina 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.

2.2.5. Mecanisme de imobilizare si hibridizare pe substraturi

Legarea perpendiculard a sondelor ADN de substrat se realizeaza prin legaturi
covalente sau chemisorbtie, in timp ce secventele ADN complementar se ataseaza de
respectivele sonde prin punti de hidrogen. Pentru eficientizarea procesului de hibridizare,
se alege concentratia optima de sonde ADN pentru prevenirea impedimentelor sterice
(Peterson, Wolf, Georgiadis, 2002; Wenmackers si colab., 2009). Cu toate acestea,
monocatenele ADN, cat si moleculele ADN dublu catenare se indoaie sau rasucesc in
solutie, cdtre interfata lichid-aer (Monti, Prampolini si Barone, 2011). Wong si Pettitt
(Wong si Pettitt, 2004) au simulat orientarea ADN atasat prin capatul 5’-NH,-C6 de un
substrat cu grupari epoxidice si au demonstrat ca sondele se inclind din pozitia verticala
pana la un unghi maxim de 55 °, in timp ce spatiatorul rdmane perpendicular pe suprafata.

In alte studii, orientarea ADN a fost misuratd prin determinarea grosimii stratului
cu ajutorul Microscopiei de Forta Atomicda (AFM - Atomic Force Microscopy) (Shin si
colab., 2006), elipsometriei (Wenmackers si colab., 2008) sau prin difractia de neutroni
(Levicky si colab., 1998). Studiile au implicat suporturi de Au sau diamant functionalizat.
Pe Au, Levicky si colaboratorii (Levicky si colab., 1998) au stabilit prin difractia de
neutroni ca moleculele ADN se inclina pana la un unghi maxim de 30 °, in timp ce Shin si
colab (Shin si colab., 2006) au calculat orientarea ADN la un unghi situat intre 30-46 °
relativ cu suprafata diamantului. Aceste unghiuri reprezinta orientarea medie a moleculelor
ADN fata de un suport plan, fiind influentate si de aranjamentul intermolecular care
depinde de densitatea oligonucleotidelor (Wenmackers si colab., 2009).

Orientarea perpendiculard in raport cu suprafata promovatd de mecanismele de
atasare studiate imbunatateste reactia de hibridizare prin facilitarea accesului moleculelor

ADN complementare la sondele corespunzatoare.
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2.3. Tehnici si metode de detectie

2.3.1. Tehnica Microarray

Platformele microarray sunt alcatuite dintr-un aranjament ordonat de spot-uri
constituite din sonde ADN monocatenar diluate Tntr-o solutie de imobilizare si atasate de
un suport solid, modificat chimic. Mecanismul de detectie 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 doua catene ADN (Schrenzel si colab., 2009). Principiul de detectie este ilustrat n
Figura 2.13.

“n” copii sonde

T g

Incubare cu Detectia si
molecule ADN- cuantificarea
tinta Hibridizare semnalului

fluorescent
Figura 2.13. Principiul de detectie microarray

Randamentul de hibridizare se deduce din nivelul semnalului fluorescent si este
determinat de gradul de complementaritate dintre cele doud catene. In cazul unei
nepotriviri nucleotidice, semnalul fluorescent de hibridizare este scazut.

Sondele ADN monocatenar se fixeaza pe un suport modificat chimic prin sinteza
ADN direct pe chip sau prin depunerea oligonucleotidelor presintetizate (Heise, Bier,
2006). Tn cadrul experimentelor prezentate in aceasta teza, am utilizat metoda depunerii
ADN presintetizat.

Transferul sondelor ADN monocatenar pe un chip se realizeaza prin depunerea unei
cantitati de ordinul nL cu concentratie controlatd de material biologic, prin contact direct
cu suprafata sau fara contact. Depunerea prin contact implicd utilizarea varfurilor solide
sau a varfurilor cu rezervor, pe cand depunerea farda contact utilizeazd un sistem
piezoelectric pentru eliberarea controlati a materialului. In studiul de fati am utilizat

varfuri solide, din titan, cu diametrul de ~200 um.
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In Figura 2.14 este prezentati o evaluare comparativd efectuata cu ajutorul
Microscopiei Electronice de Baleiaj (SEM - Scanning Electron Microscopy) a uniformitatii

varfurilor solide, utilizate la depunerea robotica a materialului biologic.

Figura 2.14. Imagini SEM ale varfurilor solide:

(a) varf cu suprafata de contact optima; (b) varf cu uzura neuniforma

In Figura 2.14(a) este prezentat ca exemplu un vérf solid avand suprafata uniforma
iar in Figura 2.14(b) este prezentat un varf uzat, ce prezinta neuniformitati ale suprafetei si
spot-urilor si de aceea, este necesara verificarea uniformitatii lor anterior initierii
procesului de depunere.

Depunerea spot-urilor utilizeaza un sistem robotizat (OmniGrid Micro, Genomic
Solutions, SUA), prin care sunt controlati parametrii de depunere (viteza, presiune
mecanicd, numarul de replici) si care prezintd o incinta pentru mentinerea umiditatii.

Reactia de hibridizare este verificatd prin detectia semnalului fluorescent cu un
echipament cu scanare laser, jucand un rol fundamental in fluxul de lucru. Sursele de
eroare ce pot surveni in detectia fluorescentei sunt zgomotul de fond generat de prezenta
impuritatilor si neuniformitatii suporturi si variatii ale semnalului fluorescent dat de erori

din timpul proceselor de depunere ADN si imobilizare.

2.3.2. Tehnica SPR

Rezonanta plasmonilor de suprafata 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 suprafata de la interfata metal-dielectric. Indicele de refractie al
dielectricului determina unghiul la care conditia de rezonanta este indeplinita, astfel Tncat
orice modificare a indicelui de refractie datd de moleculele ADN adsorbite pe Au este
tradusa printr-o schimbare a unghiului de rezonanta. (Singh, 2014). Instrumentele de
detectie bazate pe fenomenul SPR reunesc trei elemente esentiale intr-un sistem: o unitate
opticd, o unitate de manevrare a solutiei analizate si suprafata senzorului. Acestea
utilizeaza o metodd opticd prin care S€ masoara modificarea indicelui de refractie in
apropierea suprafetei senzorului (pana la 200 nm distanta de suprafatd). Senzorii SPR nu
au selectivitate intrinseca, toate modificdrile in indicele unghiului de refractie fiind
inregistrate ca modificare a semnalului. Aceste modificari pot fi date fie de indicele de
refractie al lichidului 1n care este analitul, fie de materialul biologic adsorbit pe suprafata
senzorului (Tudos si Schasfoort, 2008; Singh, 2014). Tehnica SPR permite detectia in timp
real a adsorbtiei sondelor ADN pe suport, cat 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, rezultatele fiind redate
intr-o sensograma.

Figura 2.15 reprezinta o sensograma tipica, fiind redati pasii generali ai unei

masuratori.
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Figura 2.15. Sensograma prezentiand etapele parcurse in analiza SPR (adaptare dupa Tudos si
Schasfoort, 2008)

Fiecare masurare debuteaza cu stabilirea unui nivel de referinta (baseline) ce consta
in injectarea unei solutii-blank, aceeasi folosita ulterior la diluarea analitului (Ex: molecule
ADN tinta pentru detectarea fenomenului de hibridizare). Etapa de asociere corespunde
captdrii analitului, AR indicand raspunsul datorat legarii moleculelor tinta la un moment t.

Urmeaza etapa de disociere ce corespunde injectarii unei solutii prin care sunt inlaturate
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secventele tintd atasate nespecific. Etapa de regenerare corespunde inlaturarii analitului,

urmand un nou ciclu de analiza (Tudos si Schasfoort, 2008).

2.3.3. Metoda W-MOSFET

Y-MOSFET (pseudo-MOSFET) este o metoda ce constd in efectuarea unor
masurari electrice asemanatoare 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 sursa, iar
cealaltd rol de drend, substratul fiind poarta. In functie de polaritatea tensiunii de poarta
(Vg), poate fi indusd o acumulare sau o inversie in partea inferioard a filmului de siliciu,
astfel Incat caracteristicile de tip canal n si canal p pot fi obtinute pe acelasi dispozitiv
(Colinge, 1997). In Figura 2.16. este prezentat principiul de caracterizare a substraturilor
SOLl.

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

OO.OAOAO.OAOOOAOAOAOAOAO

Film Si

[ele 000006
BOX BOX
¥ Substrat ¥ ® Substrat ~
| |
V>V, >0V V <V, <0V

Figura 2.16. Conductia in ¥-MOSFET

In cazul structurilor de tip W-MOSFET, substratul de siliciu are rolul de electrod de poarta,
iar oxidul Tngropat (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
siliciu si oxidul ingropat. Doud sonde metalice plasate pe suprafata semiconductoare joaca
rolul de sursa si drend, permitind masurarea curentului de drena. In functie de tensiunea
aplicatd, conductia intre sursa si drena poate fi efectuata atat prin electroni (e’), cat si prin

goluri (h*) (Cristoloveanu si Williams, 1992).
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Cap. 3. SECVENTE ADN SPECIFICE SI MODALITATI CLINICE
DE DETECTIE

3.1. Bazele genetice ale carcinogenezei induse de antioncogena BRCAL

O clasa importanta de gene este reprezentata de antioncogene (gene supresoare ale
cresterii tumorale) ce 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 (LOH: Loss of Heterozigosity) (Hinds si Weinberg, 1994). Cand o
persoand mosteneste o alelda mutantd pe linie germinald, predispozitia la cancer este
crescutd deoarece existd o probabilitate mai mare de aparitie a unei mutatii somatice in
trans, in cadrul aceleiasi celule, care inactiveaza a doua aleld (Knudson, 1971; Lu si colab.,
2015)

Gena BRCAL are o dimensiune de 110 kb si este compusa din 22 exoni, fiind
localizata la nivelul bratului lung al cromozomului 17, in pozitia 21.31 (17921.31). Aceasta
codifica o fosfoproteind nucleara compusa din 1863 aminoacizi, care mediaza in mod
specific formarea lanturilor de poliubiquitinilare atasate de Lys. Activitatea acesteia ca
ubiquitin-protein ligazd E3 este necesara pentru a-si desfasura activitatea de supresor al
cresterii tumorale. Proteina contine doud domenii conservate pentru interactiunea proteina-
proteina: 1) BRCT la capatul C-terminal, prin care leaga proteine fosforilate si 2) un
domeniu zinc finger tip RING la capatul N-terminal, prin care leagd proteina BARDI
pentru formarea unui heterodimer ce 1si exercitd rolul in mentinerea stabilitatii genomice,
in repararea rupturilor dublu catenare, in recombinare si in transcriere. Fosfoproteina
BRCAL face parte din Complexul de Monitorizare a Genomului Asociat cu BRCA1 (BASC
- BRCA1 Associated Genome Surveillance Complex) care include proteine supresoare
tumorale, proteine implicate in repararea rupturilor ADN si cu rol in semnalizarea celulara
(Miki si colab., 1994; O'Leary si colab., 2016; Wang si colab., 2000; Campbell, Edwards si
Glover, 2010; Brzovicsi colab., 2001) (Figura 3.1.).
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BRCA1 BARD1

Figura 3.1. Reprezentare schematica a principalelor proteine care fac parte din complexul

BASC (adaptare dupa Wang si colab., 2000; Futaki si Liu, 2000)

Complexul BASC cuprinde proteine implicate in repararea ADN, cum ar fi MSH2,
MLH1, MSH6 (repararea mismatch-urilor), ATM si BLM. Pe langa acestea, include si
complexul RAD50-MRE11-NBS1 si factorul C de replicare a ADN (RF-C) (Wang si
colab., 2000; Futaki si Liu, 2001).

Majoritatea cazurilor de cancer mamar apar sporadic, insa in unele situatii sunt
provocate de o predispozitie genetica atribuitd mutatiilor patogene in antioncogenele
BRCAL1 si BRCA1 (Breast Cancer, early onset 2 - Gena implicata in cancerul de san, tip 2).
S-a constatat cd 72% din femeile cu mutatii germinale la nivelul BRCA1 ar dezvolta cancer
de san (Pop si colab., 2018). Mutatiile din cadrul genei BRCAL pot fi mici deletii sau
insertii care conduc la translatia unei proteine truncate (Mavaddat si colab., 2010), fie
polimorfisme uninucleotidice (SNPs) aflate Tn 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
particulara, determinand severitatea sau evolutia bolii. S-a demonstrat ca 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 1n regiuni necodificatoare (Pilato si colab., 2011). Substitutiile
uninucleotidice sunt cel mai comun tip de polimorfism, fiind raspandite in intregul genom
(ex: regiuni promotor, regiuni codificatoare sau secvente intronice) cu o frecventd de

aproximativ 1 la 1000 perechi de baze.
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SNPs intalnite n regiunile codificatoare pot produce mutatii cu efect sinonim, prin
codificarea unui aminoacid nemodificat, in timp ce substitutiile uninucleotidice care nu au
efect sinonim (nsSNPs: nonsynonymous SNPsS) modifica secventa de aminoacizi a
proteinei codificate, functia acesteia fiind modificatd (Shastry, 2002). Mutatiile nonsens
conduc la formarea prematura a unui codon STOP, rezultand o proteina truncata. Mutatiile
de tip indel sunt cauzate de insertia sau deletia unei nucleotide, avand ca efect schimbarea
cadrului de citire (Covic, Stefanescu si Sandovici, 2011). Variatiile genetice de tipul SNPs
din cadrul mai multor populatii au fost corelate cu predispozitia la dezvoltarea unor boli
asociate cu mai multi factori cumulativi (genetici, epigenetici) (Gibbs si colab., 2003).
SNPs existente in regiunile codificatoare ale genelor care prin efectele non-sinonime
modifica structura sau functia proteinelor codificate sunt analizate cu scopul de diagnostic
(Syvénen, 2001).

S-a demonstrat ca SNPs prezente in BRCA1 si BRCAL duc la acumularea rapida a
erorilor in cadrul ADN, fiind un factor predispozant in cancerul de san sporadic si
responsabile in proportiec de 18% pentru riscul familial (Romanowicz si colab., 2016;
Lilyquist si colab., 2018). SNP-ul rs28897696 reprezinta o mutatie a genei BRCAL1 in linia
germinala, localizata in exonul 18, numarandu-se printre primele 10 polimorfisme
uninucleotidice responsabile de transformdrile maligne, care in varianta alelica A
(c.5123C>A) codifica (p.Alal708Glu), iar in varianta alelicd T (c.5123C>T) codifica
valina (p.Alal708Val) (lyer si colab., 2017; Jarhelle si colab., 2017; Lindor si colab.,
2012).

€.5123C>A si ¢.5123C>T corespund nepotrivirilor stabile ce formeaza imperecheri
de tipul A/G si T/G si, nefiind recunoscute in vivo de enzimele de reparare a ADN, au
tendinta de a se acumula (Amos, 2010), favorizand transformarea maligna. Prin rezonanta
magnetica nucleara (RMN) s-a aratat ca neconcordantele T/G adopta imperecheri de tip
,wobble” (Piao si colab., 2008; Allawi si Santalucia, 1998a) ce sunt cu aproximativ 0,4
kcal/mol mai putin stabile decat nepotrivirile A/G (Allawi si Santalucia, 1998b); varianta
A/G contine doud punti de hidrogen intre nucleobaze (Piao si colab., 2008; Brown si
colab., 1986), adoptadnd o conformatie simetricad, similara cu imperecherile G/C sau A/T
canonice, ceea ce o face sa fie mutatia cea mai grea de recunoscut si reparat in vivo (Seela
si Budow, 2008).

Variantele uninucleotidice amintite mai sus au fost utilizate in teza, fiind scrise 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 punti de hidrogen formand imperecheri
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non-canonice §i care au efect mai putin destabilizator asupra ADN (lkuta si colab., 1987).
Motivatia a fost de a valida specificitatea de detectie pe platforma dezvoltata pentru
perechile nucleotidice ce pot constitui cu usurintd o sursa de intensitati de hibridizare fals-

porzitive (Seela si Budow, 2008, Piao si colab., 2008)

Testele clinice prin care sunt genotipate genele BRCA sunt adresate persoanelor cu
istoric familial de cancer mamar sau ovarian, necesitand prelevarea unei probe de sénge
din care este extras ADN. Regiunile codante ale BRCAL si 2 sunt amplificate prin tehnica
Reactia de Polimerizare in Lant (PCR — Polymerase Chain Reaction) si testate pentru
mutatii prin tehnici precum polimorfismul conformational al monocatenelor (SSCP -
Single Stranded Conformation Polymorphism), polimorfismul lungimii fragmentului de
restrictie (RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism) sau analiza curbelor de
topire la rezolutie Tnaltd (HRM - High Resolution Melting), Insd metoda uzitatd implica
secventierea ampliconilor prin metode de ultima generatiec (NGS - Next Generation
Sequencing) (Hernan si colab., 2012; Zhang si colab., 2009; Juwle si Saranath, 2012; Riahi
si colab., 2014; Berzina si colab., 2013).

SSCP este o metoda utilizata pentru genotiparea si detectia mutatiilor si se bazeaza
pe faptul cd ADN monocatenar are o conformatie bine definitd, care este modificata de
prezenta unui polimorfism uninucleotidic, varianta mutantd migrand diferit fatd de varianta
wild type in electroforeza in conditii nedenaturante. SSCP consta in amplificarea secventei
de interes prin reactia PCR, denaturarea ireversibila a ampliconilor si detectarea
diferentelor de mobilitate electroforeticd a ADN monocatenar. Modificarile de mobilitate
electroforetica sunt vizualizate prin incorporarea radioizotopilor, utilizarea primer-ilor
marcati fluorescent sau utilizarea metodelor de electroforeza capilard. Diferentele dintre o
proba ADN normald si una mutantd sunt totusi greu de decelat, metoda nepermitand
analiza high-throughput (Dong si Zhu, 2005).

PCR-RFLP utilizeaza endonucleaze de restrictie pentru separarea si identificarea
fragmentelor ADN. Prezenta sau absenta unui situs de recunoastere pentru enzimele de
restrictie conduce la formarea fragmentelor de dimensiuni diferite si identificarea alelelor
are loc prin migrarea lor in gel de agaroza. Tehnologia PCR-RFLP permite detectia facila
si rapida a SNPs, 1nsd nu se adreseazd analizei simultane a unui numdr mare de
polimorfisme, deoarece implica utilizarea unui numar crescut al perechilor de primeri si de

enzime de restrictie (Rasmussen, 2012).
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Analiza HRM permite detectia mutatiilor germinale si somatice si se bazeaza pe
inregistrarea modificarilor in temperatura de topire (T, — melting temperature) a
duplexului ADN, care este influentatd de lungimea secventei analizate si continutul de GC.
Curba de topire este monitorizatd folosind fluorofori care emit in fluorescenta cand sunt
legati la ADN dublu-catenar. Pe masurd ce temperatura este crescutd si duplexul ADN
atinge Tp, are loc disocierea catenelor ADN si desprinderea fluoroforilor, avand ca rezultat
scaderea intensitatii fluorescente. Heteroduplexurile formate din alele mutante sunt
separate la T, mai mici si spre deosebire de variantele wild type, genereaza alte tipare ale
curbelor de topire. Calitatea analizei HRM depinde mult de fluoroforii utilizati,
concentratia ampliconilor obtinuti prin reactia PCR, Tp fiind influentata si de factori
extrinseci precum tdria ionicd a solutiei utilizate si prezenta unor substante precum DMSO
sau betaina. Aceasta tehnica este utilizatd pentru genotiparea rapida si in paralel a exonilor
corespunzatori BRCAL si BRCA1 (Riahi si colab., 2014; Takano si colab., 2008; Wittwer,
2009).

Tehnicile NGS permit analiza in paralel a mai multor secvente, detectia bazelor
nou incorporate desfasurandu-se in timp real, utilizdnd nucleotide marcate fluorescent,
compusi chemiluminiscenti sau variatii de pH care apar la Incorporarea noilor nucleotide.
Tehnicile de secventiere de noud generatie necesitda o etapa de preparare a probelor
(presecventiere) si o etapd de analizd a datelor (postsecventiere). Etapa dinaintea
secventierii implicd amplificarea prin PCR a secventelor de interes si pregatirea librariilor
de fragmente si ligarea acestora de adaptori specifici, urmand o noua etapa de amplificare.
Secventierea de noud generatie necesita algoritmi robusti de aliniere, prin care sd fie

eliminate erorile de secventiere (Schendure si Ji, 2008; Wang si colab., 2011).

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, E5, E6, E7,
L1 si L2), avdnd aproximativ 8000 pb. Dintre acestea, genele timpurii ce codifica
proteinele ES5, E6 si E7 sunt implicate in promovarea proliferdrii celulelor infectate si
imortalizarea acestora, E6 si E7 jucand un rol esential in carcinogeneza asociata cu infectia
HPV. Proteinele timpurii E1, E2 si E4 sunt implicate in controlul transcrierii genelor virale
si in replicarea ADN viral. Capsida virala este compusa din doua proteine, predominant din

L1 si Intr-o proportie mai micd din L2. Proteinele invelisului viral se asambleazd in
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structuri cunoscute sub denumirea de capsomere, 72 dintre acestea constituind invelisul

sferic (Zaravinos si colab., 2009).

Sunt identificate peste 100 de tipuri HPV ce sunt asociate cu diferite afectiuni ale

pielii, membranei mucoaselor, ale tractului digestiv si respirator. In familia papilloma

virusurilor existd o diversitate considerabild de secvente, tipurile HPV fiind incadrate in 5

grupuri: alfa-papillomavirus (a-PV), beta-papillomavirus (B-PV), gamma-papillomavirus

(y-PV), miu-papillomavirus (u-PV), niu-papillomavirus (v-PV). Conform reprezentarii

schematice din Figura 3.2., grupul a-PV este cel mai bine descris, 14 tipuri HPV fiind cel

mai frecvent asociate cu riscul ridicat de a dezvolta neoplazie genitala: 16, 18, 31, 33, 35,
39,45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 (Burk, Chen si Doorslaer, 2009; Faridi si colab., 2011).
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Figura 3.2. Arborele filogenetic al familiei a-HPV

prin alinierea secventei L1 (adaptare dupa Burk,

Chen si Doorslaer, 2009)
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In toate cazurile documentate,
celulele maligne derivd din diviziuni
repetate ale unei celule singulare cu
crestere necontrolatd, devenind clone ale
suferind

(Hartl,
1987). Concret,

celulei mama, majoritatea

ulterior mutatii cromozomale
Freifelder si Snyder,
transformarea celulara este un proces
multistadial, care necesita o serie de
modificari la nivel celular, genetic si
epigenetic care conduc intr-un final la
diviziuni celulare necontrolate si la
formarea unor mase maligne. Conform
lui Hanahan si Weinberg (Hanahan si
Weinberg, 2000), transformarea celulelor
normale Tn celule canceroase necesita opt
Aceste modificari

alterari fiziologice.

includ producerea auto-suficienta a
semnalelor de crestere celulard, sporirea
rezistentei la semnale de inhibitie a
cresterii, evitarea mecanismelor
apoptotice, potential replicativ nelimitat,
tulburarea

angiogeneza sustinuta,
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energeticii celulare, sustragerea de la distrugerea initiatd de sistemul imunitar, invazia
tesuturilor si metastaza (Chen si colab. 2014; Hanahan si Weinberg, 2011).

Transformarea celulara indusd de virusuri oncogene respectd atributele lui
Weinberg si anume potentialul replicativ nelimitat, sustragerea de la mecanismele
apoptotice si instabilitatea genomica (Chen si colab., 2014). Mecanismele de alterare a

fiziologiei celulare indusa de virusurile HPV sunt reprezentate in Figura 3.3.
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Figura 3.3. Mecanismul de infectare a celulelor cervicale cu HPV si evenimentele ce conduc la
declansarea procesului carcinogenetic (adaptare dupa zur Hausen si Barre-Sinoussi, 2008; Moody si

Laimins, 2010)

Virusurile HPV infecteaza initial celulele bazale ale epiteliului care suferd micro-
leziuni. Genomul viral se stabileste in nucleul celulelor ca ADN episomal, exprimand
genele virale timpurii. Genomul viral se replicd sincron cu ADN celular, in timpul
diviziunii. Ulterior, una din celulele-fiice migreaza din stratul bazal, diferentiindu-se.
Diferentierea celulelor infectate cu HPV induce o noua fazd in ciclul viral, in care
exprimarea genelor E6 si E7 conduce la alterarea ciclului celular. Astfel, celulele care in
mod normal ar iesi din ciclul celular sufera tranzitia catre faza S, permitand amplificarea
genomului viral. Proteinele virale L1 si L2 incapsideaza genomul viral nou-sintetizat, iar
virionii sunt eliberati din primele straturi epiteliale (Moody si Laimins, 2010).

Virusurile carginogene prezinta doua mecanisme de transformare a celulelor
umane, fiind clasificate ca agenti directi care actioneaza prin expresia oncogenelor virale
ori prin utilizarea mecanismelor de inactivare a fosfoproteinei p53 (p53) si a proteinei

retinoblastomului (pRB), sau carcinogeni indirecti ce contribuie la dezvoltarea proceselor
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maligne prin infectie cronicd si inflamatie (Chen si colab., 2014; Moore si Chang, 2010).
Virusurile HPV sunt agenti carcinogenici directi, In Figura 3.4. fiind prezentate
modificarile genetice induse de virusul HPV cu potential oncogen ridicat. Inactivarea
proteinelor pRB si p53, precum si expresia subunitdtii catalitice hTERT a telomerazei
(revers transcriptaza telomerazei umane) constituie evenimentele necesare pentru

transformarea maligna a celulelor (Munger si colab., 2004).

PRB

E2F
DFaza S
aberanta

p53 Imortalizare
celulard
Dezactivare raspuns
celular defensiv hTERT
Suntareraspuns
IRF-3 antiviral

Figura 3.4. Mecanismele genetice care induc transformarea maligna a celulelor (adaptare dupa
M{nger si colab., 2004)

Proteina supresoare de crestere tumorala p53 denumitd si “gardianul integritatii
genomice” este produsul genei TP53; aceasta induce blocarea ciclului celular in G1 sau
apoptoza ca raspuns la deteriorarea celulei, protejeaza impotriva instabilitdtii genomice si
joacd un rol esential in repararea ADN. Prin inactivarea sau alterarea functiei p53 in
celulele infectate rezultd acumularea de mutatii genomice si a rupturilor ADN, conducand
la instabilitate genomica, la pierderea functiei de suprimare a cresterii si a apoptozei, ceea
ce duce la promovarea transformarii celulare. Cel mai bine studiat exemplu este inactivarea
virala a p53 induséd de proteina E6 a HPV cu risc carcinogenic ridicat (High Risk - HR).
Proteina HR HPV E6 se asociaza cu p53, inducandu-i degradarea mediatd de ubiquitina
dependentd de ATP, avand ca rezultat dezactivarea raspunsului celular normal la mutatii
ADN (Chen si colab., 2014; Tommasino si Crawford, 1995).

Proteina supresoare de crestere tumoralda pRB este o alta tintd frecventa pentru
virusurile oncogene (Butel, 2000). pRB joaca un rol crucial in controlul negativ al ciclului
celular, blocand intrarea celulelor in faza S. Pierderea functiei acesteia conduce la

dereglarea cresterii si a apoptozei (Giacinti si Giordano, 2006). Tn celulele normale, pRB
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este hipofosforilatd in faza G1 timpurie si este fosforilatd gradual de ciclina D si
complecsii CDK4 / 6 pe masura ce celula Tnainteaza spre faza S ca raspuns la semnalele de
diviziune. Hiperfosforilarea are ca rezultat eliberarea proteinei E2F, care apoi activeaza
transcrierea genelor necesare pentru tranzitia catre faza S. Proteina oncogena E7 HPV,
mimeaza acest proces legandu-se de pRB hipofosforilatd. Aceastd interactie conduce la
eliberarea proteinei E2F, care activeaza genele de transcriptie necesare pentru tranzitia
celulelor inactive si infectate din faza G1 in faza S, fiind permisa replicarea genomului
viral. (Chen si colab., 2014; Moore si Chang, 2010; Giacinti si Giordano, 2006).

Telomeraza este o enzima cu mai multe subunitati, responsabila cu sinteza mai
multor secvente repetitive hexamerice care se gasesc la capetele cromozomilor. Proteina
este activa de obicei in celulele embrionare si este absenti in celulele somatice. In celulele
normale, regiunile telomerice se scurteaza cu fiecare runda de diviziune; expresia
inadecvata a telomerazei poate duce la imortalizarea celulara. HR HPV E6 poate activa
expresia subunitatii catalitice a telomerazei hTERT (revers-transcriptaza telomerazei)
(Chen si colab., 2014; Oh si Kyo, 2001).

Proteina E6 se leagd la IRF-3 si 1i inhibd activitatea transcriptionald, ceea ce 1i
conferd virusului HPV abilitatea de a ocoli raspunsul antiviral normal.

E6 impreund cu E7 creeaza instabilitate genomica celulara si defecte mitotice, fiind
contribuitori consacrati in carcinogenezi si ducand la imortalizarea celulara. In concluzie,
nivelul crescut de exprimare a E6 si E7 din forma integrata a HPV afecteaza proliferarea
celulara, blocheaza apoptoza si creste instabilitatea genomicad, acestea contribuind la
transformarea celulara (Chen si colab., 2014).

In tezd, am utilizat sonde specifice fragmentului genei L2 corespunzdtoare tulpinii
HPYV 16 si fragmentului genei EI a tulpinii HPV 18. Acestea au prezentat la capatul 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. Motivatia studiului
a fost de a stabili un proces de atasare a oligonucleotidelor specifice HPV pe suporturi si
de a verifica sensibilitatea de detectie electrica, prin microarray si SPR.

In prezent, pentru screening se recomandi testul citologic Babes-Papanicolaou,
urmat de diagnosticul molecular efectuat in cazul identificarii celulelor scuamoase atipice
cu semnificatic nedeterminata (ASCUS - Atypical Squamous Cells of Undetermined

Significance). Daca analizele citologice si virologice ar fi efectuate pe aceeasi proba,
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procedura astfel optimizatd ar oferi concomitent informatii referitoare la caracterizarea
populatiei in studiile de vaccinare HPV si pentru monitorizarea eficacitatii vaccinurilor
HPV (Albrecht si colab., 2006; Nishiwaki si colab., 2008). in esentd, exista trei tipuri de
detectare a ADN HPV: 1) directd, a acizilor nucleici, 2)indirecta, prin amplificarea
semnalului fluorescent de hibridizare si 3) metoda amplificarii ADN tinta.

Metoda directa de detectie a acizilor nucleici presupune identificarea
nucleotidelor marcate radioactiv sau fluorescent de la nivelul moleculelor de interes.
Aceasta cuprinde tehnicile Southern blot si hibridizarea in situ; acestea insa sunt laborioase
si necesitd cantitdti insemnate de ADN inalt purificat. Metoda de amplificare a
semnalului fluorescent de hibridizare consta in detectia unui semnal generat de compusi
intermediari, cum ar fi enzimele atasate de anticorpi. Amplificarea semnalului de
hibridizare se realizeaza de regula cu testul Hybrid capture ® 2 (Digene Corporation,
Silver Spring, MD), ce utilizeaza chemiluminiscenta pentru detectia tipurilor de HPV cu
potential oncogen ridicat sau scdzut. Este aprobat de Administratia Alimentelor si
Medicamentelor, SUA (FDA - Food and Drug Administration) si recomandat pentru triajul
pacientelor descoperite cu anomalii citologice minore la testul Babes-Papanicolaou, insa
nu permite identificarea genotipurilor HPV specifice (Albrecht si colab., 2006, Nishiwaki
si colab., 2008, Abreu si colab., 2012). Analiza prin secventiere pentru detectarea
genotipurilor HPV 1n probe clinice are dezavantajul de a nu diferentia intre multiplele
infectii in cadrul aceleiasi probe (Rao si colab., 2012).

Amplificare a ADN tinta este cea mai sensibild si flexibild metodd de analiza a
ADN bazata pe reactia PCR. Amplificarea ADN tinta se realizeaza fie cu primeri consens
(GP5+/6+; MY09/11), specifici mai multor tulpini HPV, cu primeri combinati (PGMY;
SPF10; LCR/E7; MY 11/GP6+) sau cu primeri specifici fiecarui genotip. PCR utilizeaza
ADN polimeraza termostabila pentru recunoasterea si extinderea unei perechi de primeri
oligonucleotidici care flancheaza regiunea de interes. ADN viral in cantitati foarte mici
(10-100 ng) este amplificat in vitro, fiind generate suficiente copii vizualizate ulterior prin
electroforeza in gel de agaroza (Arron si colab., 2011; Nishiwaki si colab., 2008; Brestovac
si colab., 2005; Sotlar si colab., 2004)".
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Partea Il REZULTATE ORIGINALE

Cap. 4. TEHNOLOGIE DE OBTINERE A SUPRAFETELOR-
SUPORT FUNCTIONALIZATE

Pornind de la considerentele teoretice prezentate Tn capitolele anterioare,
programul de formare doctorala a fost axat pe realizarea unor platforme microarray
noi, utilizabile in detectia polimorfismelor specifice genelor BRCA si Tnh genotiparea
HPV cu scopul de diagnostic. Avand Tn vedere obiectivele propuse, activitatea de
cercetare s-a desfasurat pe doud planuri:

- obtinerea unor substraturi nanostructurate care sa faciliteze 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.

Rezultatul acestor activitati a fost corelarea caracteristicilor suporturilor cu
performantele traductorului biosenzorului prin studii legate de influenta decisiva a
acestora privind specificitatea si sensibilitatea de detectie.

Plecand de la cele trei tehnici de detectie utilizate, am folosit ca substraturi
siliciu nanostructurat, film de aur depus pe sticla si plachete de tip SOL.

Pentru tehnica microarray, am urmarit sa elaborez o platforma microarray
tridimensionala prin corodarea chimica a substratului de siliciu, asistata de saruri
metalice. Se creeaza astfel mai multe situsuri pentru legarea sondelor ADN,
facilitand reactia de hibridizare si calitatea semnalului fluorescent. Pe substraturile
contindnd nanofire de siliciu, am utilizat doud modalitati de functionalizare care sa
confere grupari aldehidice sau epoxidice. Modificarea chimica a substratului a fost
verificata prin FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy), EDX (Energy Dispersive
X-Ray Spectroscopy) si unghi de contact.

Biosenzorii bazati pe detectia SPR necesita utilizarea unui film metalic pe un
suport de sticla cu indicele de refractie similar cu cel al prismei. Intrucat Au prezinti
proprietdti plasmonice bune, am utilizat discuri de sticld cu film metalic subtire

depus prin pulverizare catodica.
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In caracterizarile electrice, am utilizat substraturi pe bazi de siliciu pe izolator
(SOI) pentru a contracara efectele parazite induse de substratul de siliciu brut. Ariile active
reprezentate de un strat superficial subtire de siliciu au fost definite prin litografie si
fotogravura. Functionalizarile cu solutie epoxidicd sau aldehidicd au fost repetate si pe
aceste substraturi, utilizand procedurile optimizate si validate pentru modificarea

nanofirelor de Si.

4.1. Suprafete suport

Suprafetele suport folosite au fost asa cum am precizat:

-film de Au. 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. Specificatiile tehnice ale echipamentului utilizat se

regasesc in ANEXA 1 - Al.2.d).

-plachete de tip SOI. Pornind de la substratul de tip SOI, au fost definite pe stratul
superficial de Si, prin litografie si corodare chimica, arii active de 5 mm? si intercipuri de 2

mm, aceastd dimensiune fiind aleasa pentru a facilita pozitionarea sondelor (Figura 4.1.).

Corodare = filmul
de Si de deasupra
este indepartat

(a) (b)

Figura 4.1. (a) Prezentare schematica a realizairii biosenzorilor; (b) ariile active obtinute in urma
configurarii suporturilor de tip SOI

Pentru configurarea plachetei, s-a depus prin centrifugare (spinning) fotorezist
negativ expus la radiatie ultravioleta printr-o masca de crom, iar materialul nepolimerizat a

fost indepartat Tn solvent pentru a delimita intercipul. Insulele de Si protejate de fotorezist
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raman in urma corodarii cu ioni reactivi (RIE: Reactive lon Etching), iar stratul superior de
Si neacoperit e corodat pani la nivelul SiO, de dedesubt pentru a crea intercipul. In final,

rezistul de mascare este indepartat, rezultdnd structura cu aspect de grila din Figura 4.1(b).

- suprafete nanostructurate de siliciu. Obtinerea suprafetelor de siliciu
nanostructurat este detaliata in Subcapitolul 4.1.1. si a fost realizatad prin corodare asistata
de saruri metalice (MACE) (Materialele si reactivii se regasesc in ANEXA 1 — AL.1).
Pentru obtinerea acestui tip de suport au fost analizati detaliat toti parametrii implicati in
fluxul tehnologic de fabricare: tipul plachetelor, orientarea cirstalografica a siliciului,
reproductibilitatea proceselor in functie de tipul de metal folosit, concentratia solutiilor de

corodare si timpul procesului.

4.1.1. Tehnici de fabricare a nanofirelor de Si
4.1.1.1. Tehnologie de fabricare a nanofierelor de Si folosind catalizatori de Au

Nanoparticulele contribuie la dezvoltarea biotehnologiilor prin autoasamblare,
ornarea suprafetelor, crearea de noi materiale, nanostructurare etc. S-a demonstrat ca
nanoparticulele de Au pot fi imobilizate cu succes pe substraturi silanizate care prezinta
grupari functionale cu afinitate pentru Au (Bhat, Fischer si Genzer, 2002; Williams si
colab., 2013).

In acest sens, am desfasurat experimente n vederea evaluarii uniformitatii
distributiei  nanoparticulelor de Au pe substratul functionalizat cu (3-
Aminopropil)trietoxisilan (APTES). In urma corodarii prin metoda MACE, a fost
investigatd morfologia suprafetei si a sectiunii transversale prin tehnici de vizualizare

SEM.

(a) Silanizare Si cu APTES din stare de vapori

Silanizarea probelor de Si in stare de vapori a fost efectuata la 85 °C, timp de 3 h,

intr-un vas petri (Figura 4.2.).
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Proba supusa
functionalizarii din Solutie de silan
faza de vapori

-

Figura 4.2. Prezentare schematici a silanizirii din stare de vapori

Fragmentele de Si au fost plasate la 2 cm distanta de solutie (Mojun, Lerum si
Chen, 2012). Acestea au fost curatate de 3 ori in etanol absolut si de alte 3 ori in apa
deionizata, pentru ca apoi sa fie uscate cu jet de N; si supuse tratamentului termic final
efectuat la 110 °C, timp de 30 min.

Spectrele ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared
spectroscopy) au fost inregistrate cu ajutorul spectrometrului FTIR VERTEX 80/80v
(specificatii tehnice regasite in ANEXAL - Al.2.i)). Analiza si masuratorile spectrometrice
au fost realizate cu Software-ul OPUS 7.5. Spectrul FTIR al probei silanizate in vapori este

reprezentat in Figura 4.3., in comparatie cu Si blank.
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Figura 4.3. Spectrele ATR-FTIR: comparatie intre APTES depus din stare de vapori si Si martor
Proba silanizatd in vapori nu prezintd benzi pronuntate corespunzatoare gruparillor
siloxan si propil. Cu toate acestea, peak-urile corespunzatoare gruparilor amino sunt bine
evidentiate (1400-1700 cm™). La 1663 cm™ apare un nou peak asociat unei grupari
iminice, formatd in urma contactului dintre gruparile amino si CO, din atmosfera

(Vandenberg si colab., 1991).
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Analiza FTIR atesta eficienta procesului de silanizare prin identificarea

tranzitiilor si benzilor vibrationale corespunzdtoare gruparilor specifice APTES.

(b) Depunerea uniforma a NP de Au

Nanoparticulele de Au au fost fixate prin interactiuni chimice si electrostatice de
stratul intermediar de aminosilan, astfel: substraturile functionalizate de Si au fost imersate
pentru o anumita perioada de timp in solutie de nanoparticule de Au (cu diametrul de
aprox. 10 nm) de la Sigma Aldrich la 400 rpm si 25 °C. Acestea au fost ulterior spalate cu
etanol si uscate cu Ny. Proba a fost caracterizata in plan utilizand microscopul electronic de
baleiaj (FEI Nova NanoSEM 630, detaliile tehnice sunt regasite in ANEXA 1 - Al1.2.1)),
rezultatul fiind prezentat in Figura 4.4., rezultatul fiind prezentat in Figura 4.4.

Figura 4.4. Vizualizare in plan a nanoparticulelor de Au depuse pe Si functionalizat cu APTES

Nanoparticulele de Au au fost uniform distribuite pe suprafata silanizatd prin
procesul de autoasamblare. Acestea, fiind in prealabil stabilizate in citrat, nu prezinta
aglomerari si au diametrul sub 10 nm.

Folosind subtraturi silanizate in vapori, s-a obfinut un monostrat autoasamblat
de nanoparticule de Au.

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 4.5.
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(b)

Figura 4.5. Vizualizare a) in plan si b) in sectiune transversali a substratului cu monostrat
autoasamblat de Au NPs care a fost corodat prin MACE

Aplicand corodarea MACE pe substraturile silanizate pe care s-au depus in

prealabil nanoparticule de Au, s-a obtinut o structurad poroasa.

Corodarea nanofirelor de Si cu ajutorul nanoparticulelor de Au nu a furnizat
structuri uniforme de dimensiuni controlabile, impunandu-se optimizarea suplimentara
a parametrilor experimentali. Intrucat protocolul cu nanoparticule de Ag a oferit
rezultate inigiale promigatoare, aceasta metoda urmeaza a fi considerata intr-un viitor

proiect.

4.1.1.2. Tehnologie de fabricare a nanofirelor de siliciu cu catalizatori de Ag

Aceastd metoda a implicat utilizarea azotatului de argint (AgNO3) 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
AgNQO; si de HF. De asemenea, am desfdsurat 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.

De asemenea, a fost abordata o metoda green chemistry de sinteza a
nanoparticulelor de Ag ce ar putea fi utilizatd intr-o directie viitoare de cercetare pentru
corodarea siliciului, precum si in alte aplicatii de nanobiotehnologie, detaliile acestui
studiu regasindu-se in ANEXA 2.
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(a) Mecanisme de corodare chimicd intr-o singurd etapa si in doud etape

Corodarea chimica asistatd de metal poate fi realizatd prin doud metode: a)
Corodarea chimica in doi pasi asistata de Ag ce consta in depunerea acestuia pe suprafata
siliciului in solutie apoasa, urmata de corodarea chimica in solutie de HF/H,O;; b)

corodarea chimica Intr-un singur pas asistatd de Ag, in care procesele de nucleatie pe

suprafatd si corodare anizotropa se desfasoara simultan in solutie de corodare formata din
HF si saruri de Ag (To si colab., 2011). Principalele reactii care explica disolutia Si in

cadrul procesului de corodare chimica intr-un singur pas, sunt prezentate in Figura 4.6.
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Figura 4.6. Etapele de formare a nanofirelor de siliciu si a dendritelor de Ag

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).

In urma disocierii HF in H" si F, ionii de H* cu NO3 formeaza HNOj; care
oxideaza suprafata de Si, rezultand SiO,. SiO, este corodat de F-, ducand la dislocarea
unor atomi din structura cristalind a Si, precum si la formarea H,SiFs (acid
hexafluorosilicic). Reducerea ionilor Ag®, are loc datoritd capturirii electronilor din
substatul de Si, rezultdnd cresterea particulelor de Ag (nucleatia), care au aspectul unor

dendrite (Bachtouli, Aouida si Bessais, 2014).
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Metoda 1-MACE a fost aleasd in studiul meu, fiindca se desfasoard intr-o
singurd etapa simplificatd ce nu necesita controlarea concentragiei de H,O, in solutie,

eliminandu-se astfel potentiale erori derivate din aceste aspecte.

(b) Influenta timpului de corodare asupra dimensiunii nanofirelor in cazul
metodei 1-MACE

Pentru investigarea ratei de corodare in raport cu timpul, a fost utilizata o placheta
de Si tip p cu orientarea (100) si rezistivitatea de 1-3 Q cm trasata in fragmente de 4 cm®.
Fragmentele de siliciu au fost imersate timp de 30 min sau 60 min in amestec continand
0,007 M AgNOs3 /4,5 M HF, w/v, rezultatele fiind verificate prin microscopie electronica

de baleiaj si prezentate in Figura 4.7.

(@) 30 min (b) 60 min

Figura 4.7. Dependenta de timp a nanofirelor de siliciu

O tendintd liniara a fost observata intre timpul de procesare si rata de corodare.
Dupa 30 de minute s-au obtinut structuri cu lungimea de aproximativ 1,5 - 2 um (Figura
4.7(a)), iar odata cu dublarea timpului de corodare, dimensiunea nanofirelor creste in
consecinta, asa cum reiese din Figura 4.7(b). Asadar, pe baza rezultatelor obtinute,

estimdm cd rata de corodare a substratului de siliciu este de aproximativ 60 nm/ min.

(c) Influenta rezistivitatii plachetei asupra eficientei 1-MACE

Dopajul consta in introducerea unor atomi de alta natura intr-un cristal de Si pentru
modificarea proprietatilor semiconductoare, acesta fiind cuantificat prin rezistivitatea
plachetei. Tn acest experiment au fost considerate 3 rezistivitati diferite ale plachetelor de
start pentru a determina influenta acestui parametru asupra eficientei de corodare. Astfel, 3

plachete Si tip p, avand orientarea (100) si rezistivitdti de 0.001 - 0.01 Q cm, 1 -3 Q cm,
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10 — 20 Q cm, au fost trasate in fragmente de 4 cm® Procesul de corodare a avut loc prin
imersarea in solutie de 0,007 M AgNOs /4,5 M HF, w/v, timp de 60 min. Probele au fost
examinate cu ajutorul microscopului electronic de baleiaj, iar imaginile sunt prezentate in

Figura 4.8.

(a) 0.001 - 0.01 Q cm (0)1-3Qcm

HV spot| det

(€)10-20Qem

Figura 4.8. Influenta rezistivitatii plachetei de Si asupra morfologiei nanofirelor

Utilizand rezistivitatea de 0.001 - 0.01 Q cm, substratul de Si nu a putut fi corodat
prin metoda 1 MACE (Figura 4.8 a). Cele mai bune rezultate au fost obtinute pe
fragmente de Si cu rezistivitatea de 1 - 3 Q cm (Figura 4.8 b), nanofirele obtinute avand
cea mai buna uniformitate. Firele rupte apar in urma fracturarii probei datorita stresului
indus de corodare in reteaua cristalind a siliciului. Pe substraturile de Si cu o rezistivitate

de 10 - 20 Q cm nu a rezultat o nanoarhitectura uniforma (Figura 4.8 c).
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(d) Influenta orientdrii plachetei asupra ratei de corodare

A fost studiatd influenta orientarii plachetei asupra ratei de corodare. Astfel, au fost
utilizate doud plachete de Si tip p cu orientarea (100) si respectiv (110), trasate in
fragmente de 4 cm? si corodate prin imersarea fragmentelor de siliciu in solutie de 0,007 M
AgNO3/ 45 M HF, g/v timp de 60 de minute. Probele au fost caracterizate SEM 1in

sectiune transversala, rezultatele fiind prezentate in Figura 4.9.

00 x| 1

(2) (100) (b) (110)

Figura 4.9. Nanofirele de Si se dezvolta pe directia orientirii cristalografice a plachetei

Imaginile SEM din Figura 4.9 releva ca directia de corodare depinde de orientarea
cristalografica a plachetei de Si, confirmand observatiile raportate de Peng si colab. (Peng
si colab., 2006), Chen si colab.(Chen si colab., 2008) si Lee et al. (Lee si colab., 2008).

(e) Interdependenta parametrilor pentru reproductibilitate experimentald

Pentru a cerceta cum influenteaza varierea parametrilor experimentali
reproductibilitatea obtinerii firelor, au fost realizate doua probe.

Nanofirele de Si prezentate in Figura 4.10., au fost obtinute pe plachete de Si de tip
p, cu rezistivitatea de 0,001-0,01 Q cm. Concentratia de AgNOj3 a fost de 0,007 mol/L, iar
cea de HF, de 4,5 mol/L, timpul de corodare fiind de 60 min.
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Figura 4.10. Imagini SEM ale S1. (a) in sectiune transversali; (b) in plan

Firele de siliciu produse prin 1-MACE, au fost caracterizate prin metode SEM
(FEI-NOVA NanoSEM 630). Acestea au o lungime aproximativa de 1 um si un diametru
cuprins intre 30 si 60 nm. La aceste probe, ma voi referi in continuare ca fiind S1.

Nanofirele de Si prezentate n Figura 4.11., au fost obtinute folosind plachete de Si
de tip p cu orientarea (100) si rezistivitatea de 1-3 Q cm . Concentratia de AgNOg3 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 HNO3 60% v/ v timp de 30 min, pentru a

indeparta catalizatorul rezidual si apoi au fost tratate in solutie HF 5% v / v timp de 1 min.

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

Figura 4.11. Examinarea morfologici a nanofirelor de Si

In Figura 4.11., din vederea in plan se observa tendinta naturali a SINWSs de a se
aduna spre varfuri, datorita raportului ridicat dintre grosimea si inaltimea lor, precum si a
tensiunii de suprafata generate de evaporarea mediilor lichide implicate in procedura de
fabricare (Han si colab., 2012; Dawood si colab., 2012b’). Imaginile inclinate la 60° indica
o distributie uniforma a nanofirelor, avand o lungime medie de 4 um si un diametru intre
30 si 130 nm (Figura 4.11. (c)). La aceste probe, ma voi referi in continuare ca fiind S2.

Caracterizarea prin difractie de raze X (GIXRD: Grazing Incidence X-Ray
Diffraction, ANEXAL — Al.2.h)) a evidentiat caracterul policristalin al nanofirelor de Si.

Masurarile XRD in plan pentru cele doua tipuri de probe sunt prezentate in Figura 4.12.
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Figura 4.12. Texturile nanofirelor de Si
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Spectrul XRD releva pentru proba S1 o textura de-a lungul planurilor structurii
(220), perpendiculara cu suprafata probei. Planul structurii (220) este perpendicular cu
(100), care corespunde cu firele de Si crescute vertical (din moment ce substratul Si are
orientare {100}).

Tn cazul probei S2, din spectrul XRD reies urmitoarele planurile de structura (220),
(004), (111) si (113). Textura planului (220) coincid firelor verticale de siliciu. Planurile
structurilor (111) si (113) sunt in concordata cu observatiile SEM, conform carora SINWs
au tendinta sa se indoaie catre extremitati si sa se uneasca. Prin urmare, rezultatele de
difractie cu raze X sunt consistente cu cele obtinute in urma caracterizarii SEM, indicand o
suprafata uniforma cu SiNWs preponderent verticale (Banu si colab., 2015).

Pentru a estima hidrofilicitatea suprafetei nanostructurate, modificarea unghiului de
contact corespunzator probelor S2 a fost masurat pe o durata de 20 de secunde si comparat
cu unghiul de contact obtinut pe Si cristalin, netratat chimic (Figura 4.13.). Specificatiile

tehnice ale echipamentului KSV Theta Optical se regasesc in ANEXA 1 - A1.2,)).

CA 32511° ¢0,169° CA 20,459° ¢ 17,903°

(a) Si cristalin (b) nanofire de Si

Figura 4.13. Masurarea unghiului de contact pe Si brut si nanoconfigurat

In cazul suportului nanostructurat de Si, se observd cresterea hidrofilicitatii
suprafetei evidentiatd de scdderea unghiului de contact, cresterea deviatiei standard fiind

atribuitd distribuirii picaturii de apa deionizata printre nanofire.

Dimensiunea firelor de Si poate fi controlata prin modificarea concentratiilor de
AgNO; si HF utilizate Tn metoda 1-MACE. Dimensiunea firelor de Si este de asemenea
dependenta de concentragia dopajului si de orientarea cristalind a plachetei de lucru.
Cind concentratia de azotat de argint este prea mici, Ag" se consumd rapid, iar reactiile
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de oxidare a Si si de disolutie nu mai au loc si astfel, firele de Si nu se mai formeaza.
Aceasta observatie € consistentd cu cea a lui Li si colab., care au raportat fabricarea
firelor de Si de tip p prin 1-MACE (Shaoyuan si colab., 2014).

4.2. Modalitati de functionalizare a Si, SINWs si SOI

A doua etapa a pregatirii platformelor pentru detectia ADN este esentiala deoarece
de ea depinde intregul proces de atasare a biomoleculelor de suportul anorganic.
Modificarile chimice realizate la interfata dintre materialul anorganic si materialul organic
depind de gruparile functionale ale sondelor ADN, dar si de tipul de detectie a hibridizarii.
Astfel, pentru detectie fluorescenta se pot utiliza doua tipuri de suport modificate pentru a
permite fie legarea covalenta cu gruparile aminice ale ADN fie legare de film de Au prin

chemisorbtia grupdrilor tiol ale sondelor ADN modificate.

Daca pentru cazul afinitatii dintre grupari tiol si aur nu sunt necesare etape speciale
de modificare ale suprafetelor suport, pentru obtinerea legaturilor covalente intre substrat si
probele modificate cu grupari NH; terminale am efectuat trei tipuri de modificari chimice
pe suprafetele de siliciu nanostructurat, in paralel cu folosirea unor probe martor de siliciu
cristalin si sticla ce au avut rolul de referinte pe parcursul experimentelor.

Metoda uzuald pentru imobilizarea sondelor ADN modificate cu gupari 5’-NH;
include doi pasi: silanizarea suprafetei urmata de reticularea cu glutaraldehida. Acesta este
utilizata pentru modificarea siliciului dar si a sticlei pentru suporturile comerciale existente
pe piata. In aceasti tezd am testat doua tipuri noi de modificari chimice mai putin folosite:
depunerea unui film subtire de SU-8, un polimer folosit Tn general in industria
electronica ca material de mascare la definirea dispozitivelor si respectiv GOTPMS
ce oferda avantajul unei functionalizdri intr-un singur pas similard cu cea pe baza de
APTES.

Cele tret tipuri de modificéri chimice ale suprafetelor au fost testate si caracterizate
din punct de vedere chimic prin metode de analiza spectroscopica ce au evidentiat prezenta
la suprafata a gruparilor aldehidice si epoxidice. . Materialele si reactivii sunt prezentati in

ANEXA1-Al1l.
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4.2.1. APTES/GAD

Chimia suprafetei este procesul cheie pentru atasarea secventelor ADN si din acest
motiv functionalizarea substratului a fost realizatda ludnd Tn considerare gruparile
functionale aminice (-NH,) introduse la capatul 5' al sondelor ADN. Intrucat tehnica FTIR
nu permite analiza modificarilor chimice pe suporturi nanoconfigurate de Si, procedurile
de functionalizare au fost evaluate pe suporturi de Si cristalin. Astfel, 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 realizata folosind APTES hidrolizat cu concentratie 2,5
si 5% (Majoul, Aouida, Bessais, 2015). Solutiile hidrolizate au fost obtinute prin adaugarea
APTES 1n solvent constituit din apa si etanol absolut in proportie de 1:19 v/v si amestecate
sub agitare magneticd intre 1-3 h. Probele de Si au fost imersate in solutie de APTES timp
de 2 h si au fost supuse la sfarsitul reactiei spalarii succesive cu etanol absolut de 3 ori si
cu apa deionizata de 3 ori, fiind uscate ulterior cu Np. 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 4.14.
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Figura 4.14. Rezultatele ATR-FTIR corespunzatoare probelor cu 2,5 % si 5% APTES cu si fira
tratament termic
Eficienta reactiei de silanizare a fost analizatd Tnainte si dupa tratamentul termic
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pentru doud concentratii de APTES (2,5% si 5%), in Tabelul 4.1. fiind atribuite benzile de
absorbtie datorate vibratiilor gruparilor chimice. Tn urma tratamentului termic, se constati
pentru concentratia de 2,5 % APTES o crestere evidentd a intensiatii 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, aceasta observatie fiind in
concordantd cu cea a lui Halliwell si Cass (Halliwell si Cass, 2001). De asemenea,
tratamentul termic a crescut considerabil densitatea grupdrilor NH; expuse la suprafata prin
reorientarea moleculelor, fiind rupte puntile de hidrogen dintre gruparile aminice si
suprafata si favorizand formarea legaturilor covalente (Howarter si Youngblood, 2006). La
concentratii mai mari de silan hidrolizat nu se constata cresterea densitatii NH», probabil
datoritd formarii polimerilor si agregatelor de APTES, care interactioneazd 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.

Tabel 4.1. Pozitiile benzilor de absorbtie caracteristice gruparilor chimice specifice functionalizarilor

Numar de unda | Grupari chimice Comentarii

2030 cm™* CH, - mod asimetric de ntindere Maximul de absorbtie este determinat de prezenta
lanturilor propil in moleculele de APTES (Aissaoui

2860 cm™ CHj, - mod simetric de Tntindere si colab., 2012; Joonyeong si colab., 2009)

3280 cm* NH, - mod simetric de Tntindere Intensitati scazute datorita momentului slab de dipol

(Aissaoui si colab., 2012)

3360 cm™* NH, - mod asimetric de intindere

1480 cemt | NH;" - mod de deformare Indicator al protondrii gruparilor aminice in urma
1645 cm™ reactiei cu aerul (Pasternak, Amy si Chabal, 2008)
1562 cm* NH, - mod de deformare

1190 cm™ CH, - mod de balansare Banda mica, specificd gruparilor etoxi nereactionate
1140 cm™ Si-O-Si — mod de intindere LO (longitudinal optic)

1020 cm™ Si-O-Si — mod de intindere TO (transvers optic)

Rezultatele demonstreazd cd moleculele APTES au fost atasate cu succes de

suprafata dupa doua ore de reactie, la o concentratie de 2,5%, Tn urma tratamentului termic.
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Functionalizarea cu glutaraldehida a fost realizatd pentru 2 h cu o concentratie de
2,5% diluata 1n apd deionizatd. Spectrele FTIR ale probelor functionalizate cu

glutaraldehida sunt prezentate in Figura 4.15.
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Figura 4.15. Spectru ATR-FTIR al probelor functionalizate cu APTES hidrolizat si reticulat cu
glutaraldehida

Dupa etapa de reticulare cu glutaraldehida, maximul benzi de absorbtie observat la
1250 cm™ este alocat vibratiei C-H de deformare. Doud benzi atribuite modului de
deformare CHj si vibratiei de intindere C=0O sunt observate la numerele de unda 1407 si
1720 cm™. Maximul observat la 1637 cm™ este atribuit modului de vibratie C=N aparut in
urma formadrii legaturilor dintre suprafata silanizatd si moleculele de glutaraldehida
(Hiraoui si colab., 2011).

Spectrele FTIR confirma eficienta silanizarii si furnizeazd informatii precise
asupra diferitelor benzi si stari de vibratie apdrute dupd fiecare etapd de proces. Probele
modificate chimic cu glutaraldehidd au prezentat benzi de absorbtie atribuite legdaturii
C=N si =H,C, fiind demonstrata astfel eficienta reactiei de reticulare pe substraturile
silanizate cu APTES in stare de vapori, cit si cu APTES hidrolizat. Aceste investigatii
amdnuntite constituie un punct de plecare in obtinerea unor biochip-uri pe substrat de
Si si SOI cu rewultate reproductibile. Pentru functionalizarea substraturilor
nanoconfigurate si de tip SOI, am utilizat protocolul de functionalizare cu 2,5% APTES
hidrolizat si am adaptat etapa de functionalizare cu glutaraldehidd, folosind o
concentratie de 5% si 4 h de incubare, pentru a creste numdrul de grupari aldehidice

expuse pe suprafatd.
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Examinarea detaliatd a suprafetei si a profunzimii a fost efectuatd cu ajutorul
microscopului electronic de baleiaj pentru a evalua modificarile morfologice a
substraturilor SiNWs dupi functionalizarea cu APTES-GAD. In Figura 4.16, sunt ilustrate

zone reprezentative Tmpreund cu detalii de 1nalta rezolutie a suporturilor 3D pregatite ca

suporturi microarray.

4

200 nm S

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

1um

(¢) masurarea nanofirelor in sectiune

Figura 4.16. Caracterizarea morfologica a SiNWs functionalizate cu APTES si GAD

Tendinta nanofirelor de a se uni la varfuri observata anterior in Figura 4.11. 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 adund varfurile nanofirelor si acopera o parte

semnificativa din lungimea lor, dupa cum se observa in imaginile SEM — vizualizarea in
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plan si inclinatd a SiNWs. Se constata scaderea in indltime cu aproximativ 20 nm a
stratului de SiNWs, explicata de gruparea firelor in manunchiuri.

In sprijinul caracterizarii morfologice, a fost efectuatd analiza EDX (spectroscopia
prin dispersie de raze X) pentru identificarea exacta a compozitiei elementale (Figura
4.17). Specificatiile tehnice ale detectorului EDX se regasesc in ANEXA 1 - Al.2.9).
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Figura 4.17. Spectrul EDX pentru nanofirele de Si functionalizate cu APTES si GAD
Analiza elementald indica prezenta C, N si O, specifice functionalizarii cu APTES-
GAD.

Hidrofilicitatea suprafetei functionalizate cu APTES-GAD a fost studiata prin
unghi de contact (Figura 4.18.).

CA 20,459° ¢ 17,903° CA 80,646° ¢ 34,517°

(a) SINWSs (b) SiNWs functionalizate cu APTES-GAD
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Figura 4.18. Masurarea unghiului de contact pe nanofire de Si brute sau acoperite cu APTES-GAD

Functionalizarea SINWs cu APTES si glutaraldehida conduce la cresterea unghiului
0 pana la o valoare medie de 80,6° (suport hidrofil), iar deviatia standard de 34,5° indica

difuzia Tntregii solutii de apa deionizata pe durata masurarii unghiului (15 s).

4.2.2.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 utilizat in mod obisnuit ca fotorezist negativ in
microelectronica, fiind adecvat pentru imobilizarea moleculelor in sisteme biologice
microelectromecanice (Bio-MEMS) si biosenzori (Joshi si colab., 2007; Deepu, Sai
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. Dupa depunere, surplusul de solvent a fost evaporat prin
tratament termic in doud trepte de temperatura, 65 °C — 1 min si 95° C — 2min.
Polimerizarea a fost realizatd prin expunerea la UV a suportului, urmand un nou tratament
termic la 180° C — 30 min.

Grosimea stratului de SU-8 obtinut la acesti parametri a fost masuratd pe un suport
de Si cristalin (Figura 4.19.).

Figura 4.19. Grosimea stratului de SU-8 misurati pe suport de Si

Utilizand parametrii de depunere descrisi anterior, se obtine un strat uniform de

SU-8 cu o grosime medie de 1,5 um, pe un suport plan. Aceiasi parametri de modificare cu
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grupari epoxidice au fost utilizati pentru acoperirea suporturilor constituite din nanofire de

Si, acestea fiind caracterizate cu ajutorul SEM (Figura 4.20.).
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(c) misurarea nanofirelor in sectiune transversala

Figura 4.20. Caracterizarea SEM a SiNWs acoperite cu SU-8

Imaginile SEM releva c4, in plus fatd de functionalizarea cu APTES-GAD (Figura
4.16), SU-8 inglobeaza grupuri mari de nanofire intr-o masa polimerica si formeaza punti
intre blocurile adiacente, crescand suprafata activa, asa cum indicd imaginea de inalta
rezolutie achizitionata dupa inclinarea probei. Examinarea in sectiune evidentiaza
modificarea substratului de Si nanostructurat prin functionalizare si permite masurarea
nanofirelor (intre 30 si 70 nm in diametru si ~ 4 um in lungime). Comparativ cu proba

martor (SiNWs nemodificate chimic) (Figura 4.11), am observat o mica reducere a
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grosimii stratului de SINW dupa etapa de functionalizare, explicatd prin procesul de
grupare mentionat mai sus.
A fost realizata analiza EDX pe probele acoperite cu SU-8 pentru atestarea

compozitiei elementale corespunzatoare acestui polimer (Figura 4.21.).
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Figura 4.21. Spectrul EDX pentru nanofirele de Si functionalizate cu SU-8

Compozitia elementala a dezvaluit prezenta C si O asociate cu acoperirea SU-8.
Modificarile date de acoperirea SINWs cu SU-8 au fost realizate si prin masurarea

unghiului de contact (Figura 4.22.).

CA 20,459° ¢ 17,903° CA 102,598 ¢ 4,098
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(@) (b)
Figura 4.22. Masurarea unghiului de contact pe: (a) SINWs; (b) SiNWs acoperite cu SU-8

Acoperirea cu SU-8 a condus la obtinerea unui suport nanosructurat hidrofob,
avand un unghi 6 de 102,6°, cu o deviatie standard de 4° pe durata masuratorii (15 s).

Deviatia standard scazuta indica faptul ca solutia nu difuzeaza intre SINWs.

4.2.3. 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
validatad 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 grupdrilor hidroxil.
Acest tratament a fost necesar pentru reactia de silanizare si nu afecteaza oxidul de poarta
(Chandradoss si colab., 2014, Han si colab., 2006]). Dupa etapa de hidroxilare,
substraturile au fost spalate cu apa deionizata si uscate cu Na.

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 magnetica. 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 folosind acest protocol. In cazul functionalizarii
GOPTMS in solutie, principala problema este data de posibilitatea moleculelor de apa de a
reactiona cu inelele epoxidice, ducand la deschiderea si inactivarea lor (Stropoli si Elrod,
2015). Acest aspect va fi evaluat in Capitolul 5, unde voi investiga capabilitatea de
detectie fluorescenta si electrica pe suporturile modificate chimic prin acest protocol si prin
silanizarea in vapori.

Silanizarea in stare de vapori a fost realizatd intr-un vas petri (Williams, Davies si
Bowen, 2013), conform reprezentarii schematice din Figura 4.2., pentru 3 h 30 min, la 85
°C, 2 mL de GOPTMS fiind introdusi in recipientul din centrul set-up-ului.

La sfarsitul functionalizdrii, probele au fost spalate succesiv cu etanol absolut de 3
ori si cu apa deionizata de 3 ori, fiind uscate ulterior cu Ny si supuse tratamentului termic la
110 °C, 30 min.

Tn Figura 4.23, este prezentata variatia unghiului de contact in timp pe Si modificat
cu GOPTMS in stare de vapori, luand Si nemodificat ca martor. Datele din grafic

reprezintd o mediere a 3 masurdtori efectuate pe suprafete.
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Figura 4.23. Variatia unghiului de contact in timp pe Si martor si Si cristalin acoperit cu GOPTMS
Se constatd o crestere a unghiului 6 de la 33,8 °, corespunzitoare Si martor, la
valoarea de 77,4 ° fiind un indicator al silanizarii eficiente. Cresterea unghiului de contact
se datoreaza ciclurilor epoxidice intacte si gruparilor metil, rezultatele fiind in concordanta

cu cele ale lui Goddard si Erickson (Goddard si Erickson, 2009).
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Cap. 5. ANALIZA DATELOR MICROARRAY, SPR SI ELECTRICE
OBTINUTE DIN HIBRIDIZAREA SECVENTELOR SPECIFICE
BRCA 1sI HPV

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

Intrucat hibridizarea eficienti a ADN este dependentd de calitatea reactiei de
atasare a sondelor ADN, am investigat intr-o prima instantd utilizarea a doua solutii de
imobilizare avand pH si tarie ionica diferite. In acest scop, am utilizat suporturi comerciale
de sticla functionalizata pentru a elimina o posibila sursa 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, evaluind totodatd 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.

5.1. Teste de imobilizare, hibridizare si stabilitate in timp pe suport

comercial

Problema semnificativa pentru orice platforma microarray e reprezentata de
multitudinea parametrilor ce trebuie controlati (temperatura, umiditatea, salinitatea
si taria ionica a solutiilor utilizate, timpii de incubare) care au influenteata asupra
rezultatele (Wrobel, 2003). Depunerea si imobilizarea sondelor, blocarea si
hibridizarea sunt etape generatoare de neconcordante intre analizele efectuate pe

platformele dezvoltate Tn acest studiu. Se impune astfel investigarea cauzelor de

69



Cap. 5. Analiza datelor microaray, SPR si electrice obtinute din hibridizarea secventelor specifice
BRCAL si HPV

variatie si optimizarea fiecarei etape de fabricatie a senzorului pentru obtinerea de
rezultate stabile si reproductibile (Jaksik si colab., 2015; Romanov si colab., 2014).

In acest subcapitol, am investigat solutia de imobilizare ca sursa de variatie
experimentalda, 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, Altman, 2014), am urmarit efectele nepotrivirilor de o baza
azotata in termeni de specificitate prin utilizarea secventei canonice BRCAL (care
contine alela C) avand complementaritate perfectd cu molecula tintd, in timp ce
celelalte trei variante ale sondelor BRCA1l au fost proiectate pentru a inlocui
oligonucleotida C cu o alta (C>A, C>G si C>T). Am folosit secvente
corespunzatoare BRCAL, deoarece orice modificare minora (precum SNPs) creste
riscul de a dezvolta in timp cancer mamar si ovarian (Prosperi si colab., 2014;
Antoniou si colab., 2010; Fanale si colab., 2012; Milne si Antoniou, 2011), loci noi
de susceptibilitate fiind depistati prin studii de asociere genetica (Turnbull si colab.,
2010) (detalii asupra carcinogenezei induse de BRCA1 se regasesc in Subcapitolul
3.1. Bazele genetice ale carcinogenezei induse de antioncogena BRCAL.

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.

5.2. Realizarea structurilor de tip microaray

Pentru acest studiu, am intrebuintat sonde oligonucleotidice si secvente-tintd ce

corespund fragmentelor genei BRCA1, acestea fiind prezentate in Tabelul 5.1.

Tabelul 5.1. Sonde si secvente tinta

BRCA1l

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,-CTAGGAATTGGGGGAGGAAAATGGG-3’

azotata C>T | 5°-C6-NH-CTAGGAATTGITGGGAGGAAAATGGG-3’
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MM) |

Secventa

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

Proiectarea sondelor si a oligonucleotidelor tintd a fost realizatd pornind de la
secventa genei BRCAL (indexatd in NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/672),
implicand modificarea la capatul 5 ' cu 0 grupare amino- si un spatiator constituit din 6
atomi de carbon (C6), cu trei tipuri de nepotrivire uninucleotidica in acelasi locus.
Secventele continand polimorfisme oligonucleotidice au fost proiectate Tn conformitate cu
SNPs raportate pentru alela patogena, disponibile in "Baza de date a polimorfismului
uninucleotidic (dbSNP) a variantei secventei de nucleotide” (Kitts, Sherry, 2011; dbSNP,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp?db%BCs). Daca se gaseste in formda homozigota (doud
copii), polimorfismul Rs28897696 creste riscul in timp de dezvoltare a cancerului mamar
sau ovarian (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=28897696).

Secventa tinta complementara prezinta la capatul 5 atasat fluoroforul Cy3, necesar
pentru detectia fluorescenta a fenomenului de hibridizare.

Au fost utilizate doua solutii de imobilizare pentru diluarea sondelor si anume (i) 10
mM tampon fosfat salin (PBS) cu pH 7,4 si (ii) 200 mM Na,HPO,, cu pH 8,5. Pe durata
depunerii robotizate a sondelor de concentratiec 50 UM (specificatiile tehnice ale
echipamentului sunt prezentate in ANEXA 1 — Al.2.a)), s-a pastrat umiditatea constanta
de 80% pentru a preveni uscarea lor si dupa incheierea procesului, au fost mentinute peste
noapte la temperatura camerei, in incintd umeda pentru o imobilizare eficientd. Secventele
neatasate au fost inlaturate prin spdlarea succesiva a lamelor, repetata de trei ori in (i) 2X
SSC/0.1% glv, (ii) 1x SSC; (iii) apa deionizata (DIW). Blocarea situsurilor nereactionate a
fost realizata prin imersarea platformelor microarray 1 h, la 42 °C and 450 rpm intr-o
solutie preincalzita la 42 °C, constituita din 1% BSA g/v diluata in 5x SSC si 0,1 % SDS
glv.

Etapa de hibridizare a fost realizatd cu 10 UM secvente complementare marcate
fluorescent intr-o solutie-tampon constituita din solutie 2x Denhardt, 10x SSC si 200
pHg/mL ADN din sperma de hering. Solutia de hibridizare preincalzita la 60 °C a fost
dispersatd uniform pe suprafata, prin acoperirea cu o lamela de sticla, iar evaporarea ADN
tintd a fost prevenitd incuband suporturile intr-o incintd umeda timp de 4 h, la 42 °C.
Inaintea citirii rezultatelor, secventele ADN-tinti neatasate au fost inliturate prin spalarea

biosenzorilor de trei ori succesiv in 2x SSC/0.1% g / v SDS, 1x SSC si DIW.
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5.2. Analiza morfologiei spot-urilor

Prima evaluare a rezultatelor a fost cea privind morfologia spot-urilor, astfel ca
Figura 5.1. reprezintd un colaj de rezultate obtinute in urma scanarii fluorescente a
platformelor microarray pe care am efectuat etapa de hibridizare, fiind exemplificate spot-
uri hibridizate corect (Figura 5.1.A) si erori variate ce pot surveni in timpul unui
experiment (Figurile 5.1.B-F). Spot-urile prezentate in Figurile 5.1.A-E au fost obtinute
utilizand ca tampon de imobilizare 200 mM Na,HPO,, pH 8,5, in timp ce pentru spot-urile
ilustrate in Figura 5.1.F am utilizat 10 mM PBS, pH 7,4 ca tampon de imobilizare.
Specificatiile tehnice ale echipamentului utilizat pentru scanarea semnalelor fluorescente

se gasesc in ANEXA 1 - Al.2.b).

Figura 5.1. Morfologii ale spot-urilor cu diametrul de 250 pm evidentiate fluorescent. (A) spot-uri cu
hibridizare uniforma; (B) carcateristici ,,coffee-ring” datorate tiparului de evaporare a sondelor; (C)
zgarietura superficiald si forme neregulate ale spot-urilor; (D) distributie neuniforma a solutiei de
hibridizare pe suprafata; (E) hibridizare neregulata cauzata de efectele Marangoni si ,,coffee-ring”;
(F) efect Marangoni evident (preluati din Banu si colab., 2018a)

Analiza fluorescenta reprezinta o modalitate simpla de verificare a acuratetii
experimentale si existenta defectelor provenite din imobilizare, spalare sau hibridizare.
Figura 5.1.A ilustreaza spot-uri perfect hibridizate de forma circulara si diametru constant,
evidentiate de intensitatea scazutd si uniforma a fundalului. O mare parte din variatia pe
suporturi comerciale provine din depunerea sondelor ADN (Rickman D.S., Herbert C.J.,
Aggerbeck, 2003; Dawson si colab., 2005). Tn Figura 5.1.B, unele centre au aparut usor
intunecate, indicand o hibridizare defectuoasa, ce poate fi asociata cu distribuirea

neuniforma a solutiei cu sonde ADN. Acest efect este adesea observat in timpul depunerii
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cu varfuri solide, fiind provocat de viteza mare de evaporare si de migrarea solutiei catre
periferia elementului. Tn Figura 5.1.C se observd zgarieturi ale suprafetei si forme
neregulate ale spot-urilor, produse de varfurile venite in contact cu suprafata sub forma
inclinata. Din Figura 5.1.D deducem ca solutia de hibridizare nu a fost distribuita uniform,
datoritd formarii unei bule de aer intre lameld si suport, ceea ce a condus la cresterea
localizata a semnalului de fundal si la scaderea intensitatii semnalului fluorescent de
hibridizare. Tn Figura 5.1.E, se observi o intensitate mai mare a semnalului fluorescent
catre periferie datorita migrarii sondelor ADN (,,coffee-ring”). Un rezultat similar a fost
prezentat de Pappaert si colab. (Pappaert si colab., 2006), a caror abordare teoretica si
simulari au aratat ca in cazul cineticii rapide de formare a puntilor de hidrogen cu sondele
atasate, o cantitate mare de molecule hibridizeaza initial la periferia spot-urilor, urménd ca
moleculele-tintda nereactionate sa se lege si de situsurile centrale. Rezultatele slabe de
hibridizare prezentate in Figura 5.1.F sunt date de utilizarea PBS (10 mM, pH 7,4) ca
solutie de imobilizare. Motivul unui semnal de hibridizare slab poate fi incarcarea negativa
a ADN care provoaca o repulsie electrostatica intre suprafata si sondele monocatenare.
Incdrcarea negativa poate fi ecranata utilizand o solutie-tampon cu o concentratie crescuti
de sare. Sonda ADN folosita a avut la un capat o modificare a aminei alifatice libere,
moderat bazica. Deoarece amina alifatica se regaseste in forma neprotonatd in cantitate
micd la pH sub 8, se utilizeaza un pH fintre 8,5-9,5 a solutiei pentru conjugarea
oligonucleotidelor.

Alegerea solutiei de imobilizare reprezintd o etapa-cheie pentru imbunatatirea
rezultatelor microarray. Asadar, devine esentiala stabilirea concentratiei optime de saruri si
pH-ul optim al solutiilor tampon utilizate pentru obtinerea unor morfologii reproductibile
ale spot-urilor hibridizate. A fost investigata eficienta a doua solutii, 10 mM PBS, pH 7,4
si 200 mM NayHPO,4, pH 8,5. Colectiile de spot-uri utilizate in analiza graficd sunt

prezentate in Figura 5.2.
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(a) sonde pregitite in tampon PBS, pH 7,4
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(b) sonde pregitite in tampon Na,HPO,, pH 8,5
Figura 5.2. Semnalul fluorescent de hibridizare

Biochip-ul avand pe suprafatd depuse oligonucleotide diluate in PBS si hibridizat
cu secvente ADN tintd a fost scanat astfel incét tubul fotomultiplicator (PMT) sa genereze
un castig de semnal de 41% si semnalul de fond fiind redus cu 75%. Biochip-ul cu sondele
diluate Tn NapHPQ; si hibridizate a fost scanat cu un castig de semnal de 43%, reducand
semnalul de fundal cu 60%.

Variatiile de intensitate a semnalului au fost analizate grafic, unde fiecare punct
corespunde unei replici corespunzatoare unui Spot avand sonde PM hibridizate (Figura
5.3).

5.0f
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4.0r

Lg intensitatii semnalului

35

PBS Na,HPO,
Solutii de imobilizare

Figura 5.3. Analiza grafica a eficientei de hibridizare cu sondele pregiitite in cele doua solutii de
imobilizare

Analiza graficd demonstreaza clar ca 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, in timp ce tamponul Na;HPO, a evidentiat 0 dispersie a
rezultatelor de doua ori mai mica (¢ = 0,08). Este de remarcat faptul ca spot-urile aferente

tamponului Na,HPOQOy prezinta morfologii excelente si o intensitate mai mare a semnalului

de hibridizare. Aceasta imbunatatire reprezinta 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.
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Avand n vedere aceste rezultate preliminare, studiile prezentate in continuare s-

au axat exclusiv pe utilizarea Na;HPOj, ca solutie de imobilizare.

5.3. Stabilitatea n timp a sondelor imobilizate

Stabilitatea oligonucleotidelor atasate de suport a fost evaluatd hibridizand
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 5.4.
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Figura 5.4. Evaluarea stabilititii in timp a sondelor PM atasate pe suport comercial de sticli
Histogramele prezinta distributii suprapuse, normale ale intensitdtilor semnalelor
fluorescente de hibridizare, cu o usoara deplasare spre stanga a datelor in cazul platformei
incubate 4 zile, pentru platforma incubatid 21 zile constatandu-se in schimb o usoara
dispersie spre dreapta a datelor. Deviatiille 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.

5.4. Analiza statistica a detectiei mismatch-urilor

In Figura 5.5., este prezentat comparativ rezultatul hibridizarii sondelelor PM si a

celor cu o nepotivire nucleotidica (1IMM) dupa 1 zi si 21 zile de stocare a probelor.

75



Cap. 5. Analiza datelor microaray, SPR si electrice obtinute din hibridizarea secventelor specifice
BRCAL si HPV

Tipuri de sonde ADN
PM C>A C>G C>T

Tipuri de sonde ADN
PM C>A C>G C>T

(a) (b)

Stocare 1 zi Stocare 21 zile
320 replici tehnice/tip sonda
Solutie de imobilizare: Na,HPO,
Figura 5.5. Evaluarea comparativa a stabilititii morfologice corespunzitoare ADN hibridizat prin
scanarea fluorescenta a suporturilor hibridizate dupa (a) 1 zi si (b) 21 de zile de incubare (preluata din
Banu si colab., 2018a)

Imaginile microarray indica o hibridizare uniforma pentru majoritatea spot-urilor,
intensitatea semnalului fiind mai mare pentru platforma pastrata timp de 21 zile.
Capacitatea de detectiec a mismatch-urilor a fost investigatd dupd o zi de incubare,

rezultatele analizei fiind reprezentate grafic in Figura 5.6.
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Figura 5.6. Evaluarea comparativa 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

Se constatda cd diferentele intre oligonucleotidele hibridizate PM si C>A nu par
semnificative statistic. Pe de alta parte, intensitatile medii de hibridizare cu sondele C>G si
C>T apar mai scazute decat in cazul PM si C>A. Pentru confirmarea acestor observatii, am
efectuat analiza ANOVA unifactoriala impreuna cu testul post-hoc Tukey HSD (Tabelul
5.2).
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Tabel 5.2. Analiza ANOVA unifactoriali pentru intensititile 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>A vs. C>G | C>A vs. C>T | C>G s, C>T
Valori p ajustate
0,1279 ns | <0,0001 *** | <0,0001 *** | <0,0001 *** | <0,0001 *** 0,0964 ns

Rezultatele analizei statistice arata 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

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 5.7. este reprezentat grafic rezultatul analizei sondelor cu mismatch-uri

hibridizate dupa 21 de zile de incubare.

5.0

>
3]

Lg intensitatii semnalului
&
(=]

3.5

PM

C>A

c>G
Tip sonda

c>T

Figura 5.7. 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 5.3), 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 iIntre toate celelalte tipuri de sonde hibridizate am obtinut

diferente statistice conforme.

Tabel 5.3. 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

PM vs. C>T

C>Avs. C>G

C>Avs. C>T

C>Gvs. C>T

Valori p ajustate
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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.

Tn concluzie, am demonstrat imbundtitirea detectiei semnalului de
hibridizare intre secventele tinta si sondele BRCAL diluate Tn 200 mM Nay;HPO,,
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 avand sonde
depuse. Studiul a presupus utilizarea unui numar mare de replici tehnice pentru

cresterea discriminarii statistice a nucleotidelor in detectia SNPs.

5.5. Detectia specifici a substitutiilor uninucleotidice utilizand

platforme de nanofire de siliciu acoperite cu SU-8

Substraturile pe baza de siliciu, adaptate geometriei configurabile prin
procesele aplicate Tn microelectronica, sunt de interes datorita caracteristicilor
tehnologice controlabile, reproductibile si stabile (Oillic si colab., 2007; Coombs,
Khodjaniyazova si Bright, 2018). Nanofirele de siliciu (SiINWSs) au reflectivitate
redusd si o banda largd 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. Prin urmare, aceastd arhitectura reduce
autofluorescenta prin reflectiile multiple din matricea de nanofire, crescand
transmitanta datoritd modurilor cuplate de ghiduri de lumina care se propagd de-a
lungul lungimii SiNWs, rezultand astfel o absorbtie imbunatititd a luminii si
intensitatea crescuta a semnalului fluorescent.

Mecanismele uzuale de legare a ADN pe o suprafata (sticla, siliciu, polimer
sintetic) implica sonde modificate chimic cu grupari amino sau tiol prin care pot fi
atasate covalent de substraturi functionalizate exprimand grupari epoxi, aldehidice,
succinimidil sau izotiocianat (Cretich si colab., 2006; Nimse si colab., 2014).
Glicidil eterul bisfenolului A (SU-8) este un polimer fotosensibil ce exprima grupari
epoxidice si prezintd stabilitate termica, chimica, proprietiti fizice si optice
excelente. SU-8 este utilizat in mod obisnuit ca fotorezist negativ 1in
microelectronica, fiind adecvat pentru imobilizarea moleculelor in sisteme biologice

microelectromecanice (Bio-MEMS) si biosenzori (Joshi si colab., 2007; Deepu, Sai
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si Mukherji, 2009). Fezabilitatea lamelor de sticla acoperite cu SU-8 pentru
fabricarea microarray a fost deja demonstrata (Sethi si colab., 2010; Marie si colab.,
2006), cu toate acestea, nu exista studii privind utilizarea SU-8 pe arhitecturi 3D
care sa sustind atasarea uniforma a sondelor ADN.

Pornind de la aceste observatii, am dezvoltat un biosenzor nou,
nanoconfigurat (Subcapitolul 4.1.1.2. Tehnologie de fabricare a nanofirelor de
siliciu cu catalizatori de Ag), stabil din punct de vedere chimic, pe care sunt
controlate dimensiunile spot-urilor microarray prin acoperirea cu SU-8 a SiINWs
(procedura descrisa in Subcapitolul 4.2.2. SU-8), obtinand de asemenea
specificitate superioara si reproductibilitate de detectie a SNPs corespunzatoare

genei BRCAL.

5.5.1. Flux tehnologic

Sondele oligonucleotidice si secventele tinta utilizate corespund genei BRCAL
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/672).  Controlul negative (Nc) (secventa fara
complementaritate) si sondele specifice BRCAL au fost proiectate sa contind o modificare
cu 6 atomi de carbon (C6) si o grupare amino (NHj) la capatul 5' si doua tipuri de

polimorfisme uninucleotidice situate in acelasi locus (Tabelul 5.4.).

Tabel 5.4. Sonde si secvente-tinta

BRCALl
Sonde cu potrivire 5°-C6-NH,-CTAGGAATTGCGGGAGGAAAATGGG-3’
perfecta (PM)
Sonde cu 1 C>A 5°- C6-NH,-CTAGGAATTGAGGGAGGAAAATGGG-3’
mismatch
(MM) C>T 5~ C6-NH,-CTAGGAATTGTGGGAGGAAAATGGG-3’
Sonde cu 2
mismatch- CG>AA 5’- C6-NH,-CTAGGAATTGAAGGAGGAAAATGGG-3
uri (2MM)
Sonda fara
complementaritate — 5’-C6-NH,-TTGCATCTTCTGGGTCAGGTACGGA-3’
control negativ (Nc)
Secventa-tinta cu
complementaritate 5’-Cy3-CCCATTTTCCTCCCGCAATTCCTAG-3’
perfecta (C)

Secventele cu mismatch au fost proiectate in concordanta cu “SNPs raportate pentru
alela patogena, disponibile in baza de date a polimorfismelor uninucleotidice (dbSNP) a

variatiei secventel de nucleotide” (Kitts si Sherry, 2011;
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp?db%BCs). Rs28897696 este un polimorfism care, daca
se gaseste sub forma homozigota (doua copii), este foarte probabil sa creasca predispozitia
la cancerul mamar sau ovarian
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=28897696). O a  doua
nepotrivire corespunzatoare rs1057520432 (reprezentand o aleld benignd), a fost introdusa
intr-una din tipurile de sonde pentru a genera un efect mai destabilizator asupra duplexului.
Secventa-tintd complementara a avut un fluorofor Cy3 atasat la capatul 5', necesar pentru
detectarea fluorescentd a hibridizarii. Solutia de imobilizare constdnd 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 efectuata la temperatura camerei
cu Omni Grid Micro Contact (Genomic Solutions) avand incintd cu umiditate controlata
(80%). Conditiile de depunere, imobilizare, spalare si blocare au fost aceleasi cu cele

descrise Tn Subcapitolul 5.2. Configuratia structurilor microarray este reprezentata in

Figura 5.8.
4) Eliminarea valorilor extreme (outliersy
Rezultatele hibridizarii pentru 320 replici tehnice
(sp ot-uri) pentru fiecare matrice n = 320- outliers n=320- outliers I
4 coloane
I n=320- outliers
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Matrice Matrice Matrice 3) Preprocesarea prin Matrice Matrice Matrice

PM C>A C-T logaritmarea datelor PM C=A C=T
Suport comercial (REF) l
NanofireSi cu SU-8 (SU-8/SiNWs) 5) Analiza unifactoriala ANOVA dupa eliminarea valorilor extreme
Nanofire Si cu APTES-GAD (GAD/SiNW5s)

Figura 5.8. Schema de depunere a sondelor PM, C>A si C>T pe suporturile testate si etapele de

prelucrare a datelor pentru analiza statistica (preluata din Banu si colab., 2018b)

Mai exact, 3 matrici a 4 x 80 spot-uri (320 replici) corespunzatoare sondelor cu
complementaritate perfectd (PM), si sondelor cu un mismatch, au fost depuse cu un varf
solid avand diametrul de 200 pm atat pe suport comercial de sticla cu grupari active
aldehidice, cat si pe substraturile concepute din SiNWs. Pentru experimentele-control, au
fost utilizate 4 matrici corespunzdtoare controlului negativ (Nc), sondelor cu
complementaritate perfectd (PM), sondelor cu mismatch-ul C>A si sondelor continand

doua mismatch-uri (CG>AA); acestea au fost depuse atat pe suportul commercial cu
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grupari aldehidice, pe substraturile de SiNWs functionalizate, cat si pe substraturi de Si
cristalin functionalizate. Incubarea peste noapte a suporturilor s-a realizat la temperatura
camerei, pentru a obtine atasarea covalenta a sondelor de suprafata. Eliminarea sondelor
nelegate a fost ulterior realizata prin spalarea dispozitivelor de trei ori succesiv in fiecare
dintre urmatoarele solutii: (i) 2x SSC/0.1% g / v SDS (citrat de sodiu salin / dodecil sulfat
de sodiu); (i1) 1x SSC; (iii) DIW (apa deionizatd). Blocarea situsurilor nereactionate a fost
realizatd prin imersarea platformelor microarray timp de 30 de minute la 42 °C si 250 rpm
ntr-o solutie preincalzita (42 °C) de 1% g/ v BSA (albumina serica bovina) in 5x SSC si
0,1% g /v SDS.

Biochip-urile preparate astfel au fost stocate pentru 1 zi si 21 de zile la 4 °C in
atmosfera de Ny Tnainte de hibridizare, cu scopul de a evalua stabilitatea suporturilor pe
termen scurt si indelungat, alegand aditional doud intervale de timp (4 si 8 zile) pentru
SiNWs functionalizate cu SU-8. Un protocol optimizat de hibridizare a implicat secvente
complementare Cy3 diluate la 10 pM in solutie preincalzita la 60 °C, consistand din solutie
2x Denhardt, 10x SSC si 200 pg/mL ADN din sperma de hering. Solutia de hibridizare a
fost dispersata uniform pe suprafatd, prin acoperirea cu o lamela de sticla, iar evaporarea
ADN tinta a fost suprimata prin incubarea suporturilor intr-o incintd umeda timp de 4 h, la
42 °C. Inaintea citirii rezultatelor, secventele ADN-tintd neatasate au fost inliturate prin

spilarea biosenzorilor de trei ori succesiv in 2x SSC/0.1% g / v SDS, 1x SSC si DIW.

5.5.2. 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/) si structura microarray insotita de etapele de prelucrare a
datelor este ilustrata in Figura 5.8. Seturile de date corespunzatoare experimentelor control
au fost analizate folosind exact aceiasi pasi aplicati pentru dispozitivele ce au imobilizate
sondele PM, C>A si C>T. Graficul a fost generat utilizdnd valorile cu valorile de fundal
excluse si normalizate prin transformarea logl0, pentru a face interpretarea datelor mai
facila si semnificativa (Draghici, 2003). Valorile situate la 2¢ (deviatie standard) distanta
de medie au fost tratate ca valori redundante (outliers) si eliminate din analiza grafica si
statistica a nconcordantelor (mismatch). Toate graficele au fost generate folosind pachetul

ggplot2 din R (Wickham, 2009). Pentru experimentele control care implica sondele Nc,
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PM, C>A si CG>AA, seturile de date au fost analizate utilizind exact aceiasi pasi aplicati
pentru dispozitivele care contin PM, C> A si C> T.

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

Calculele aplicate in studiu sunt prezentate si explicate mai jos:

1. Raportul intre semnalul fluorescent si doua deviatii standard este definit ca:

S—-B
0s-0OB

(1)

unde S e media intensititii semnalului, B este media intensititii semnalului de

fundal, os este deviatia standard a intensitatii semnalului, iar og e deviatia standard a

intensitatii semnalului de fundal.

2. Normalizarea intensitatilor semnalelor de hibridizare (ly) e calculat conform

relatiei de mai jos:

In=XiL1lg(X; — BY)

)

unde n este numirul de replici tehnice dupi excluderea valorilor redundante, X;
reprezinti media intensitdtii semnalului spotului, iar B; e media intensititii semnalului de
fundal. Iy reprezinta intensitatile de hibridizare cu semnal de fundal extras, prelucrate prin

logaritmare.

3. Media intensitatii semnalului fluorescent de hibridizare (I) este calculat astfel:

on lgXi-By
=¥, ——

©)

82



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

unde n este numarul replici tehnice dupi eliminarea valorilor redundante, X;
reprezintd media intensitatii semnalului a spotului, iar B; e media intensititii semnalului de

fundal.

4. Deviatia standard (o) este determinata cu ajutorul urmatoarei ecuatii:

0= |2 (i, (8(R, — B) - p, B2y
@)

ce poate fi scrisd in mod simplificat folosind ecuatiile (1) si (2) astfel:

6= /ﬁ(IN —1)2

(5)

5. Coeficientul de variatie (CV), ca indicator de reproductibilitate al biochip-urilor,

este evaluat in functie de intensitatea semnalului de hibridizare (I) si de deviatia standard

(o), conform formulei urmatoare:

CV = ; X 100
(6)

5.5.3. Mecanismul de imobilizare

Exista doi factori care determina recunoasterea eficientd a sondelor atasate cu ADN
tinta: concentratia sondei legate trebuie sa fie optima pentru a evita efectul de aglomerare
si impedimentele sterice, iar sondele trebuie in mod ideal sa fie orientate intr-o pozitie
verticald (Peterson, Wolf si Georgiadis, 2002), aceste aspecte fiind discutate in
Subcapitolul 2.2.5. Mecanisme de imobilizare si hibridizare pe substraturi. Folosirea
unei configuratii 3D ar elimina posibilitatea aparitiei efectului de aglomerare si a
impedimentelor sterice si astfel ar creste eficienta hibridizarii. Sondele noastre ADN contin
un linker 5'-NH,-C6 care interactioneaza cu substraturile modificate cu aldehida si epoxi,
favorizand orientarea verticala in raport cu suprafata. Pe baza analizelor SEM/EDX
prezentate in Subcapitolele 4.2.1. APTES/GAD si 4.2.2. SU-8, este de asteptat 0 orientare
usor diferitd a sondelor ADN. 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 in apropierea suprafetei, devenind mai accesibile pentru procesul de hibridizare
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si favorizand o sensibilitate crescuta de detectie. Figura 5.9. ilustreazd mecanismele de
imobilizare pe platformele 3D modificate cu APTES-GAD (GAD / SiNWs) si, respectiv,
cu SU-8 (SU-8 / SINWS).

(a) Mecanismul de imobilizare a ADN monocatenar modificat cu grupari NH, pe SiNWs
functionalizate cu APTES-GAD

ss DNA Tipul reactiei
* A "
! *\ % Formarea bazelor Schiff, printr-o
°\ NH, N—H /N reactie de aditie urmata de
~ " HO eliminarea unei molecule H,O
Proprietati
HO AS(‘-IAI)IAII[;I(C chimica '
- - - Tarie ridicata a legaturilor
atasare covalenta formarea bazei Chilll i((‘
N/>

Schi o1 <
\N i \N Imobilizare ordonata

Temperatura crescuta de
hibridizare

SiNWs SiNWs SiNWs Limitarea semnalului de
hibridizare

(b) Mecanismul de imobilizare a ADN monocatenar modificat cu grupari NH, pe SiNWs acoperite cu
SU-8

ss DNA
/ ¥ * Tipul reactiei
s H‘ Substitutie nucleofila Sy 2-tip IT
NH,
o8 NH Proprietati
OH . - -
Protocol facil de imobilizare
Stabilitate in timp
o o Tirie ridicata a legaturilor

* * * * chimice
Reactie lenta intre ADN si
suporturile modificate cu
Sy2-tipIl

grupari epoxi

S S W, . - - . e
\ Siwe ST Densitate scazuta de imobilizare

Figura 5.9. Reprezentarea schematica a mecanismelor de imobilizare a sondelor modificate cu
grupari NH,— pe (a) GAD/SINWSs si (b) SU-8/SINWSs (preluati din Banu si colab., 2018b)

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 5.9. (a). Tn cazul acoperirii SINWSs 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 5.9. (b).

5.5.4. Investigarea specificitatii de detectie in timp

Stabilitatea si specificitatea sondelor sunt proprietiti esentiale pentru
platformele microarray de productie proprie care vizeaza implementarea
comerciala. Cateva studii existente au abordat stabilitatea pe termen scurt (pana la
16 ore) a sondelor nemodificate si modificate cu grupari NH, depuse pe suprafete
spalate 1n prealabil cu acid sau silanizate (Call, Chandler si Brockman, 2010) sau

pana la 42 zile de evaluare a anticorpilor depusi inainte de prelucrarea datelor
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(Gerdtsson si colab., 2016). Am analizat stabilitatea sondelor ADN depuse pe
platformele nanostructurate de Si (GAD/SiNWs si SU-8/SiNWs) si eficienta
hibridizarii pana la 21 zile, suportul comercial de sticla fiind considerat referinta
(REF). Pe langa examinarea imaginilor microarray fluorescente, histogramele si
coeficientii de variatie au fost analizati pentru a certifica stabilitatea In timp.
Analizele grafice au fost corelate cu statisticile ANOVA pentru a demonstra
specificitatea de detectie a oligonucleotidelor continand mismatch-uri foarte stabile.

Rezultatele imaginilor optice microarray arata diferente semnificative intre
spot-urile obtinute pentru fiecare tip de suport. Tn Figura 5.10. sunt prezentate

rezultatele hibridizarii pe suport comercial, dupa 1 zi si 21 de zile de incubare.

(a)lzi

sevre00c000000

(b) 21 zile

250 pm

Figura 5.10. Examinarea stabilitatii morfologice a ADN hibridizat pe suport comercial (REF) dupa

pastrarea biosenzorilor printati pentru (a) 1 zi si (b) 21 zile

Astfel, substratul de sticla comerciald modificat cu aldehida prezinta dupa 1
zi de incubare spot-uri de buna calitate, cu forme si intensitati conforme, cu
diametre de aproximativ 250 wm, mai mari decat diametrul varfurilor utilizate
(Figura 5.10. (a)). Dupa 21 de zile de incubare, apare o alterare morfologica in care
apare suprasaturatie Tn centrul spot-ului pricinuit de efectul Marangoni si la periferia
spot-ului din cauza efectului “coffee-ring” (Rao si Grainger, 2014) (Figura 5.10. (b)).

Dimensiunea spot-urilor este corelatda cu umectarea suprafetei, suportul comercial
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modificat cu grupari aldehidice fiind hidrofil, cu un unghi de contact de 74.3° (Figura

5.11.).
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Figura 5.11. Unghiurile de contact corespunzitoare picaturilor depuse pe (a) REF, (b) GAD/SiNWs
si () SU-8/SINWS, corelate cu unghiurile de contact medii si deviatiile standard calculate din trei
masurari efectuate pe aceesi probai; (d) variatia unghiului de contact (CA) in functie de timp pe REF,
GAD/SiNWSs si SU-8/SINWSs (preluata din Banu si colab., 2018b)

Morfologia spot-urilor si intensitatile de hibridizare obtinute pe platforma
GAD/SiNWs sunt acceptabile dupa 1 zi, cu o descrestere evidenta In intensitatea

semnalului dupa 21 de zile de incubare (Figura 5.12.).
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(b) 21 zile

360 pm

Figura 5.12. Semnalul fluorescent de hibridizare pe platforma GAD/SiNWs dupi stocarea pentru (a) 1
zi si (b) 21 de zile a biosenzorilor aviand sondele ADN atasate

S-au obtinut diametre mai mari ale spot-urilor (~ 360 pm) datorita difuziei capilare
printre nanofire atat a solutiei de imobilizare continand sonde ADN monocatenar, cat si a
solutiei de hibridizare continand ADN tintd (Banu si colab., 2015). Fenomenul de difuzie
capilard este confirmat de media unghiului de contact de 76°, cu o deviatie standard de 36°,
ceea ce indica reducerea unghiului de contact in timp (Figura 5.11. (b) si (d)).

n schimb, imaginile fluorescente care corespund SU-8/SiNW dupa 1 si 21 de zile de
stocare au dezvdluit, pe langd diametrele mai mici de spot, intensitati uniforme si

morfologii bune (Figura 5.13.).
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(a)lzi
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C>A

C>T

(b) 21 zile

PM

C>A

C>T

Figura 5.13. Evaluarea stabilitatii morfologice a ADN hibridizat pe platforma SU-8/SiNWs scanand
fluorescent suporturile hibridizate dupa (a) 1 zi si (b) 21 de zile de incubare

Diametrul mai mic al spot-urilor se datoreaza in principal hidrofobicitatii
suprafetei, confirmatd de unghiul de contactul mediu 6 de 101° (Figura 5.11. (c)).
Dimensiunea lor este de aproximativ 200 um, apropiatd de dimensiunea varfului,
confirmand ca acest tip de functionalizare este adecvat pentru dezvoltarea suporturilor
microarray.

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). Valorile semnalului raportat la doua deviatii
standard (SSDR) au fost calculate folosind Ecuatia 1, iar rezultatele ilustrate in Figura
5.14. arata ca s-au obtinut rezultate similare pe suportul comercial de sticla (REF) si pe

uuuuu

SU-8/SINWSs, unde valoarea SSDR scade doar cu 10 %.
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Figura 5.14. Misurarea semnalului de hibridizare raportat la doui 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., 2018b)

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 hibridizirii cu sondele avéind
complementaritate perfecta (PM). Dupd etapele de blocare si spalare 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 5.15.
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Figura 5.15. Evaluarea stabilitatii in timp a sondelor PM atasate pe: (a) dispozitiv comercial de sticla
(REF); (b) SiNWs functionalizate cu glutaraldehidi (GAD/SiNWs); (¢) SiNWs acoperite cu SU-8 (SU-
8/SINWSs), cuplate cu statistici descriptive pentru fiecare tip de substrat (preluati din Banu si colab.,
2018b)

Histograma corespunzatoare suportului REF prezinta 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 observa 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.
Acest fapt a cerut o evaluare suplimentard a intervalelor medii pentru a confirma
stabilitatea pe termen lung, prin urmare fiind selectate 4 zile si 8 zile pentru investigatii
(Figura 5.16.).

90



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

26
24 r | Dupa
22 | |1z
20 b [E21zile
o 18 r
=}
E 16
=14}
E. 12 o
210}
“
2 8f
=
6 b
4 F
2 o
of L1 1 11 [———
-0.8 -0.7 -0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6
Intensitatile normalizate ale semnalelor de hibridizare
4 zile 8 zile

I c CVv I G CVv
4,041 0,098 2,4% 3,987 0,177 4,4%

Figura5.16. Evaluarea stabilititii dupi 4 si 8 zile de depozitare a sondelor PM atasate pe SINWs
acoperite cu SU-8 (SU-8/SINWSs), cuplate cu statistici descriptive pentru fiecare tip de substrat
(preluati din Banu si colab., 2018b)

Analizele statistice suplimentare confirmd aceastd tendintd de Tmbunatatire,
prezentand doua distributii normale, suprapuse.

Intensitatile medii ale semnalelor fluorescente (I) au fost calculate pentru toate
substraturile utilizand Ecuatiile (2) si (3). Pentru REF, intensitatile medii ale semnalelor de
hibridizare au fost de I,z = 4.427 si Ip1zie = 4.463, urmate de SU-8/SiNWs cu Iy = 4.409 si
L1zile = 4.140 si de GAD/SiNWs cu 17 = 4.359 si Ipizie = 3.852. Cresterea intensitatii medii
calculate pentru REF este confirmata si vizual prin compararea imaginilor obtinute dupa
scanarea fluorescentd (Figura 5.10.), unde saturatia indusa de efectele “coffee-ring” si
Marangoni a fost evidenta.

Deviatiile standard (o) pentru 1 zi si 21 de zile de depozitare au fost calculate
conform Ecuatiilor (4) si (5). Calitatea medie a spot-urilor n cazul substratului comercial
(REF) nu a fost afectata in mod substantial, imprastierea datelor conducand la valori ale
deviatiei standard o1 = 0,081 si 621 zie = 0,099 (Figura 5.15. (a)). Pentru suporturile
fabricate au fost obtinute rezultate diferite: in timp ce initial, deviatia standard pentru
GAD/SINWs era o1 = 0,153, aceasta a suferit o scadere pana la o715 = 0,256 (Figura
5.15. (b)). In cazul SU-8/SiNWs, comportamentul este opus, deviatiile standard
imbunatatindu-se de la 615 = 0,248 pana la 021 e = 0,115 (Figura 5.15. (c)).

Reproductibilitatea spot-urilor hibridizate pe platformele create este data in

principal de coeficientul de variatie (CV), calculat folosind Ecuatia 6. O valoare CV mai
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mica de 10% este In general acceptabild, ceea ce denotd o precizie mai bund a calculului
atunci cand sunt implicate mai multe replici tehnice (Calvi si colab., 2017; Glotov si
colab., 2016; Strambini si colab., 2015). Toate dispozitivele analizate au prezentat
coeficienti mai mici de 7%, reflectaind performanta analizei care garanteaza fiabilitatea
procesului de fabricare. Dupa cum era de asteptat, cea buna stabilitate in timp a fost
prezentatd de REF, avand CV; ;i = 1,8% si CV21 zie = 2,2%. Pentru GAD/SINW au fost
calculate valori inferioare ale acestui coeficient dupa 1 zi (CVyz = 3,5%), degenerand dupa
21 de zile la CVa1ze = 6,6%, fiind anticipat de distributia descentrata a datelor cu varfuri
bimodale disparate. Aceste constatiri pot fi asociate cu indepartarea straturilor
APTES/GAD/ADN datorita instabilitatii hidrolitice a APTES dupa pastrarea suporturilor
la 4 °C, in atmosfera cu umiditate ridicata (Zhu, Lerum si Chen, 2012; Aissaoui si colab.,
2012). Analizand datele obtinute pe noua configuratie cu SU-8/SiNWs, am obtinut un
coeficient care, dupa 21 de zile, a fost comparabil cu cel calculat pentru suporturile

comerciale - CVa1ile = 2,8%.

5.5.5. Analiza statistica a specificitatii de detectie a polimorfismelor
uninucleotidice pe platforme stocate in timp

Un experiment de proba a fost efectuat avand suporturi cu sonde control negativ,
sonde PM, sonde care au o nepotrivire nucleotidica (C>A) si sonde care contin doua
neconcordante (CG> AA). Suportul comercial de sticla a fost luat drept referinta (REF), iar
suprafata de siliciu monocristalin modificata cu APTES-GAD si SU-8 (GAD/Si si SU-
8/Si) a fost inclusa pentru o vizualizare comparativai cu platformele 3D bazate pe
GAD/SiNWs si SU-8/SINWSs). Testul ANOVA unifactorial cu corectia post-hoc Tukey
HSD a fost efectuat pentru toate substraturile utilizate n experimentele control pentru a
evalua precizia discriminarii intre sondele hibridizate. Intensitatile semnalelor de
hibridizare normalizate conform Ecuatiei 2 au fost luate Tn considerare pentru sondele PM

in comparatie cu sondele MM (Figura 5.17.).
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Figura 5.17. Evaluarea diferentelor de intensitate a semnalelor de hibridizare dintre sondele PM si
sondele care contin una (C> A) si doua nepotriviri nucleotidice (CG> AA) pe (a) dispozitivul comercial
de sticla - REF; (b) SiNWs functionalizate cu glutaraldehida - GAD/SINWS; (c) SINW sacoperite cu
SU-8 - SU-8 / SiNWs, corelate cu analiza statistica (preluata din Banu si colab., 2018b)

Pentru controalele negative depuse si atasate pe toate tipurile de suport nu s-au
observat semnale fluorescente de hibridizare. Tn Figura 5.18., urmele varfurilor cu care au

fost depuse controalele negative sunt clar observate pe SINWS.

Figura 5.18. Controlul negativ depus pe suprafata constituiti din nanofire de siliciu, acoperita cu SU-8.
Urma varfului este prezenti, insi nu exista hibridizare nespecifica (preluatia din Banu si colab., 2018b)
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Analiza grafica a REF prezinta o discriminare Statistica intre sondele PM, C>A si
CG>AA neadecvate (*** p <0,0001) (Figura 5.17. (a)). Analiza statistica a rezultatelor de
hibridizare pe GAD/Si prezintd o discriminare semnificativa statistic intre sondele PM si
CG> AA (*** p <0,0001), in timp ce intensitatea semnalului de hibridizare este mai mare
pentru C>A (3,631) decat pentru PM (3,521), facand din GAD/Si o platforma de detectie
neadecvata (Figura 5.19. (a)).
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Figura 5.19. Analiza statistica a rezultatelor hibridizirii pe GAD/Si si SU-8/Si (preluati din Banu si
colab., 2018b)

Prin analogie, rezultatele hibridizarii pe suportul GAD/SINWSs au evidentiat
intensitati mai mari a semnalului (Figura 5.17. (b)), 4.198 in loc de I = 3,521 pe GAD/Si
pentru PM si discriminare statisticd intre toate tipurile de probe (*¥** p <0,0001) desi
intensitatea medie a lui C>A (4,137) este putin mai mica decat in cazul PM hibridizat.

Atéat pe SU-8/Si (Figura 5.19. (b)) cat si pe SU-8/SiNWs (Figura 5.17. (c)), au fost
obtinute rezultate superioare 1n termeni de specificitate de detectie (*** p <0,0001), cu un
coeficient de variatie egal cu 2,16% pentru PM hibridizat pe SU-8/Si si 1,24% pe SU-
8/SiNWs. Sondele CG> AA au demonstrat o destabilizare puternicd a duplexului ADN
atunci cand sunt atasate pe SU-8, deoarece semnalul fluorescent nu a putut fi decelat de
semnalul de fundal si extras pentru analiza datelor, in timp ce pe suprafetele expunand
grupari aldehidice, Secventa cu doua neconcordante a fost detectata, avand cea mai mica
intensitate a semnalului de hibridizare. Pe baza acestor constatari, este evident ca nu doar

suprafata nanostructuratd, ci si grupdrile functionale joacid un rol major in acuratetea
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detectiei ADN, cu o mai buna specificitate de hibridizare pe SU-8 datorita reactivitatii mai
mari a gruparilor epoxi (Sonawane si Nimse, 2016).

De asemenea, 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 5.20.).
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Figura 5.20. Comparatia intensitatilor semnalelor de hibridizare intre sonda PM si neconcordantele
reprezentate de sonda C>A si sonda C>T pe (a) suportul comercial de sticla - REF; (b) SINWs
functionalizate cu glutaraldehida (GAD/SiNWs); (¢) SiNWs acoperite cu SU-8 (SU-8/SiNWs) dupa 1 zi
si 21 de zile de incubare au fost corelate cu analiza ANOVA unifactoriala (preluati din Banu si colab.,
2018b)

Analiza grafica a datelor de hibridizare pe suportul REF dupa 1 zi de depozitare
prezentata in Figura 5.20. (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 accentuata dupa 21 de
zile, cand diferenta dintre PM si C>A a devenit semnificativa, semnalul de hibridizare mai
ridicat al sondelor C>A facand analiza incorectd (textul rosu evidentiat in tabelul asociat
Figurii 5.20. (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 decét duplexul ADN C/G (Li, Zon si Wilson, 1991; Allawi si SantaLucia,
1998).

Aceeasi situatie a fost Tnalnita pentru platforma GAD/SINWS in ceea ce priveste
diferentele dintre sondele hibridizate C>A si PM, atat dupd 1 zi, cét si dupd 21 de zile de
depozitare (Figura 5.20. (b1) si (b2)). Daca initial diferentele dintre celelalte tipuri de
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sonde erau semnificative statistic, dupa 21 de zile s-a observat ca intensitatea semnalului
pentru C> T este semnificativ mai mare decat pentru PM. De fapt, toate valorile "p" au
devenit substandard pe GAD/SiINWSs dupa o perioada indelungata de stocare.

O specificitate foarte bund de detectie este obtinutd pe biochip-ul SU-8/SINWS,
care prezintd o distinctie buna intre sondele PM hibridizate si oligonucleotidele hibridizate
C>A, C>T (*** p <0,0001) dupa 1 zi de incubare, cu o usoara diferenta (ns 0.9844) intre
cele doua tipuri de nepotriviri (Figura 5.20. (c1)). Un comportament opus n timp a fost
observat pentru acest tip de platforma (Figura 5.20. (c2)). Imbunatatirea calitatii 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). Rezultatele promitatoare evidentiate pe SU-
8/SINW dupa 1 zi si 21 de zile au necesitat evaluarea intermediara a stabilitatii pe termen

lung de 4 zile si 8 zile (Figura 5.21.).
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Figura 5.21. Comparatia intensitatilor semnalelor de hibridizare intre sonda PM si neconcordantele
reprezentate de sonda C>A si sonda C>T pe SiNWs acoperite cu SU-8 (SU-8/SiNWs) dupa 4 si 8 de zile
de incubare, corelata cu analiza ANOVA unifactoriala (preluata din Banu si colab., 2018b)

Pentru intervalele suplimentare investigate se constata aceleasi tendinte de detectie,
ceea ce confirma reproductibilitatea Tnalta pentru platforma tridimensionald acoperita cu
SU-8. Astfel, desi densitatea de imobilizare scazuta si reactia lentd intre ADN si
suporturile epoxidice au fost raportate n literatura de specialitate (Nimse si colab., 2014),
studiul nostru evidentiaza tendinta ca probele fixate sa se stabilizeze in timp si sd permita

discriminarea Intre cele mai stabile neconcordante corespunzatoare BRCAL.
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Tn concluzie, suporturile nanostructurate acoperite uniform cu SU-8 s-au dovedit
a imbunatati reproductibilitatea procesului de hibridizare. Prin analiza statisticd, am
demonstrat capacitatea noului suport microarray de detectic a nepotrivirilor

uninucleotidice foarte stabile

5.6. 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, permitdnd atasarea facila a ADN modificat cu
grupari tiol prin formarea monostraturilor autoasamblate (Hakkinen, 2012). Herne si
Tarlov (Herne si Tarlov, 1997) au realizat o analiza cuprinzatoare in care demonstreaza
utilizarea sondelor ADN modificate cu alcantiol si a 6-mercaptohexanolului pentru
obtinerea unor suprafete de aur acoperite uniform cu monocatene pentru obtinerea unei
activitati de hibridizare ridicata. Tn rest, sunt insuficiente investigatii sistematice privind
constructia optima a monostraturilor mixte autoasamblate (Zhang si colab., 2015; Zhang si
colab., 2014). Asadar, este esentiald evaluarea sistematica a hibridizarii ADN de
oligonucleotidele atasate de suport si de a optimiza parametrii de lucru, deoarece utilizarea
suporturilor din Au permite validarea rezultatelor prin mai multe tehnici, precum
electrochimicd, rezonanta plasmonilor de suprafata si tehnologia microarray. Prin
voltametrie ciclica (CV: cyclic voltammetry), Zhang si colab. (Zhang si colab., 2014) au
obtinut hibridizare optimd prin co-imobilizarea ADN monocatenar (ssSDNA) cu
mercaptohexanol (MCH) in proportie de 1:1. Pe de alta parte, Keighley si colab. (Keighley
si colab., 2008) au stabilit prin spectroscopie de impedanta electrochimica (EIS) un optim
al densitatii sondelor ADN la un raport ssDNA:MCH de 1:4, in timp ce Yang si colab.
(Yang si colab., 2016) au optimizat raportul ssDNA:MCH la 1:10.

Am abordat o modalitate proprie de evaluare si validare a eficientei imobilizarii si
hibridizarii ADN pe suport pe Au, utilizdind tehnica microarray cu analiza statistica
dedicata, urmata de analiza in timp real prin SPR a imobilizarii si a hibridizarii cu
concentratii diferite de probd reala, pentru determinarea limitei de detectie si a cantitatii

hibridizate de proba corespunzatoare fragmentelor reale ADN-HPV.
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5.6.1. Procedura experimentala

5.6.1.1. Amplificarea si clonarea secventelor ADN corespunzatoare
genotipurilor HPV

(a) Seturi de primeri

ADN viral pentru 10 tipuri HPV a fost extras si furnizat de GeneticLab Bucuresti,
impreund cu primerii HPV (Biomers.net). Au fost construite 10 seturi de primeri specifici
genotipurilor HPV pentru amplificarea PCR conform lui Nishiwaki si colab., indeplinind
urmatoarele criterii: 1) regiunile 3’ ale primerilor sunt specifice pentru fiecare genotip HPV
n parte; ii) temperatura de topire (Tr) a primerilor este mai mare de 65 °C, crescand astfel
specificitatea reactiei de amplificare; iii) procentul de GC al primerilor este intre 45 - 60%,
cu rare exceptii; iv) dimensiunea fiecarui amplicon difera cu peste 20 pb pentru a permite
identificarea tulpinilor HPV prin electroforeza; v) primerii au fost construiti astfel incat sa

nu se ataseze de ADN genomic uman (Nishiwaki si colab., 2008) (Tabelul 5.5.).

Tabel 5.5. Secvente ale primerilor specifici ADN-HPV (adaptare dupa Nishiwaki si colab., 2008)

; Fragmente : .
Genotip Primeri (5°->3") Lungime %C '|o'm gene Dimensiune
(Pb) (%) (°C) amplificate ctijpllizs)

F:
| | ACCACCGAGGCCACCAACAACGAAAGT 27 556 75 _— 123-128
R: 27 63 754 ' 135
CGTGGTCTACTGTCCACGGCGCAGTCT
F:
" AACAGTCCATTAGGGGAGCGGCTGGA 26 577 737 £ 187
R: 21 571 732
TGCCGCCATGTTCGCCATTTG
F:
TGTTGGACATCACACCTACCGTGGA 25 52 697
45 o o . L1, L2 205
TCCGTACCTGACCCAGAAGATGCAA
F:
5 CCGACGGAGTGTCCCTGGACCATCTTA 27 503 741 " 220
R: 28 536 741
CCAGCGTTTTTGGTTCCCCGTA
F:
ACGCAGACGAAAACGGGCCTCTGCT 25 60 75
= R: 25 64 76 L 2
GGCCTAGCAGGGGATGCGTCCACAA
F:
GCGGGCGGCTCCTACCTCTTCCTCTTC . . —
R: 29 586 749 L =
CCACCTAACCTGACACACACTGCCCAA ' '
GG
= 32 406 748
56 TGTTGTTTTTCCGCCATTTTGTACATGC : : - 330
e 32 438 711
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R:
TGGCCTACATAGGTGATTCTGCAAGCC
AAAAC
F:
. GCGGTCCAAACGC'_II:CTACAAAACGCAC 28 536 74.3 P 260
R 27 51,9 75,3
GCAGGGGCACCAACATCAACAATTCCA
F:
CCATAACATCGGTGGACGGTGGACAGG 27 59,3 75
5 R: 27 503 757 =6 =L e
CCATTACATCCCGTCCCCTCCCCTTCA
F:
GGTGTTGGTGCTGGTGCTTTTGCTA 25 52 70,1
52 R: 25 56 708 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 electroforezd 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 corespunzatoare au fost amplificate, purificate, transformate in
vectorul pCR 2.1 TOPO si ulterior clonate in celule competente de E. coli. Eficienta
amplificarii secventelor HPV a fost verificata prin electroforeza, dupa etapa de purificare

(Figura 5.22.).
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Figura 5.22. Electroforeza ampliconilor HPV dupa etapa de purificare

(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 salina 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 moleculd ADN vector si replicatd in numar mare intr-o celuld gazda
(Lodish si colab., 2000).

Produsul PCR si vectorul prezintad 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 pL. de celule competente si incubate
30 min pe gheatd, 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, insamantate
pe placi Petri cu mediu LB solid cu ampicilind (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
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sterilizarea mediului LB cu agar, 50 pg/mL Amp au fost adaugati, solutia fiind turnata in

placi petri si lasata sa 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.
(f) 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 uL 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 5.23.).
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Figura 5.23. Electroforeza in gel de agaroza a secventelor ADN clonate in pCR 2.1 TOPO

5.6.1.2. Microarray si SPR

Probele utilizate Tn experimentele microarray si SPR sunt prezentate in Tabelul
5.6.

Tabel 5.6. Secvente ADN

HPV 18 — secvente corespunzitoare 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 sa 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 utilizdnd sonde control (fard complementaritate fata 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 Th experimente microarray, in timp ce proba reala
ADN utilizata in experimente a fost pregatitd conform descrierii din Subcapitolul 5.6.1.1.
Amplificarea si clonarea secventelor ADN corespunzatoare genotipurilor HPV .

Sondele ADN (50 uM) au fost preincubate 30 min in tris(2-carboxi-etil) fosfina
(TCEP), pentru reducerea puntilor disulfurice si sporirea gradului de legare a moleculelor

tiolate de Au. O conditie pentru obtinerea rezultatelor microarray reproductibile pe
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substratul Au este chimia adecvata de imobilizare. Legatura Au-S este relativ stabila (30-
40 kcal/ mol) (Love si colab., 2005), dar dislocuirea oligonucleotidelor mono-tiolate
atasate nespecific constituie un neajuns. Mercaptohexanolul (MCH) are rolul de a dislocui
si reorganiza sondele ADN atasate nespecific, ramanand pe suprafatd doar sondele atasate
prin grupari tiol. In consecinti, MCH determini o densitate mai mici a sondelor care creste
eficienta hibridizarii (Keighley si colab., 2008; Steel si colab., 2000).

Depunerea controlata pe suport de Au a 10 pM sonde ADN diluate in solutie de
imobilizare (cu sau fara mercaptohexanol - MCH) a fost realizatd conform Figurii 5.24.
Pentru fiecare tip de ADN atasat au fost depuse 6 randuri x 6 coloane de spot-uri (36
replici tehnice).

Figura 5.24. Depunerea rapoartelor ADN:MCH pe suprafete de Au (adaptare dupa Banu si colab.,
2017)

Obtinerea unei densitati adecvate a suprafetei este necesara in dezvoltarea unei
game largi de biosenzori ADN (Keighley si colab., 2008). Acest aspect a fost investigat
prin microarray dupa co-imobilizarea ADN cu diferite concentratii de MCH pentru 2 ore si
peste noapte. Pentru evaluarea eficacitatii legarii ADN in prezenta/ absenta MCH,
platformele au fost scanate la o lungime de unda de 532 nm (excitarea fluoroforului Cy3).

Teste ulterioare au constat in analiza eficientei de hibridizare folosind 1 uM ADN
specific fragmentului genetic E1 corespunzator tulpinii HPV 18, proiectarea chip-urilor

microarray fiind prezentata in Figura 5.25.
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HPV 18
HPV 18/C3 C3/MCH

Control-Cé

HPV HPV 18
18/C6 C6/MCH

Control-C6

Figura 5.25. Depunerea sondelor ADN pe suprafete de Au (adaptare dupa Banu si colab.,
2017)

Secventele control (secvente aleatoare, fara complementaritate) au fost utilizate
pentru a certifica eficienta imobilizarii in prezeta sau absenta MCH. Ulterior, am investigat
eficienta reactiei de hibridizare la 42 ° C, incuband peste noapte secventele-tinta cu sondele
atasate specifice HPV 18 continand 3 sau 6 atomi de carbon. Pentru a examina stabilitatea
legéturii Au-S-ADN, suporturile au fost spalate dupa hibridizare la at 42 °© C cu 2x SSC +
0.2% SDS, 1x SSC si apa deionizata.

Studiul SPR al imobilizarii si hibridizarii a fost realizat la temperatura constanta de
22 °C, utilizand 100 pL sonde ADN de concentratia 1 uM pentru cele doud cuve ale

echipamentului.

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

Intensitatile semnalelor de hibridizare au fost extrase cu GenePix® Pro 7 sl
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 o (deviatie standard) distanta de medie au fost tratate
ca valori redundante si inlaturate din analiza grafica si statistica. Graficele au fost generate

cu pachetul ggplot2 (Wickham, 2009).

5.6.3. 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 fara MCH. In Figura 5.26. sunt prezentate
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grafic rezultatele obtinute dupd 2 h de imobilizare, fiind acompaniate de statistici

4 g
%
'@‘?“;&

3t

ADN ADN:2MCH ADN:4MCH ADN:6MCH ADN:8MCH ADN:10MCH
Raportul ADN:MCH

descriptive.

Log,,(Intensitatea semnalului)

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
V| 7,4% | 7,48% | 7,68% | 9,46% | 8,39% | 18,26%

OQ»—U

Figura 5.26. Intensit:itile 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 scadere mica a intensitdtii semnalului de imobilizare dupa co-
incubare cu 1:4 Capn/Cuich. Prin cresterea suplimentara a concentratiei MCH, se obtine un
coeficient de variatie mai mare (CV) datorita raspandirii datelor, indicand scaderea
reproductibilitatii deoarece MCH relocalizeaza ADN legat nespecific in afara zonei
definite de varfurile solide utilizate la depunere.

Pornind de la datele colectate dupd 2h de imobilizare, am investigat influenta

incubadrii peste noapte (Figura 5.27.).
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Log,,(Intensitatea semnalului)

ADN ADN:2MCH ADN:4MCH ADN:6MCH ADN:8MCH ADN:10MCH
Raportul ADN:MCH

Rapoarte ADN:MCH

ADN | 1:2 1:4 1:6 1:8 1:10
3,754 | 3,581 | 3,391 | 2,93 3,335 | 3,29
0,269 | 0,307 | 0,223 | 0,299 | 0,244 | 0,465
V | 7,16% | 8,57% | 6,57% | 10,2% | 7,31% | 14,13%

Oq»—d

Figura 5.27. Intensititile sondelor imobilizate dupi incubarea peste noapte

Reprezentarea grafica asociatd cu statisticile descriptive releva cele mai mari
intensitati de imobilizare pentru ADN neasociat cu MCH si pentru amestecul 1: 2 Capn /
Cmch. Incubarea peste noapte nu a imbunatatit intensitatea semnalului de imobilizare, nici
reproductibilitatea acestuia marcatd de coeficientul de variatie. Aceste constatdri sustin
masurarile cantitative radioizotopice ale lui Steel si colab. (Steel si colab., 2000), care au
constatat ca dupa 2 ore sondele acopera suprafata in procent de 80%. Intensitati inferioare
ale semnalului de imobilizare sunt dezvaluite prin co-incubarea ADN cu MCH in proportii
ale Cona/Cucnde 1: 4, 1: 6, 1: 8 si 1:10.

5.6.4. Optimizarea parametrilor de hibridizare

Pe baza studiilor anterioare de imobilizare, 10 uM sonde ADN marcate fluorescent
au fost atasate sau co-incubate cu 10 uM MCH, cu rol de control al imobilizarii. Figura
5.28. prezinta rezultatele fluorescente obtinute dupa imobilizarea timp de 2 h a secventelor-

control.
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Figura 5.28. Rezultatele imobilizirii pe: (a) primul biochip si (b) al doilea biochip
Din analiza fluorescenta, spot-urile corespunzatoare secventelor diluate in solutie
fara MCH par a fi mai uniforme. Intensitatile semnalelor de imobilizare au fost cuantificate

in reprezentarea grafica din Figura 5.29. si insotite de statistici descriptive.

Log,,(Intensitatea semnalului)
w

ADN ADN:MCH 1:1
Raport ADN:MCH

I c CcVv
ADN | 4322 | 0,199 | 4,60%
ADle_'l"CH 4,059 | 0,186 | 4,58%

Figura 5.29. Semnalul de imobilizare inaintea procesarii biochip-urilor

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 minora intre deviatiile standard (capn = 0,199 si 6apN:McH =
0,186). Coeficientul de variatie (CV) releva o reproductibilitate buna pentru ambele situatii
(4,60% si4,58%).

Taria legaturi Au-S-ADN a fost verificata dupa spalarea chip-ului, rezultatele cele
mai bune fiind evidentiate intr-un cerc verde (Figura 5.30.).
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Figura 5.30. Semnalul de imobilizare dupi hibridizarea 15 h a chip-ului la 42 °C si etape de spalare

S-a remarcat o scddere a intensitdtii semnalului datoritd inlaturarii sondelor ADN

neatasate specific rezultatul fiind analizat grafic si statistic in Figura 5.31.

i

L

W

N

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

=y
=3

ADN (i) ADN (h) ADN:I\;ICH (i) ADN:IV;CH (h)

inainte si dupi procesarea biochip-urilor Inainte si dupa procesarea biochip-urilor
I 6 Ccv I G cV
ADN (i) 4,322 0,103 | 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 5.31. Modificarea intensitatilor semnalelor fluorescente de imobilizare in urma etapelor

aditionale de procesare a biochip-urilor

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

Coordonarea verticala a atasarii sondei pe suportul solid este un parametru cu rol
decisiv in facilitarea accesului oligonucleotidelor complementare la sonde in timpul
hibridizarii. Distantierul este Situat intre sonde si suport, rolul sau fiind acela de a expune

secventele nucleotidice care vor participa la evenimentul de hibridizare. Folosind
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oligonucleotide mici (~ 25 baze), este esential sd se optimizeze semnalul de hibridizare
prin ajustarea lungimii distantierului sau a concentratiei de sonde (Chou si colab., 2004).

Tn Figura 5.32. sunt evidentiate cu cerc verde cele mai bune rezultate de hibridizare
intre ADN tintd marcat fluorescent cu Cy5 si oligonucleotidele corespunzatoare

fragmentului de gend E1 al tulpinii HPV 18.

Figura 5.32. Intensitatea semnalului de hibridizare dupa incubarea suportului 15 h cu ADN tinta

Se oberva un semnal crescut de fundal din cauza legarii nespecifice a moleculelor
tintd marcate cu CyS. Din analiza imaginii fluorescente, spot-urile hibridizate
corespunzatoare sondelor care nu au fost co-imobilizate cu MCH si avand distantier C6 par
sd fie cel mai bine definite. Aceastd observatie este confirmatd de analiza grafica si

statistica a replicilor tehnice, prezentata in Figura 5.33.
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Influenta spatiatorului din carbon
I c CVv
C3 3,726 0,266 7,13%
C6 4,005 0,141 3,59%

Figura 5.33. Influenta lungimii spatiatorului de carbon asupra eficientei reactiei de hibridizare
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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 tinta 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 in
considerare in continuare pentru investigarea comparativa a eficientei hibridizarii (Figura

5.34.).
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C6 C6MCH
Influenta spatiatorului din carbon
I c Cv
C6 4,005 0,141 3,59%
C6 MCH 3,618 0,325 8,98%

Figura 5.34. Influenta MCH asupra eficientei hibridizarii
Cele mai bune rezultate au fost obtinute hibridizdnd 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.

5.6.5. Evaluarea prin SPR a imobilizarii si hibridizarii secventelor ADN-
HPV

Pentru a determina cea mai rapidd abordare pentru crearea monostraturilor ADN
autoamponente (SAM), am studiat prin SPR influenta amestecarii solutiei (viteza de 33,3
uL/s) asupra concentratiei de molecule adsorbite (Figura 5.35.). Specificatiile tehnice ale
SPR se regasesc in ANEXA 1 - Al.2.c).
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Figura 5.35. Influenta amestecarii solutiei in reactia de imobilizare

Sensograma relevd o deplasare accentuatd a unghiului de rezonantd pentru
procedura de amestecare, cu 4,71 ng / mm® sonde ADN atasate, experimentul fara
amestecare conducand la 3,27 ng / mm? sonde atasate. Legarea nespecifica de suprafati
este usor de indepartat prin amestecarea solutiei, fiind astfel create mai multe situsuri
legarea specifica a ADN. Astfel, amestecarea garanteaza omogenitatea probelor ADN in
canalul cuvei si reduce interactiunile nespecifice cu suprafata.

Figura 5.36. 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 5.36. 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). Tn prima

ord de imobilizare, reactia de atasare are loc foarte rapid, urmata de o crestere mai lenta.
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Sensibilitatea de detectie a hibridizarii ilustrata in Figura 5.37. a implicat utilizarea
a 4 concentratii de fragmente reale ADN corespunzatoare fragmentului HPV 18: 1 pM, 10

pM, 0.1 uM si 10 uM.
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Figura 5.37. Curbele de hibridizare pentru concentratii variate de fragmente reale ADN
corespunzitoare tulpinii HPV 18

Pentru cea mai diluatda proba ADN (1 pM), s-a obtinut pe o perioada de 15000 s o
deplasare maxima a unghiului de rezonanta de 331 m°, corespunzitoare 2,71 ng/ mm?.
Pentru cea de-a doua concentratie (10 pM), am obtinut in 15000 s o deplasare a unghiului
de 484 m® echivalenti cu 3,97 ng / mm? ADN tintd. Pentru a treia concentratiec de ADN
(0,1 uM), maximul a fost atins Tn 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 1n 15000 s. Utilizand probe reale de ADN, am obtinut rezultate
bune de hibridizare, metoda SPR ficand 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.

5.7. 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. Tn acest context, s-
a analizat impactul pe care il joaca 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 tindnd cont de aceste
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rezultate, s-a ales procedura adecvata masurdrilor electrice I-V si de potential.
Specificatiile tehnice ale sistemului de masurare electrica se gasesc in ANEXAL — Al.2.e).
5.7.1. Procedura experimentala si de analiza grafica

Probele utilizate in detectia fluorescentd si caracterizarile electrice sunt prezentate

n Tabelul 5.7.

Tabel 5.7. 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-tinti (cu 5°-Cy5-TCCATTGGGAACAAGGCCTCCCA-3’
complementaritate fata de
secventa specifici genei L2) 5’-TCCATTGGGAACAAGGCCTCCCA-3’

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

Imobilizarea si hibridizarea ADN pe suporturi modificate cu APTES-GAD si
GOPTMS hidrolizat a avut loc in exact aceleasi conditii descrise in Subcapitolul 5.5.1.
Flux tehnologic. In schimb, pe suporturi functionalizate cu GOPTMS din stare de vapori
am optimizat procedura de imobilizare astfel: dupa depunerea controlatd pe suporturi a
sondelor ADN diluate in Na;HPO, la concentratia de 50 puM, incubarea a avut loc peste
noapte la temperatura de 60 °C, in incintd umeda. Secventele ADN depuse au fost uscate la
110 °C, 1 h, suporturile fiind spalate apoi conform descrierii din Subcapitolul 5.5.1. Flux
tehnologic. Pe substraturile functionalizate cu GOPTMS din stare de vapori au fost depuse
controlat 2 matrici a 8 x 8 spot-uri (64 replici) corespunzatoare fragmentului genei L2-
HPV16 si sondelor control. Pentru experimentele microarray, etapa de hibridizare a fost
realizata cu secvente tintd diluate la concentratii finale de 10 uM, 1 uM, 0,5 uM si 0,1 uM,
iar pentru caracterizarile electrice pe suporturi functionalizate cu GOPTMS din vapori, s-
au utilizat 3 concentratii de ADN tinta si anume 1 uM, 0,1 uM si 0,01 uM.

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
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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.

5.7.2. Caracterizari electrice pe suporturi de tip SOI functionalizate cu
APTES-GAD

Substraturile de tip SOI au fost functionalizate cu APTES-GAD conform
protocolului descris in Subcapitolul 4.2.1. APTES/GAD, atasarea sondelor ADN fiind

confirmata prin semnalul fluorescent dat de secventele control (Figura 5.38.).

Figura 5.38. Fluorescenta secventelor control atasate de suportul modificat chimic

Imaginea fluorescentd releva eficienta atasarii secventelor ADN de suportul
modificat chimic.

Insulele de Si au fost caracterizate electric prin masurari Ip-Vg si V-V 1n
configuratia W-MOSFET. O deplasare a curbei catre tensiunile pozitive de poarta 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; dacd sunt addugate grupdri pozitive pe suprafatd, este de
asteptat o deplasare a curbei cétre tensiunile negative de poarta.

Figura 5.39. prezinta caracteristicile Ip-Vg unde fiecare curba corespunde unei

etape de modificare chimica.
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Figura 5.39. Caracteristici Ip-Vg dupa fiecare etapa de modificare chimica cu (a) variatie crescitoare
de la -15 la +15 V (forward) si (b) variatie descrescitoare de la +15 la -15 V (reverse)
(TSi = 70nm, TBOX = l45|’1m)
Curbele Ip-Vg sunt deplasate spre stanga dupa etapa de functionalizare cu APTES
(linia rosie), conform asteptarilor (moleculele de APTES confera sarcini +). O deplasare
mai accentuatd spre stanga este observatd in urma functionalizarii cu GAD (linia verde).
Gruparile aldehidice nu ar fi trebuit sd inducd vreo modificare electricd observabila.
Modificarea chimica cu sonde ADN monocatenar (ssDNA) si hibridizarea (dsDNA) induc

deplasari ale curbelor care sunt contrare asteptarilor, avand in vedere incdrcarea globald

negativa a oligonucleotidelor.

5.7.3. Caracterizari electrice pe suporturi SOI functionalizate cu GOPTMS
hidrolizat

Substraturile de tip SOI au fost functionalizate in primele teste cu GOPTMS
hidrolizat, conform protocolului descris in Subcapitolul 4.2.3. GOPTMS, atasarea ADN

fiind verificata prin semnalul fluorescent al secventelor control (Figura 5.38).

Figura 5.40. Imobilizarea secventelor control de Si cu GOPTMS hidrolizat
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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 5.41., luand ca referinta caracteristicile initiale ale doua biochip-
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Figura 5.41. Caracteristici 1p-Vg dupa (al-a2) etapa de curatare cu solutie Piranha, functionalizarea
cu GOPTMS hidrolizat si (b1-b2) dupa etapele de functionalizare, atasare sonde ADN si hibridizare n
variatie forward si reverse (Tg; = 70nm, Tgox = 145nm)

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

Aceleasi deplasari au rezultat si din extragerea caracteristicilor Vg-Vg
corespunzatoare fiecarei etape experimentale, acestea fiind reprezentate grafic inh Figura
5.42.
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Figura 5.42. Caracteristici V-V dupa fiecare etapi experimentali, in variatie forward si
reverse

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

Semnalele fluorescente de imobilizare prezentate in Figura 5.43. arata spot-

uri cu diametrul masurat de 250 um, clar diferentiate fata de semnalul de fundal.

Figura 5.43. Semnalul fluorescent de imobilizare al secventelor control

Testele de stabilitate a sondelor atasate au fost efectuate pornind de la replicile
tehnice prezentate Tn Figura 5.43., pentru a testa stabilitatea legaturii chimice formate cu
suportul si au constat in verificarea semnalului fluorescent prima oara dupa etapa de

imobilizare si spalare a doua oara dupa hibridizare si spalarea suportului (Figura 5.44.).
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Figura 5.44. Semnalul fluorescent de imobilizare al secventelor control dupi etape de spalare

Pierderea in intensitate a semnalului calculata a fost de 18,65%, inregistrandu-se
totodata o scadere a deviatiei standard dupa a doua spalare, datoratd eliminarii sondelor
atasate nespecific. Diferenta mica intre semnalele de imobilizare este un indicator al
atasarii covalente a ADN de substraturile modificate cu GOPTMS.

Rezultatele hibridizarii cu concentratii finale de 10 uM, 1 uM, 0,5 uM si 0,1 uM
ADN tinta specific HPV 16 sunt prezentate in Figura 5.45.

-
(©
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Figura 5.45. Semnalul fluorescent de hibridizare cu secvente de concentratie (a) 10 pM, (b) 1 pM, (c)
0,5 uM si (d) 0,1 uM

Din analiza imaginilor fluorescente de hibridizare, cel mai bun semnal corespunde
concentratiei de 1 pM, 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 fluorescentd este completata de graficul prezentat in

Figura5.46, insotit de elemente de statistica descriptiva.
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Figura 5.46. Analiza grafica 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 scdzuta a datelor (¢ = 0,217). Tindnd cont de rezultatele slabe de hibridizare
cauzate de impedimentele sterice in cazul concentratiei de 10 pM, nu am luat-o in
considerare 1n caracterizdrile electrice ulterioare.

Prin tehnica microarray, am realizat un protocol imbundtatit de imobilizare si
hibridizare pe suporturi functionalizate cu GOPTMS in vapori, ce poate fi aplicat si
pentru detectia electricd.

Parametrii Ip-Vg extrasi dupa fiecare etapa experimentald sunt prezentati in Figura
5.47.
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Figura 5.47. Caracteristici 1p-Vg dupi fiecare etapa experimentald, in variatie (a) forward si (b) reverse
(Tsi = 86nm, Tgox = 145nm)

Rezultatele experimentale sunt reproductibile atat pe SOl-urile functionalizate cu
GOPTMS hidrolizat, cat si pe structurile functionalizate cu GOPTMS din faza de vapori,
in sensul cd obtinem aceleasi tendinte de deplasare ale curbelor. Totusi, In cazul de fata,
decalajele obtinute sunt mult mai pronuntate, ceea ce poate fi coroborat cu rezultatele
microarray unde spot-urile se discern clar. Figura 5.48. corespunde reprezentarii grafice a

caracteristicilor Vg-Vg.
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Figura 5.48. Caracteristici 1p-Vg dupa fiecare etapa experimentala, in variatie (a) forward si (b) reverse
(TSi = 86nm, TBOX - l45nm)

Si in acest caz, observam aceeasi tendintd ca cea prezentata in Figura 5.42., cu
deplasare mult mai pronuntata a curbelor catre potentialul negativ de poarta.
In Figura 5.49. am comparat rezultatele Ip-Vg obtinute pentru fiecare concentratie

ADN tinta utilizata la hibridizare.
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Figura 5.49. Caracteristici 1p-Vg pentru trei concentratii de ADN tinti, in variatie (a) forward si (b)
reverse (Ts; = 86nm, Tgox = 145nm)

Constatam 1n cazul hibridizarii ca pe masura ce crestem concentratia de ADN tinta,
existd aceeasi tendintd a curbelor de a se deplasa citre potentialul negativ de poarta.
Presupunem ca in cursul etapelor de atasare am indus sarcini pozitive pe suprafata, 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
globald negativa 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. Cercetarile efectuate impreuna cu IMEP-LAHC (Grenoble) au

demonstrat ca metoda WY-MOSFET ar putea fi folosita si ca tehnica de bio-detectie.
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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 n 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 orientari cristaline variate, in 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 2 cm si orientarea cristalografica <100>. Atasarea covalentd
a sondelor ADN modificate chimic cu grupari NH, a fost posibila dupa 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 silanizarii
cu APTES in stare de vapori sau hidrolizat si a modificarii chimice cu GAD.

Filmele de aur cu grosimea de 50 nm utilizate Tn experimente microarray si
ca arie senzitiva in SPR au fost depuse pe sticla BK7 prin pulverizare catodica
folosind ca strat de aderenta 3 nm Cr. Datorita afinitatii gruparilor tiol (provenite de la
sondele ADN modificate chimic) pentru suprafata de Au, nu a fost necesara
functionalizarea suprafetei, atasarea ADN realizdndu-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
glutaraldehidd 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 demonstrata morfologic de caracterizarea SEM, 1n timp ce analiza EDX a

confirmat prezenta elementelor specifice acestui polimer. Unghiul de contact mdsurat pe
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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, datoritd gruparilor epoxidice intacte si
a celor 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. Utilizand solutia de

Nap;HPO4_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 dupd 21 de zile de stocare. Pe baza acestor
rezultate preliminare, am utilizat exclusiv Na;HPO4 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 BRCAL. Distribuirea uniforma

a sondelor pe suport a crescut eficienta hibridizarii si specificitatea de detectare a
neconcordantelor uninucleotidice. Analizele statistice efectuate pe 320 replici tehnice/tip
de sonda au indicat cd acoperirea uniformda cu SU-8 a substratului de SiNWs
imbundtateste semnificativ reproductibilitatea procesului de hibridizare fatd 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 remarcabila, 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 1intre cele mai stabile SNP-uri
corespunzatoare BRCAL.

Ampliconii corespunzatori pentru 10 tulpini HPV au fost ligati in vectorul de
clonare pCR 2.1 TOPO™ | jar plasmidele rezultate au fost transformate in celule
competente de E. coli. Clonarea secventelr ADN a fost confirmata prin electroforeza in gel

de agaroza. Eficienta imobilizarii si hibridizarii ADN pe suport pe Au a fost validatd prin

tehnica microarray cu analiza statistica dedicata, urmata de analiza in timp real prin SPR
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a imobilizarii si a hibridizarii cu concentratii diferite de proba reald, pentru determinarea
limitei de detectie si a cantitatii hibridizate de proba corespunzétoare fragmentelor reale
ADN-HPV. Analiza datelor microarray a evidentiat reactia rapida de imobilizare pe
suporturi de Au, cele mai bune intensitdti ale semnalului fiind 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 obtinut prin utilizarea sondelor cu
spatiator de 6 atomi de carbon atasate fara mercaptohexanol. O intensitate mai scazutd a
hibridizarii — 3,618 — a fost obtinuta prin coatasarea ADN cu mercaptohexanol, datorita
dislocuirii sondelor atasate nespecific. Studiile SPR au demonstrat atasarea rapiddi si
specifica prin amestecare continud a solutiei, fiind imobilizate 4,71 ng/mm2 sonde ADN.
Am detectat prin SPR concentratii de 1 pM proba ADN reald, corespunzatoare
fragmentului de genda E1 a tulpinii HPV 18.

Un nou concept de biosenzor a fost validat prin utilizarea configuratiei electrice Y-

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. Prin caracterizarile
electrice am constatat o tendintd reproductibila a curbelor de a se deplasa catre potentialul
negativ de poartd, probabil datoritd sarcinilor pozitive provenite din solutiile de imobilizare
si hibridizare care au continut Na* ce a rimas atasat de moleculele de oxigen din scheletul

pentozo-fosfat.

6.1. Contributii originale

Am optimizat protocolul de nanostructurare a substratului de siliciu prin metoda 1-
MACE.

Toate procedurile de functionalizare cu APTES/GAD, SU-8 si GOPTMS pe
substraturi de Si, SINWs si SOI au fost realizate si optimizate in cadrul studiului de fata.

Am interpretat datele FTIR achizitionate pentru APTES/GAD pe martor de Si.

Am efectuat masuratorile de unghi de contact si am interpretat rezultatele.

Metodele de imobilizare si hibridizare pe suporturi de sticla, Si, SINWs, SOI si pe
filme de Au Imi apartin.

Detectia fluorescenta, extragerea datelor, analiza si interpretarea lor au fost realizate

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

exceptia celor prelucrate din literatura si marcate in consecinta.

6.2. Activitatea de cercetare

e Participarea la realizarea unor proiecte de cercetare

1. “Metode noi de monitorizare a sarcinii si diagnostic prenatal” — CCCDI-
UEFISCDI, proiect PN-I11-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-SO!I” - 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;
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- 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 prioritati ale
SPECializarii inteligente (TEHNOSPEC) — director Monica Simion (2016-2017);

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

- Pregétirea 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).

- Pregatirea substraturilor nanostructurate de Si (SINWs) prin corodare chimica;

- Analiza performantei de detectie a SNP-urilor in cadrul genei BRCAL pe

biochip-ul nanostructurat.

eActivitate didactica

Curs si laborator dedicat studentilor din cadrul Programului de Master de
“Electronica si Informatica Medicala” (EIM) al Facultétii de Electronicd, Telecomunicatii

si Tehnologia Informatiei a Universitatii Politehnica din Bucuresti;

6.3. Diseminarea rezultatelor

* Articole publicate in reviste cotate ISl

1. Melania Banu, Monica Simion, Mihaela Kusko, lleana C. Farcasanu, “Statistical
investigations on the effects of immobilisation buffer in SNP microarray ”, Revista de
Chimie, acceptata spre publicare in editia Nov 2018 [IF: 1.23 / Al: 0.06].
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2. Melania Banu, Monica Simion, Marian C. Popescu, Pericle Varasteanu, Mihaela
Kusko, Ileana C. Farcasanu, “Specific detection of stable single nucleobase mismatch using
SU-8 coated silicon nanowires platform”, Talanta, 185, 281-290, 2018,
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2018.03.095 [IF: 4.162 / Al: 0.76].

3. Marian C. Popescu, Bogdan I. Bita, Vasilica Tucureanu, Dan Vasilache, Melania A.
Banu, Andrei M. Avram, Raluca A. Giurescu Dumitrescu, ,,Superficial and inner
examination of a microwave-irradiated dental acrylic resin and its metal-polymer
interface”,  Microscopy and  Microanalysis, 24(1), 49-59, 2018. doi:
10.1017/S1431927618000089 [IF: 1.891/ Al: 0.8].

4. Melania Banu, Monica Simion, Pericle Varasteanu, Lorand Savu, lleana Farcasanu,
“Microarray and Surface Plasmon Resonance experiments for HPV genotyping on Au-
supports”, Romanian Journal of Information Science and Technology, 20, 426439,
2017 [IF: 0.422/ Al: 0.1].

*Articole publicate in Proceedings sau volume (indexate 1SI)

1. Melania Banu, Monica Simion, Pericle Varasteanu, Marian Popescu, Lorand Savu,
“Nanostructured silicon platform for detection of specific gene sequences”, acceptata spre
publicare in extenso n Proceedings of SPIE 2018.

2. Marian Popescu, Florin Nastase, luliana Mihalache, Melania Banu Vasilica Tucureanu,
Camelia Ungureanu, Bianca Tincu, Roxana Tomescu, “UV Protection of Ultra-Thin ZnO
Film on Viscose”, acceptata spre publicare in extenso in Proceedings of SPIE 2018.

3. Melania Banu, Monica Simion, L. Savu, |. Farcasanu, “Optimization of detection
parameters on microarray Au-support for genotyping HPV strains”, CAS 2017
Conference, Sinaia, Romania, Proceedigs of the International Semiconductor
Conference CAS, 59-62, 2017, doi: 10.1109/SMICND.2017.8101153.

4. Melania Banu, Antonio Radoi, Monica Simion, Mihaela Kusko, “Reproducible
Functionalization of Silicon Substrates Intended for Biomedical Applications ”, CAS 2016
Conference, Sinaia, Romania, Proceedigs of the International Semiconductor
Conference CAS, 151-154, 2016, doi:10.1109/SMICND.2016.77830609.

5. Marian C. Popescu, Bogdan I. Bita, Melania Banu, Roxana M. Tomescu, “Destructive
effects induced by the electron beam in Scanning Electron Microscopy”, ATOM-N 2016
Conference, Constanta, Romania, Proceedings of the SPIE [ISSN: 0277-786X], vol.
10010 (100102N-1), 2016, doi: 10.1117/12.2243207.
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o Lucrari prezentate la conferinte si comunicari stiintifice

1. Marian C. Popescu, Camelia Ungureanu, Florin Nastase, Melania A. Banu, Vasilica
Tucureanu, Bianca C. Tincu, “Antibacterial properties of cotton coated with ZnO by
Atomic Layer Deposition”, BioNanoMed, 25-27 April 2018 — 9™ Edition. Graz — Austria —
Poster.

2. Melania Banu, Monica Simion, Marian C. Popescu, Pericle Varasteanu, Mihaela
Kusko, lleana C. Farcasanu, “SU-8 coated silicon nanowires platform for specific
detection of single nucleotide polymorphisms”, BioNanoMed, 25-27 April 2018 — 9"
Edition. Graz — Austria — Prezentare orala.

3. Melania Banu, Monica Simion, L. Savu, |. Farcasanu, “Optimization of detection
parameters on microarray Au-support for genotyping HPV strains”, Conferinta Anuala de
Semiconductori, CAS, 11-14 October 2017 — 40™ Edition. Sinaia — Romania — Prezentare
orala.

4. Melania Banu, “3D Inorganic Nanostructured Substrate for Applications in Genetics”,
European Technology Platform for Nanomedicine — ETPN, 12-14 October 2016 — 11
Annual Event. Heraklion — Greece — Prezentare orala.

5. Melania Banu, Antonio Radoi, Monica Simion, Mihaela Kusko, “Reproducible
Functionalization of Silicon Substrates Intended for Biomedical Applications ”, Conferinta
Anuali de Semiconductori, CAS, 10-12 October 2016 — 39" Edition. Sinaia — Romania —
Prezentare orala.

6. Monica Simion, Melania Banu, “Versatile platform for nanomedicine based on
nanostructured silicon ”, Conferinta Anuald de Semiconductori, CAS, 10-12 October 2016
— 39" Edition. Sinaia — Romania — Lucrare invitata.

7. Marian C. Popescu, Bogdan I. Bita, Melania A. Banu, Roxana M. Tomescu,
“Destructive effects induced by the electron beam in Scanning Electron Microscopy”,
ATOM-N 2016 Conference, 25-28 August 2016 — 9" Edition. Constanta — Romania —

Prezentare orala.

6.4. Perspective de dezvoltare ulterioara

Probele ADN reale vor fi utilizate Tn experimente ulterioare, 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 investigata sensibilitatea si specificitatea de
detectie. Pe viitor va fi determinatd limita de detectie si specificitatea metodei V-
MOSFET.
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ANEXA1

Materiale si metode

A1.1. Materiale si reactivi

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

Caracteristici tehnice esentiale:

- Dimensiuni: 25 £ 0,2 mm x 76 £ 0,3 mm x 0,940 mm + 0,025 mm);
- Diferente topografice la nivel atomic: < +20 A pe 1,0 pm?;
- Uniformitatea substratului: < 0,036 mm pe 25 x 76 mm;
- Gruparile SiO, omogen distribuite asigura reactivitatea superioara a silanilor;
- Grupari aldehidice inalt reactive pentru legarea covalenta a aminelor primare;
- Densitatea grupdrilor active aldehidice pe suprafata: 1 x 10* pe mm?;
- Fluorescenta intrinseca foarte scazuta;
- Indice de refractie, transmisie si duritate excelente;
- Rezistenta termica excelenta;
- Rezistenta la apa, clor, iod, brom, la substante organice, la solutii neutre, acide ori saline;
- Nu necesita tratamente suplimentare ale suprafetei inainte de utilizare.
(http://www.arrayit.com/Products/Microarray_Slides/Aldehyde_Slides/aldehyde_slides.html;
https://m.laboratory-equipment.com/product/3031-83)
b) Substraturi de 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 coloidalda de nanoparticule de aur au fost furnizate de Sigma-Aldrich

(Germania).
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Functionalizarea substraturilor

(3-aminopropil)-trietoxisilanul (APTES), glutaraldehida (GAD), (3-
Glicidiloxipropil)trimetoxisilanul, acidul sulfuric (H,SO,), peroxidul de hidrogen (H,0,),
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 bovind, fractia V (BSA), citratul de sodiu (SSC),
clorura de sodiu (NaCl), Ficoll 400, polivinilpirolidona (PVP) au fost procurate de la
Sigma-Aldrich (Germania).

Apa farad nucleaze si lamelele de sticla au fost achizitionate de la Roth (Germania).
Fragmentele ADN extrase din sperma 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).
A1.2. Echipamente

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

Caracteristici tehnice reprezentative:

- Placi de microtitrare compatibile: cu 96, 384 si 1536 de godeuri;

- Numarul maxim de varfuri: < 16 de varfuri in configuratie de 4x4 cu spatiere de 4,5 mm,;
- Precizia de depunere: £ 15 pm;

- Control de miscare a platformei: miscare motorizata pe axele X, Y, Z;

- Repetabilitatea de pozitionare pe platforma: 0,05 mm pe axele X si Y;

- Viteza de deplasare a platformei: 0 - 330 mm/ s.

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

Caracteristici tehnice reprezentative:

- Laseri: excitare la doud lungimi de unda: 532 si 635 nm;

- Detector: tub fotomultiplicator (PMT) de 16 bit;

- Sistem optic: partial confocal (cu camp intunecat);

- Dimensiunea pixelilor: 1 - 100 um (5 pm pentru scanarea unei lame intregi de microscop);

- Tip de scanare: ~ 5 min/ lama la 532 sau 635 nm;
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- Rezolutie: 10 um per pixel;
- Suport de incarcare: < 4 lame microarray;

- Filtre suplimentare: < 3 filtre suplimentare.

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

- Principiu de masurare: rezonanta plasmonilor de suprafata (SPR);

- Traductor: oglinda de baleiaj;

- Lungime de unda a laserului: 670 nm

- Sistem de pompe: doud pompe pentru seringi §i 0 pompa peristaltica;
- Debit: 0,8 - 227,3 uL/ s (pompele pentru seringi) si 30 - 130 uL/s (pompa peristaltica);
- Decalarea unghiului SPR pe ax: 62° — 78°;

- Raspuns dinamic: 4000 m®;

- Rezolutia modificarii unghiului: < 0,02 m°;

- Masa moleculara minima: 180 Da;

- Registrul de concentratii detectat: 10! — 10 M;

- Indicele de refractie standard: 1,26 - 1,38;

- Rezolutia indicelui de refractie: < 1,107;

- Senzor: disc de sticla acoperit cu film de aur;

- Incércarea si injectarea probei: manuali sau semi-automati;

- Amestecare proba: continua.

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

Caracteristici tehnice reprezentative:

- Depunere de: Au, Pt, Al, Ni, Cr;
- Rezolutie: 1 A (0,1 nm);

- Dimensiunea substratului: < @ 260 mm;

- Temperatura substratului: < 250 °C;

- Depunere multistrat: < 6 metale (4 cu fascicul electronic si 2 prin pulverizare catodica).

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 Technologies,
SUA), cu ajutorul carora s-au masurat curentul de drena (Ip) si potentialul de substrat (bulk) (Vg) in

functie de tensiunea de poarta aplicatd (V).
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Caracteristici tehnice reprezentative:

- Doua surse de tensiune;
- Doua module de masurare a tensiunii;
- Patru unitati de monitorizare a sursei de putere:
- Parametri masurati: U <+ 100 V, I <+ 100 mA;
- Rezolutia tensiunii de iesire: Intre 100 uV 1a 2V si 5 mV la 100 V;
- Rezolutia curentului de iesire: intre 10 fA la 10 pA si 10 pA la 100 mA;

- Putere maxima la iesire: 2 W.

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

Caracteristici tehnice reprezentative:

- Rezolutie: 1 nm la 15 kV (in vid inalt) sau 1.8 nm la 3 kV (in vid scazut)
- Tensiunea de accelerare: 0,5 - 30 kV;

- Curentul pe proba: 0,6 pA - 100 nA,

- Presiunea de lucru in camera probei: < 10™ Pa

- Inclinarea maxima a mesei probei: -10°, +60°, motorizat;

- Detectori: ETD, TLD-SE si TLD-BSE, EDS.

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

Caracteristici tehnice reprezentative:

- Detector: de tip SDD (Silicon Drift Detector) fix cu chip de 30 mm? si fereastra de SisNy;

- Interval de detectie: Be (0.108 pe nivelul K) - Am (105.970 pe nivelul K);

- Rezolutie: 129 eV la Mn pe nivelul K;

- Intensitatea semnalului de intrare (captat): > 1 milion cps (counts per second - unitati arbitrare);
- Intensitatea semnalului redat: > 300000 cps;

- Raportul semnal/ zgomot: > 10000/ 1;

- Sistem de racire termoelectrica Peltier.

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

Caracteristici tehnice reprezentative:

- Sursa de radiatie X cu anod rotativ:
- P: 9 kW,
-U: 20 - 40 kv,
-1:2-44 mA.
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- Diametrului punctului focal: 0,4 x 12,0 mm?;
- Caracteristicile fasciculului paralel: - apertura de incidenta variabila: 0,05 - 7 mm;
- limita verticala: 2 - 10 mm.
- Sistemul optic Bragg-Brentano: - apertura de incidenta variabila: 0,05 - 7 mm;
- limita verticala: 2 - 10 mm.
- Caracteristicile fasciculului de difractie: - doua aperturi de captare: 0.05 - 20 mm;
- unghi divergent: 5°.
- Moduri de lucru: HRXRD (difractie cu raze X de inalta rezolutie), XRR (reflectometrie de raze

X), GIXRD (difractie cu raze X sub unghiuri de incidenta mici, metoda grazing) etc.

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).

Caracteristici tehnice reprezentative:

- Transmisie: 25000 - 50 cm™;

- Rezolutie optica: < 0,06 cm™;

- Rezolutie spectrala: < 0,2 cm’;

- Spectru de analiza: intre THz si UV;

- Unghi de incidenta variabil: 30° - 80°;

- Modul de reflexie totala atenuata (ATR).

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

Caracteristici tehnice reprezentative:

- Caracteristicile camerei video: - Adancimea de focalizare 55 mm;
- Viteza de achizitie: 60 sau 100 fps (frames per second -
cadre pe secunda);
- Rezolutia: 512 x 480 pixeli;

- Masa probei automatizata pe coordonatele X, Y, Z;

- Controlul volumului picaturii.

A1.3. Software

Programe utilizate pentru realizarea grafica a figurilor si schemelor:
- GIMP 2.8.16

- MS Office 2007 - Powerpoint

- ACD/ChemSketch (Freeware) 2016 2.2
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Programe de analiza si prelucrare a datelor

Datele corespunzatoare semnalului fluorescent de hibridizare si a intensitatilor 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, V-Ve.

A1.4. Referinte

1. R Core Team (2016). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-
project.org/.

2. RStudio: Integrated development environment for R (Version 1.0.136) [Computer
software]. Boston, MA.

3. Wickham H., 2009, ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. Springer-Verlag New
York.
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ANEXA 2

Metode de sinteza green-chemistry a nanoparticulelor de Ag

A2.1. Constructi plasmidiali pentru expresia metalotioneinelor de A.

thaliana si N. caerulescens in celulele de S. cerevisiae

Au fost utilizate celule de S. cerevisiae transgenice care exprima metalotioneine
corespunzatoare speciilor Arabidopsis thaliana (AtMT1a, AtMT1c, AtMT2a, AtMT2b,
AtMT3, AtMT4a si AtMT4b) si Noccaea caerulescens (NcMT1, NcMT2a, NcMT2b si
NcMT3). Genele pentru MT transgenice au avut o secventa de miristoilare (myrGFP)
fuzionata la capatul N-terminal aflatd sub controlul unui promotor inductibil. Celulele de
drojdie transgenice au fost crescute pe medii cu deficit de Cu (I) pentru a asigura
supraexpresia genei CTR1 care codifica transportorul cu afinitate pentru Cu (I), considerat
a transporta de asemenea Ag (I) in celulele de drojdie. Incarcarea celulari cu Ag (I) a fost
asigurata alternativ prin permeabilizarea diferentiala a membranei plasmatice cu impulsuri
electrice, acetat de litiu sau digitonind. Tulpinile de drojdie au fost ldsate sd se recupereze
dupa bioacumularea Ag (I). Formarea AgNPs a fost monitorizata prin spectrometrie de
masa (ICP-MS - Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry), in functie de tipul de

.....

excluderea Ag prin adaugarea Cu (I).

Tabel A2.1. Caracteristicile constructilor plasmidiali

T s CarmEETaTe Proteind recombinanta exprimata
in mediu contindnd galactozd
(pGnggsgg?AGSa“) - GAL1::myrGFP, URA3 myrGFP (control)
myrGFP-Cupl
PGRD596-CUP1 gUNFl’Tl GALL1::myrGFP::CUP1, URA3 PR

(ScMT) (Cupl este MT din S. cerevisiae)
PGRD596- AtMT1a | AtMT1a | CALL :mybiigz HAMTLa, myrGEP-AtMT1a
DGRD5%6- AtMT1c | AtMTic | CALL :mybiigz HAMTLc, myrGEP-AtMT1c
PGRD596- AtMT2a | AtMT2a | CALL :my[)%';z: AAMT2a, myrGEP-AtMT2a
pGRD596- AtMT2b | AtMT2b GALL: :myac;/liz: AAIMT2b myrGFP-AtMT2b
PGRD596- AtMT3 | AtMT3 GALL: :my[ﬁ;';z: HAtMT2a, myrGFP-AtMT3
PGRD596- AtMT4a | AtMT4a | CALL :myLGR'ZZ: ‘AtMT4a, myrGFP-AtMT4a
pGRD596- AtMT4b | AtMT4b GAL1::myrGFP::AtMT4a, myrGFP-AtMT4b
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URA3
PGRD596- NcMTL | NcMT1 GALl::mV&iig“NCMTL myrGFP-NcMT1
PGRD596- NcMT2a | NeMTza | CALLZMYIEFPNeMTZ myrGFP-NcMT2a
PGRD596- NcMT2b | NemT2p | - CALEMYTEFRENeMT2D, myrGFP-NcMT2b
pGRD596- NcMT3 NcMT3 GAL1::myrGFP:: myrGFP-NcMT3

A2.2. Expresia metalotioneinelor de A. thaliana si N. caerulescens in

celulele de S. cerevisiae

Tulpinile care exprimd metalotioneine de plante sunt mai tolerante fatd de Ag in

comparatie cu tulpinile care exprima controlul myrGFP.
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Figura A2.1. Acumularea Ag din medii cu 1 pM AgNO;

Din Figura A2.1, rezulta ca tulpinile myrGFP-Cupl si myrGFP-AtMT1C

acumuleazd Ag din medii cu concentratii scazute de AgNO:s.
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Figura A2.2. Acumularea Ag din medii cu 50 pM AgNO;

Ctrl, proteina cu afinitate mare pentru Cu(l) este responsabila in parte pentru
transportul Ag prin membrana plasmatica. Tulpina care exprima myrGFP-AtMT1c
acumuleazd cea mai mare concentratie de Ag, urmata de tulpina ce exprimd myrGFP-
Cupl.

Celulele de drojdie transformate cu seria pPGRD596 si aflate in faza exponentiala de
crestere au fost trecute pe mediu selectiv continand galactoza (SG-Ura) la densitatea 10°
celule/mL si cultivate pe mediu lichid, la 28 °C sub agitare la 200 rpm, pana cand
densitatea culturii a ajuns la 10" celule/mL. S-a adiugat AgNOs3 (concentratie finala 0,05
mM) si s-a incubat timp de incd doud ore in prezenta / absenta de 0,05 mM Cu. Datele
reprezintda media determinarilor duplicate pe trei experimente diferite (n = 6) (Figura

A2.3.).
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In Figura A2.3. se observa ca adaugarea Cu nu a modificat tulpina care exprima

myrGFP-AtMT2b.
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Figura A.2.4. Efectul agentilor permeabilizatori asupra acumuléirii Ag

Tratamentul cu digitonind (0,01 mg/ml, 30 min), a imbunatatit semnificativ
preluarea Ag Tn cazul celulelor transgenice myrGFP-AtMT2a si myrGFP-NcMT3. 1n
schimb, tratamentele cu acetat de litiu (2 mM, 30 min), sau electrosocuri (10 V, 2 s) nu au
imbunatatit preluarea Ag de catre celulele de drojdie.

Celulele de drojdie tranformate cu seria pGRD596 situate in faza de crestere
exponentiala au fost trecute la densitatea 10° celule/mL pe mediu selectiv SG-Ura si
cultivate la 28 °C, sub agitare la 200 rpm, pana cand densitatea culturii a ajuns la 10’
celule/mL. Tn mediu s-a addugat AgNOs (concentratie finald 0,05 mM) si viabilitatea a fost
analizatd prin colorarea celulelor cu iodurd de propidiu, la 2 ore si 24 ore dupd expunerea
la Ag®. Viabilitatea a fost calculatid in raport cu viabilitatea celulelor transformate cu
vectorul de control pGRD596 cultivat in aceleasi conditii, pe mediu contindnd glucoza.

Datele reprezinta media determindrilor duplicate pe trei experimente diferite (n = 6)

(Figura A.2.5.).
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Figura A.2.5. Efectul expunerii Ag asupra viabilititii celulelor de drojdie care exprimi metalotioneine

S. cerevisiae ce exprima myrGFP-AtMT3 prezinta viabilitate celulara mare, chiar si

dupi 24 h de expunere la Ag”.
In Figura A.2.6. este prezentat un ansamblu de imagini de microscopie optica
pentru linia celulara myrGFP-Cupl, in care se observa acumularea clusterelor de Ag pe

exteriorul peretelui celular si formarea veziculelor citoplasmatice ca raspuns la acumularea

metalului.
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Figura A.2.6. Efectul expunerii Ag asupra liniei celulare myrGFP-Cupl

Ca raspuns al expunerii celulelor de Saccharomyces cerevisiae la AgNOs,
numeroasele vezicule evidentiate la nivel intracelular au rol in preluarea metalului, posibil

sub forma de nanoparticule (Toxicological Sciences, 150 (2), 473-487. 2016).

A2.3. Prepararea liniilor celulare de drojdie pentru caracterizarea TEM

In etapa experimentald initialdi s-au stabilit conditiile pentru evidentierea
intracelulara a Ag in linia control de S. cerevisiae, experimentul fiind repetat apoi pentru
liniile transgenice care au supraexprimat MT.

Mediul de cultura folosit a fost SD-Ura (mediu sintetic), preparat dupa urmatoarea
reteta: 0,17 g Yeast Nitrogen Base, 0,5 g sulfat de amoniu, 2 g glucoza, 5 mL amestec
aminoacizi si apa deionizata pana la 100 mL. Pentru mediu solid, s-a folosit 2% agar.
Mediul obtinut a fost autoclavat la 121 °C, 21 min, inainte de inoculare sau turnare in placi.
Acest mediu a fost suplimentat cu 40 mg/L leucind pentru imbundtatirea cresterii si
concentratii controlate de AgNOj3 au fost adaugate Tnainte de utilizare.

Tn tuburi Falcon de 50 mL s-au introdus 5 mL mediu lichid SD-Ura, preparat
conform retetei anterioare si s-au inoculat celule de S. cerevisiae testate. Tuburile au fost
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incubate peste noapte (16 ore) intr-un agitator orbital la 250 rpm, 28°C. Dimineata s-au
realizat dilutii 1/10 folosind mediu proaspat SD si celule din suspensiile de peste noapte,
astfel incét suspensiile obtinute au avut o densitate de aprox. 10° celule/mL. Celulele au
fost spalate si apoi transferate pe mediu SGal-Ura pentru inducerea transgenelor. Dupa 2 h
de incubare la 250 rpm, 28°C, in culturile celulare s-a adaugat Ag(I) 0,05 mM
(concentratie finala), dintr-o solutie stoc de 0,1 M AgNOg sterila. Tuburile s-au incubat
incd 60 de minute 1n aceleasi conditii de lucru, dupa care din fiecare tub s-a prelevat 1 mL
suspensie celulard ce a fost centrifugata la 4000 rpm, 3 min, s-a aruncat supernatantul, iar
celulele ramase au fost spalate de 2 ori in MES-TRIS pH 6,8. Sedimentul celular a fost
preluat in 100 pL. MES-TRIS si pastrat la 4 °C, pana la analiza TEM.

Caracterizarea de inalta rezolutie TEM si analiza elementala EDX au fost utilizate
pentru verificarea capacititii liniilor celulare de a acumula Ag din mediu. Tn acest sens,

celulele de drojdie au fost depuse direct pe o grild de cupru si uscate.

A2.4. Vizualizarea nano particulelor metalice in Saccharomyces cerevisiae

prin caracterizarea TEM

Celulele de S. cerevisiae au o0 capacitate mare de legare a ionilor metalici datorita
peretelui celular cu incircare global negativa. In plus, celulele active din punct de vedere
metabolic preiau ionii metalici din mediul de culturd prin cdi normale de transport
membranar. Odata ajunsi in celula, toxicitatea ionilor metalici este scazutd prin
sechestrarea acestora mediatd de metalotioneine.

In Figura A.2.7. este prezentat rezultatul caracterizirii TEM cuplat cu EDX pentru

linia celulara control (myrGFP).
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Figura A.2.7. Caracterizare TEM si EDX a liniei celulare myrGFP

Se observa ca celulele au acumulat Ag pe fata internd a peretelui celular. Analiza
elementald EDX confirma prezenta Ag, alaturi de C, O, S, Si, provenit de la celule. Peak-
urile corespunzatoare Cu se datoreaza utilizarii grilei de cupru ca suport pentru

imobilizarea celulelor.
In Figura A.2.8. este prezentat rezultatul caracterizarii TEM cuplat cu EDX pentru

linia celulara myrGFP-Cup1.
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Figura A.2.8. Caracterizare TEM si EDX a liniei celulare myrGFP-Cupl

Liza celulara justifica existenta compusilor organici alaturi de clustere de Ag.

Figura A.2.9. ilustreaza rezultatele caracterizarii TEM cuplat cu EDX pentru linia

celularda myrGFP-AtMT 1c.
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Figura A.2.9. Nanoparticule de Ag, evidentiate la nivelul peretelui celular (TEM)
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Caracterizarea TEM (Figura A.2.9. (a)) evidentiaza prezenta Ag, sub forma de
nanoparticule uniform dispersate la nivelul peretelui celular si pe fata interna a acestuia,
analiza la inaltd rezolutie (HR-TEM) (Figura A.2.9. (b)) relevand plane cristalografice
specifice Ag <111>, cu distanta interplanara de 2,36 A, nanoparticulele avand dimensiuni
cuprinse intre 1,8 -2,6 nm. Analiza EDX (Figura A.2.9. (c)) atesta prezenta Ag la nivel

celular, cele mai bune rezultate fiind obtinute pe aceasta linie celulara.

A.2.5. Concluzii

Studiile referitoare la metalotioneine releva capacitatea lor indisputabila de a lega
metale xenobiotice, datorita existentei grupdrilor Cys, ce reprezintd peste 20% din
continutul acestora In aminoacizi. Prin obtinerea celulelor de drojdie care supraexprima
metalotioneine recombinante este facilitatd acumularea unor cantitati mari de metale, ceea
ce deschide calea catre obtinerea nanoparticulelor clonabile, cu aplicabilitate in

vizualizarea proteinelor de interes prin microscopia electronica si in nanobiotehnologie.
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