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SUNTO. — Il self-assembly di molecole organiche e biomolecole su superfici inorganiche
¢ un processo complesso che deriva dal bilancio di diverse interazioni: molecola/mole-
cola, molecola/superficie, molecola/solvente. L'interesse per lo studio del self-assembly
molecolare deriva dalla possibilita di realizzare superfici funzionalizzate che presentano
le proprieta funzionali proprie delle (bio) molecole depositate. I SAM (Self-Assembled
Monolayers) trovano infatti ampia applicazione nel biosensing. Tra i SAM pit studiati
figurano i SAM di organosolfuri su oro. Nel seguito viene presentato un approccio che
combina la microscopia a scansione di sonda e la spettroellissometria per lo studio delle
proprieta morfologiche, meccaniche ed ottiche di SAM costituiti da filamenti di DNA,
un sistema ampiamente studiato poiché, sfruttando I'ibridazione tra filamenti di DNA
complementari, ¢ alla base della realizzazione dei microarray di DNA.
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ABSTRACT. — The self-assembly of organic molecules and biomolecules on inorganic sur-
faces is a complex process which results from the interplay between different interac-
tions: molecule/molecule, molecule/surface, and molecule/solvent interactions. The
interest in the study of molecular self-assembly derives from the possibility to obtain
functionalized surfaces that exhibit the functional properties of the deposited (bio)
molecules. Self-Assembled Monolayers (SAMs) are indeed widely used in biosensing.
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SAMs of organosulphur compounds on gold are among the most widely studied SAMs.
In the following, a combined approach that couples scanning probe microscopy and
spectroellipsometry is discussed and applied to the study of the morphological,
mechanical and optical properties of SAMs of DNA single strands. DNA SAMs are a
widely investigated system since they can be exploited for the design of DNA microar-
rays based on the hybridization between complementary DNA strands.

1. INTRODUZIONE

A partire dagli anni ’80 con i primi lavori di Nuzzo, Allara e
Whitesides sul self-assembly di alcantioli di superfici d’oro[1-3], lo
studio del self-assembly di molecole organiche su superfici ha cono-
sciuto un enorme sviluppo. Negli anni ’80-"90, sono stati portati avan-
ti studi di carattere fondamentale indirizzati a comprendere quali
siano le interazioni coinvolte nella formazione dei SAM e come queste
determinino l'ordinamento molecolare all’interno dei SAM.
Schematizzata la molecola come composta da un gruppo di ancorag-
gio alla superficie, una catena centrale e un gruppo funzionale termi-
nale (Fzg. 1), tali studi hanno messo in evidenza come la struttura dei
SAM derivi essenzialmente dal bilancio di tre tipi di interazioni: le
interazioni gruppo di ancoraggio/superficie, responsabili del legame,
in genere covalente, del SAM al substrato, le interazioni inter-catena,
essenzialmente di tipo van der Waals nel caso di semplici catene alchi-
liche, e le interazioni tra i gruppi funzionali terminali, la cui natura
dipende dalle proprieta del gruppo terminale stesso. Il complesso
bilancio di queste interazioni, modulato da fattori dipendenti dalle
molecole, quali la lunghezza della catena alchilica o la natura del
gruppo terminale (polarita, carica, ingombro sterico, ecc), e da fattori
esterni, quali la struttura cristallografica della superficie, il tipo di sol-
vente utilizzato per la deposizione o la temperatura, determina la den-
sita e il grado di ordine molecolare del SAM [4]. In funzione della
coppia gruppo di ancoraggio/superficie, si possono identificare due
classi principali di SAM: i SAM formati da molecole con il gruppo
tiolo (-SH) come gruppo di ancoraggio, che presenta un’elevata affi-
nita per le superfici di metalli quali Au, Ag, Pt, Cu o Hg, e i SAM for-
mati su superfici di ossidi da molecole aventi diversi gruppi di anco-
raggio, tra cui silani, fosfonati o carbossilati [5]. Nel seguito ci soffer-
meremo sui SAM di organosolfuri su oro.
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Fig. 1. Dalla molecola su superficie al SAM.

Dopo i primi studi strutturali condotti su SAM formati da molecole
relativamente semplici, I'attenzione si & via via spostata verso lo studio di
SAM formati da molecole con gruppi funzionali pitt complessi in grado
di dare origine alla formazione di SAM con proprieta funzionali pit inte-
ressanti da un punto di vista applicativo, dal sensing di ioni metallici [6]
alla rilevazione di marker tumorali [7]. Va sottolineato che al crescere
delle proprieta funzionali del gruppo terminale ¢ associato in genere un
aumento dell’'ingombro sterico e della complessita delle interazioni inter-
molecolari che guidano il processo di self-assembly. Nel seguito discute-
remo la deposizione, per self-assemnbly, di filamenti di DNA. SAM di sin-
goli filamenti di oligonucleotidi sono alla base della realizzazione di
microarray di DNA, ampiamente impiegati nel biosensing. La caratteri-
stica chiave di questi dispositivi ¢ il riconoscimento altamente specifico
derivante dall’accoppiamento tra basi complemetari che puo essere sfrut-
tato per la rilevazione selettiva di diversi analiti, dagli oligonucleotidi fino
alle cellule [8].

Libridazione tra sequenze complementari pud essere sfruttata per
il biosensing su due livelli. Da un lato, pud essere utilizzata per il ricono-
scimento diretto di sequenze target specifiche, con applicazioni in biolo-
gia molecolare e nella diagnostica, poiché alcune patologie possono esse-
re identificate sulla base della rilevazione di specifiche sequenze di DNA
o RNA. Esempi ne sono l'identificazione di S. Aureus [9], di sequenze di
mi-RNA correlate a tumori o malattie cardiovascolari [10,11] o di
sequenze di RNA di virus [12,13]. D’altra parte, I'ibridazione puo anche
essere sfruttata per 'immobilizzazione su superficie di molecole sensori
che mantengano le loro proprieta selettive e funzionali anche dopo I'im-
mobilizzazione: in questo caso, I'ibridazione tra la sequenza di DNA
ancorata alla superficie e la sua sequenza complementare, opportuna-



134 ORNELLA CAVALLERI

mente funzionalizzata con la molecola sensore, permette di ancorare que-
st’ultima alla superficie. In questo modo, le molecole sensore (ad esempio
anticorpi) possono essere ancorate alla superficie, pur rimanendo disac-
coppiate da essa grazie al SAM di DNA, mantenendo quindi la propria
funzionalita e selettivita verso specifici marcatori molecolari [14—16].

La rilevanza dei SAM di DNA per lo sviluppo di biosensori ha
motivato numerosissimi studi nell’arco degli ultimi 20 anni, riguardanti il
self-assembly di singoli filamenti di DNA tiolati e della loro ibridazione
[17-20]. Per lo sviluppo di sensori robusti ed affidabili, & cruciale infatti
procedere attraverso un’attenta caratterizzazione del monostrato di
DNA. Rispetto al self-assembly di molecole piti semplici come gli alcan-
tioli, il chemisorbimento di filamenti di DNA tiolati su oro & un processo
pitt complesso, dal momento che i filamenti di DNA non sono molecole
neutre, ma hanno una carica netta negativa dovuta alla presenza dei grup-
pi fosfato e presentano un maggiore ingombro sterico, parametri entram-
bi modulabili dalla forza ionica della soluzione [21,22]. Tra i metodi spe-
rimentali impiegati per studiare il self-assembly di DNA su oro figurano
metodi elettrochimici [23,24], cosi come metodi spettroscopici, dalla
spettroscopia ottica [25], a quella infrarossa [26] e a raggi X [27].

2. NANOLITOGRAFIA COMBINATA ALLA SPETTROELLISSOMETRIA
PER I’ANALISI DI SAM b1 DNA

Nel seguito vengono presentati i risultati di un approccio metodo-
logico combinato nanolitografia/spettroscopia ottica per lo studio delle
proprieta morfologiche, meccaniche ed ottiche di SAM di DNA.

Un aspetto finora meno studiato dei SAM di DNA ¢ quello che
riguarda le loro proprieta meccaniche. La valutazione delle proprieta
meccaniche di film ultrasottili come i SAM ¢ un obiettivo complesso, poi-
ché ¢ necessaria un’elevata sensibilita per poter disaccoppiare il contribu-
to del film da quello del substrato. In effetti, la valutazione delle proprieta
meccaniche di film organici sottili ed ultrasottili & un aspetto importante
per lo sviluppo e I'ottimizzazione dei biosensori, in quanto ¢ stato mostra-
to che l'interazione tra substrati e campioni biologici, in particolare cel-
lule, ¢ fortemente influenzata dalla rigidita del substrato [28].

Come di seguito riportato, I'utilizzo della microscopia a scansione
di sonda, accoppiata a metodi nanolitografici, permette di studiare le
proprieta morfologiche e meccaniche di SAM di DNA ed é sufficiente-
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mente sensibile da discriminare tra SAM di DNA depositati a diverse
forze ioniche.

Per correlare proprieta strutturali e proprieta ottiche dei SAM, gli
esperimenti di nanolitografia sono stati accoppiati a misure di spettroel-
lissometria (SE). Lellissometria spettroscopica € una tecnica ottica affida-
bile, rapida, altamente sensibile e non perturbativa, che misura la varia-
zione di polarizzazione di un raggio luminoso in seguito alla riflessione da
una superficie, fornendo informazioni sullo spessore e le proprieta otti-
che di film sottili e ultrasottili. Per film ultrasottili, come i SAM di DNA,
spessore e indice di rifrazione sono parametri correlati. Tale correlazione
puo essere risolta mediante un’analisi combinata sfruttando i dati di spes-
sore ottenuti dalla nanolitografia [29,30].

A partire dai primi lavori di Liu [31,32], la nanolitografia a scansio-
ne di sonda (nanoshaving e nanografting) ¢ stata impiegata con successo
per produrre interfacce organiche/inorganiche patternate per I'immobi-
lizzazione selettiva di nano-oggetti (dalle nanoparticelle alle biomolecole)
[33,34] e per sviluppare piattaforme sensibili per il riconoscimento mole-
colare [35,36].
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Fig. 2. Rappresentazione schematica dell'utilizzo dell’ AFM in modalita shaving (a) e in
modalita imaging (b).

Gli esperimenti di nanoshaving possono essere vantaggiosamente
impiegati anche per misurare lo spessore degli strati molecolari a livello
sub-nanometrico, permettendo cosi di monitorare le variazioni di spes-
sore del film in seguito all’adsorbimento selettivo di analiti. In un espe-
rimento di nanoshaving la punta del microscopio a forza atomica
(Atomic Force Microscope, AFM) viene utilizzata come uno “scalpel-
lo” per rimuovere selettivamente le molecole in una regione del mono-
strato (Fzg. 2). Modulando la forza applicata, ¢ possibile passare da con-
dizioni di soft imaging (forza bassa) a condizioni di shaving (forza alta).
In genere gli esperimenti di shaving vengono effettuati in modalita con-
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tatto sia nella fase di imaging sia in quella di rimozione selettiva delle
molecole. Una variante metodologica interessante consiste nel lavorare
in modalita quantitative imaging (QI) nella fase di imaging. II QI
(https://www.jpk.com/products/atomic-force-microscopy/qi-mode) &
una modalita di imaging basata sulla spettroscopia di forza: attraverso
’acquisizione di un ampio set di curve forza-distanza, consente di rico-
struire la topografia del campione attraverso una mappa della posizione
z della punta a forza applicata fissata. Poiché la punta viene avvicinata
ed allontanata dalla superficie punto per punto durante la scansione, le
forze laterali sono ridotte al minimo e si evitano problemi di trascina-
mento. Inoltre, la combinazione di imaging e spettroscopia di forza per-
mette di ottenere dati quantitativi non solo relativi alle misure di spes-
sore del film, ma anche sulle sue proprieta meccaniche. In particolare,
I'analisi delle curve di forza consente la valutazione locale di parametri
meccanici come I'adesione e il modulo di Young [37].

In Fzg. 3 vengono riportati i risultati di due esperimenti di shaving
condotti su SAM di DNA tiolato su oro preparati a diversa forza ionica,
bassa forza ionica (1 mM NaCl, Fig. 1a-c) ed alta forza ionica (1 M
NaCl, Fig. 1d-f). Si tratta di un oligonucleotide formato da 22 basi aven-
te un linker tiolato costituito da una catena di esantiolo. Si rimanda a
Pinto et al. [38] per i dettagli sperimentali. Entrambi shaving ed ima-
ging sono stati eseguiti nello stesso buffer utilizzato per il self-assenbly
del DNA. Mentre lo shaving ¢ stato condotto in modalita hard tapping,
I'imaging ¢ stato effettuato sia in soft contact sia in QI.

Lo spessore del SAM puo essere valutato dall’analisi delle imma-
gini misurando la differenza di altezza tra la regione esterna corrispon-
dente al SAM e la regione centrale, corrispondente all’oro, dove il SAM
¢ stato rimosso. In Fig. 3a,d sono riportate le immagini in soft contact,
mentre in Fig. 3b,e sono riportate le immagini in QI relative a shaving
su SAM preparati a bassa forza ionica (sezione superiore, Fzg. 3a-c) e ad
alta forza ionica (sezione inferiore, Fig. 3d-f). Dai profili z delle imma-
gini si pud misurare lo spessore del SAM (Fzg. 3¢,/).

La sovrapposizione delle curve continue (relative alle immagini
acquisite in soft contact) e tratteggiate (relative alle immagini acquisite
in modalita QI) indica che la stima dell’altezza ottenuta in modalita
contatto ¢ leggermente inferiore al valore derivante dalle immagini in
QL. Questa differenza si puo spiegare tenendo conto delle differenze tra
i due tipi di imaging: in modalita contatto, I'interazione continua tra il
campione e la punta pud provocare forze di trascinamento che possono
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perturbare il monostrato, determinando una sottostima dell’altezza. E
quindi necessario lavorare minimizzando per quanto possibile la forza
di interazione (tipicamente 0.1 nN). In modalita QI, I'interazione inter-
mittente punta-campione evita gli effetti di trascinamento e si traduce
in una modalita operativa meno perturbativa. Un’analisi comparativa
delle immagini ottenute in modalita soft contact e QI pud pertanto
aumentare I'affidabilita della misura dell’altezza del SAM. Vale la pena
notare che "accordo relativo tra i profili z ottenuti nelle modalita con-
tatto e QI & leggermente migliore per i SAM preparati ad alta forza ioni-
ca, indicando che questi film sono meno vulnerabili alla perturbazione
della punta AFM. Questa osservazione ¢ in accordo con il fatto che i
SAM depositati ad alta forza ionica sono piu spessi, quindi verosimil-
mente pit densi e compatti rispetto ai SAM preparati a bassa concen-
trazione di sale. Da un’analisi statistica dei profili z ottenuti su diversi
campioni, risultano spessori di (1.0 + 0.3) nm e (3.3 + 0.5) nm per i
SAM depositati, rispettivamente, a bassa e ad elevata forza ionica.
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Fig. 3. Esperimenti di shaving su SAM di DNA preparati a bassa forza ionica (a-c) e ad
alta forza ionica (d-f). Immagini AFM acquisite in modalita soft contact (a,d) e QI (b,e)
(scala z: 9 nm). (¢, profili z relativi alle immagini in contatto (linee continue) e in QI
(linee tratteggiate). Modificata da [38].
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Oltre all'informazione morfologica sullo spessore, 'analisi AFM
puo fornire informazioni anche sulle proprieta meccaniche del SAM. La
Fig. 4 riporta le mappe della deflessione laterale e del modulo di Young
relativi agli esperimenti di shaving mostrati in Fig. 3. La deflessione late-
rale, misurata operando con I’AFM in modalita contatto, fornisce infor-
mazioni sulle proprieta tribologiche locali tra punta e campione. Ci si
attende quindi di misurare diversi valori di deflessione laterale se la
punta si muove su una regione dove ¢ presente il SAM o se si muove sul
substrato di oro. L'immagine in deflessione laterale (Fzg. 4a) mostra una
differenza molto bassa tra i valori di deflessione laterale nel caso dei
SAM di DNA preparati a bassa forza ionica, mentre il contrasto ¢ deci-
samente maggiore per i SAM preparati ad elevata forza ionica (Fzg. 4d).
Tali risultati possono essere interpretati sulla base delle misure di altezza
soprariportate. I SAM preparati a bassa forza ionica hanno uno spessore
molto ridotto, questo indica una densita molecolare molto bassa, verosi-
milmente legata ad una disposizione delle molecole quasi parallela alla
superficie. Con un film di cosi bassa densita risulta difficile disaccoppia-
re le proprieta tribologiche del film da quelle del substrato sottostante.
Al contrario, nel caso dei SAM depositati a forza ionica pit elevata, che
risultano piu spessi e compatti, le immagini in deflessione laterale per-
mettono di osservare una netta differenza tra SAM e substrato.

Ulteriori informazioni sulle proprieta meccaniche del campione
possono essere ottenute dall’analisi in modalita QI. In particolare, I'a-
nalisi dei dati QI consente di valutare il modulo di Young del campio-
ne. Le Fig. 4b,e mostrano le mappe 2D dei valori del modulo di Young
relativi agli esperimenti, rispettivamente, a bassa ed alta forza ionica.
Come previsto, il substrato d’oro presenta un modulo di Young decisa-
mente piu elevato rispetto al film di DNA nel caso di SAM preparati ad
alta forza ionica (Fzg. 4e) mentre a bassa concentrazione di sale (Fig. 45)
non vi & una differenza significativa tra substrato e SAM. Quando pre-
sente, la differenza nei valori dei moduli di Young del film e del sub-
strato puo essere meglio apprezzata analizzando gli istogrammi delle
mappe dei moduli di Young riportate nelle Fig. 4¢f. L'istogramma in
Fig. 4c puo essere riprodotto con un singolo profilo gaussiano centrato
a 100 MPa, il che significa che nel caso di SAM depositati a bassa forza
ionica non ¢& possibile rilevare alcuna differenza significativa tra il
modulo di Young del substrato nudo e del substrato coperto dal SAM.
Viceversa, ad alta forza ionica, devono essere utilizzati due profili gaus-
siani per riprodurre 'inviluppo dell'istogramma (Fzg. 4/). Dall’analisi
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dei dati risulta una differenza di circa 40 Mpa tra il centro del profilo
gaussiano che corrisponde al SAM (curva marrone, centrata a 57 MPa)
e il centro del profilo gaussiano che corrisponde al substrato (curva
gialla, centrata a 100 Mpa). I valori del modulo di Young del biofilm
risultano, come previsto, inferiori a quelli del substrato d’oro.
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Fig. 4. Esperimenti di shaving su SAM di DNA preparati a bassa forza ionica (a-c) e ad
alta forza ionica (d-p). (a,d) Immagini in deflessione laterale acquisite in modalita contatto
(scala: 20 mV). (b,e) Mappe del modulo di Young ottenute dall’analisi delle curve di forza

in QI (scala: 150 Mpa) e (c,f) relativi istogrammi. Modificata da [38].

Gli esperimenti di nanoshaving indicano che la forza ionica del
tampone influenza fortemente la deposizione del DNA. A bassa forza
ionica, a causa della repulsione tra i filamenti di DNA, carichi negativa-
mente, si ottiene un SAM sottile, di bassa densita verosimilmente for-
mato da molecole quasi sdraiate che assumono una conformazione pre-
valentemente allungata. Viceversa, ad alta forza ionica, la carica del
DNA risulta schermata con una conseguente conformazione piu ripie-
gata e una ridotta repulsione tra filamenti adiacenti. In queste condizio-
ni si ottiene un SAM pill spesso e con una copertura maggiore formata
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da molecole quasi “in piedi”. Questa interpretazione ¢ in accordo con
I'osservazione, su SAM di densita molecolare fissata, di filamenti allun-
gati a bassa forza ionica e filamenti ripiegati ad alta forza ionica [39].
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Fig. 5. (a,b) Spettri ellissometrici differenza relativi a SAM depositati a bassa forza ionica
(curve blu) e ad alta forza ionica (curve rosse). Le regioni evidenziate indicano i minimi
associati all’assorbimento molecolare del DNA. (c) Assorbimento UV-Vis di una soluzione

di DNA. Modificata da [38].

Una conferma dei risultati AFM viene dall’analisi spettroellisso-
metrica (SE). In Fzg. 5 sono riportati gli spettri differenza ottenuti sot-
traendo agli spettri acquisiti dopo la deposizione del SAM gli spettri del
solo substrato. L'analisi degli spettri differenza consente di mettere in
evidenza il contributo del SAM. Per una discussione pit dettagliata di
questi dati si rimanda alla ref. [38]. Una prima caratteristica spettrale
interessante delle curve SE ¢ la presenza di un minimo profondo intor-
no a 270 nm in 8A (Fzg. 54) e di una corrispondente decrescita di ¥
intorno a 290 nm (Fzg. 5b). Questi minimi sono ben definiti ad alta
forza ionica (curve rosse), ma sono presenti, seppure pit deboli, anche
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a bassa forza ionica (curve blu). Considerando che I'assorbimento UV-
Vis del DNA in soluzione presenta una banda di assorbimento situata
a 260 nm (Fzg. 5¢) e che i film trasparenti presentano un comportamen-
to molto diverso in questa regione [40], ¢ ragionevole attribuire questa
struttura spettrale all’assorbimento del DNA. Va inoltre osservato che i
valori di | A | nel NIR (lontano dalle risonanze molecolari) e i valori 8%
nel vicino UV sono decisamente maggiori per i SAM depositati ad ele-
vata forza ionica. Come discusso in precedenti lavori [30,41], queste
caratteristiche sono associate allo spessore ottico del film, una grandez-
za correlata all’indice di rifrazione e allo spessore del film, che risulta
piu elevata per i SAM depositati ad elevata forza ionica. I dati SE con-
fermano quindi che la forza ionica del buffer gioca un ruolo significati-
vo nella formazione del SAM. Va notato, inoltre, che per i film ultrasot-
tili, come i monostrati analizzati in questo studio, I'indice di rifrazione
e lo spessore sono parametri altamente correlati. Gli esperimenti di
nanoshaving possono essere sfruttati per risolvere questa correlazione:
assumendo come valori per lo spessore del SAM i risultati ottenuti
dal’AFM, ¢ infatti possibile ricavare una stima dell’indice di rifrazione
attraverso un confronto tra dati ellissometrici e curve simulate ottenute
a partire da un opportuno modello ottico del sistema. Questo tipo di
analisi, per i cui dettagli si rimanda alla ref. [38], fornisce, per i SAM
depositati ad elevata forza ionica, valori dell’indice di rifrazione intorno
a 1.45 per A=650 nm, valore in ragionevole accordo con la formazione
di SAM compatti.

3. CONCLUSIONI

Laccoppiamento di nanolitografia AFM e spettroellissometria
ha permesso di caratterizzare le proprieta morfologiche, meccaniche
ed ottiche di SAM di DNA e di valutarne la dipendenza dalla forza
ionica della soluzione utilizzata per la deposizione dei SAM stessi. I
SAM depositati ad elevata forza ionica risultano piu spessi, densi e
meno deformabili rispetto a quelli depositati a bassa forza ionica. In
particolare, sui SAM densi, I'utilizzo dell’ AFM in modalita QI ha con-
sentito di rilevare una differenza nel modulo di Young tra SAM e sub-
strato. Inoltre, I'analisi degli spettri ellissometrici ha permesso di
rilevare I’assorbimento molecolare del DNA a livello di singolo
monostrato.
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