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Ivadas

Ankstyvas onkologiniy ligy diagnozavimas pagerins zmoniy gy-

venimo kokybe. Kaip vienas is aspekty reikalingas biozymeny,
parodanciy galima ligos rizika, nustatymas. Biojutikliy miniatiu-
rizacija yra itin rekomenduotina, atliekant ikiklinikinius tyrimus
ir pritaikant juos diagnostikoje. Galimybeé tirti mikrolitry turio
meéginius ypa¢ patraukli, kai analité aptinkama skystose terpé-
se, tokiuose kaip kraujo plazma, serumas, tepinélis ar kt. Taciau
jautris ir atrankumas analitei. Atliekant klinikine diagnostika, ty-
rimas turi biiti greitas, patikimas ir gerai atkartojamas. Keitiklio
pavirsius turi buti biologiskai suderinamas, iSvengiant uztersimo
pavojaus, ir stabilus sudétingose terpése. Pavyzdziui, kraujo mé-
ginyje galima rasti tukstancius biozymeny, kurie gali nespecifiskai
prisijungti prie jutiklio pavirsiaus. Todél imunojutiklio, skirto bal-
tymy saveikai tirti, kurimas priklauso nuo tinkamy metody grei-
tam miniatiuriniam jutiklio paruosimui ir pavirsiaus funkcionali-
zavimui specifiniais bioreceptoriais (pvz. antikunais). Dél biolo-
ginio suderinamumo ir jautrumo, Au pavirsiai jprastai naudojami
bioreceptoriaus imobilizavimui ir analités atpazinimui, pavirsiaus
plazmony rezonanso ir elektrocheminiuose jutikliuose.
Sio darbo tikslas buvo patobulinti jutiklius, sukuriant naujg mik-
roelektrody dizaing, siekiant greitai pagaminti miniatitrines elekt-
rochemines celes imunojutikliams biozymeny aptikimui. Siam tiks-
lui pasiekti buvo iskelti sie uzdaviniai:

1. Suprojektuoti ir paruosti persiklojanciy suky tipo mikroe-

lektrodus, naudojant biologiskai suderinamas medziagas (pvz.

Au), naudojant minkstosios litografijos ir cheminio ésdinimo
metodus bei jvertinti elektrody kokybe naudojant mikrosko-
pijos ir elektrocheminius metodus.

2. Modifikuoti suky tipo elektrodus Pt dangomis, kontroliuo-
jant medziagos Siurkstumo koeficienta HoOo nustatymui.

3. Suprojektuoti modelj, jskaitant suky tipo elektrody geomet-
rijg ir imituoti elektroaktyviyjy medziagy difuzijos procesa,



naudojant baigtiniy elementy metoda.

. Suprojektuoti miniatiurine elektrochemine cele, mazo turio
(5 nL) analitei tirti; jvertinti Ag/AgCl palyginamojo elektro-
do pakeitimg pseudopalyginamuoju miniatiurizuotu Au elekt-
rodu.

. Sukalibruoti redokso molekules (pvz. FcMeOH), naudojant
paruosta miniariurizuoty cele; Nustatyti jautrj ir LOD, esant
skirtingiems potencialy skleidimo greiciams.

. Immobilizuoti bioreceptoriy (antikuna) vézio antigeno 125
atpazinimui, naudojant mikrokontaktinj antspausdinimg ir
iStirti antikuny pasidengimo tankj, naudojant vaizdinancia
elipsometrija; nustatyti vézio antigeno 125 atpazinima, nau-
dojant pavirSiaus plazmono rezonansg.

. Immobilizuoti bioreceptoriy (antikuna) vézio antigeno 125
atpazinimui ant Suky tipo Au elektrody ir nustatyti vézio
antigena 125, naudojant elektrocheminio impedanso spekt-
roskopija; Nustatyti jautrj, LOD, naudojant jvairius jutimo
parametrus, jskaitant R ir immitancijos funkcijos analize.

. Suformuoti jutiklius ant elektrochemiskai paruosry Au ir Pt
nanostrukturinty elektrody ir palyginti jutikliy jautrius ir
LOD vézio antigeno 125 atpazinimui; Nustatyti jautri, LOD,
naudojant jvairius jutimo parametrus, jskaitant R ir immi-
tancijos funkcijos analize.



Darbo naujumas:

Siame darbe palygintas Au persiklojanciy suky elektrody ir
nanostrukturizuoty Au ar Pt elektrody panaudojimas metabolito
H50Os ir vézio antigeno 125 atpazinimui.

1.

Darbe naudojami minkstosios litografijos ir cheminio ésdi-
nimo metodai, siekiant greito ir paprasto miniatitirizuotos
elektrocheminés celés paruosimo.

. Tiriama unikali elektrody konfiguracija, kai Suky tipo mik-

rojuosty elektrodai yra naudojami kaip darbinis ir pagalbinis
elektrodai. Tokia konfiguracija gali pakeisti redokso aktyviy
molekuliy difuzijg i$ linijinés j sferine, o tai galéty pagerinti
jutiklio jautrj.

. Unikali jutiklio elektrody padétis buvo tiriama modeliuojant

numatomg elektrocheminj atsaka, naudojant baigtiniy ele-
menty metoda.

. Pt ant elektrodo pavirsiaus buvo padengtas netradiciniu bu-

du platinizuojant skirtingu potencialy skleidimo greiciu, ku-
ris leido labai tiksliai kontroliuoti Pt struktirg ir Siurkstu-
ma. Be to, sis metodas leidzia atlikti procesa be nuodingy
reagenty (Svino II), priesingai nei naudojama tradiciniuose
metoduose.

. Vézio antigeno 125 aptikimo jautris pagerintas, naudojant

iSsamesnius duomeny analizés metodus, elektrocheminio im-
.. . .. ’ 1"

pedanso spektroskopijai, kai impedanso komponenty 7', Z

priklausomybé nuo daznio analizuojama ties vienu dazniu.

. Siekiant pagerinti jutiklio jautrj, ploksti elektrodai modifi-

kuoti Au arba Pt nanostrukturomis; lyginamas jautris ir
LOD tarp Au ir Pt nanostruktury, kas literaturoje niekada
nebuvo lyginami vézio antigeno 125 atpazinimui.

Autoriaus indelis Autorius tardamasis su vadovu ir konsultan-

tais suplanavo tyrimus ir atliko eksperimentinj darbg, jskaitant

1) persiklojanciy Suky tipo mikroelektrody paruosima, naudojant



mikrokontaktinj antspausdavimg, cheminio ésdinimo ir elektro-
cheminio nusodinimo metodus; 2) pavirsiaus tyrimus, naudojant
skenuojancia elektrony, optine mikroskopijas ir vaizdinancia elip-
sometrija; 3) bioreceptoriaus anti-CA125 immobilizavima ant -
COOH funkcinémis grupémis dekoruoty pavirsiy; 4) antikuny ir
antigeny saveikos tyrima, naudojant SPR; 5) su sia tematika su-
sijusiy eksperimentiniy duomeny apdorojimas ir analizé bei tri-
ju moksliniy straipsniu rengimas; 6) rezultaty pristatymas 17-oje
tarptautiniy moksliniy konferencijy.

Kity bendraautoriy indélis Dr. Martynas Gavutis ir Ignas Ma-
siulionis asistavo PDMS spaudo ruosime, Dr. Jurga Juodkazytée
konsultavo Pt nusodinimui ant Suky tipo elektrody tyrimui. Gin-
taré Garbenciuté padéjo paruosti -COOH dekoruotas dangas an-
tikiiny imobilizavimui.
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1. Metodika

1.1 Medziagos ir tirpalai

Visi reagentai naudojami Siame darbe buvo analitinio grynu-
mo ir naudojami be papildomo gryninimo. Vandeniniai tirpalai
buvo ruosiami filtruotame vandenyje (18.2 MQcm™!) i§ Synergy
185 jrenginio (Millipore, JAV). Visi tyrimai buvo atlikti kambario
temperaturoje 21 + 2°C.

1.1.1 Medziagos ir tirpalai naudoti elektrody
ruosimui

« 20 nm storio Au dengti stiklo pavirsiai (10 x 10 mm) buvo
isigyti is Ssens (Olandija).

 Au plovimui naudotas standartinis valymo tirpalas (SC;) su-
sidedantis i$ 5:1:1 HyO, HyO9 ir NH3 misinio. HyO4 (30 %),
NH; (25 %) tirpalai buvo gauti i§ Carl Roth GmbH (Vokie-
tija).

o Masteris buvo paruostas ant Si plokstés, padengiant foto-
jautrus apsauginis sluoksnis SU-8 (MicroChem Corp, JAV)
danga, kurios storis: 40 pm ir norimas rastas graviruotas nau-
dojant fotolitografija.

« Polidimetilsiloksano (PDMS) replikos buvo paruostos mai-
sant elastomerg ir elastomery kietiklj masés santykiu 10:1,
naudojant SYLGARD® 184 silikono elastomero rinkinj (Dow
Corning, JAV). Gauta masé padengta ant masterio pavir-
Siaus ir 2 h kaitinta 70°C krosnyje. Véliau PDMS replika
buvo kruopséiai nulupta ir laikomos uzdarytoje léksteléje.
Pries naudojimg, PDMS replika buvo 1 min sonikuojama
CoH50OH, nudziovintas No srove ir naudojamas kaip spau-
das.

« Mikrokontaktiniam antspaudavimui (nCP) buvo naudojamas
1 mM CooHyoS (Alfa Aesar, Vokietija), istirpintas CoH;OH
(Sigma Aldrich, Vokietija).
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 Cheminiam aukso ésdinimui naudotas 20 mM Fe(NOs3)3 (Flu-
ka, Sveicarija) ir 30 mM CH4N,S (Fluka, Sveicarija) tirmaly
misinys.

o Elektrodo pavirsiaus padengimui Au ar Pt nanostrukturo-

mis, naudoti 10 mM HAuCl,H50O arba 10 mM HyPtClgH,O
(Sigma Aldrish, Vokietija) nusodinimo tirpalai.

o Pavirsiy dziovinimui naudotos 5.0 klasés No dujos (Aga, Lie-
tuva).

1.1.2 Medziagos imunojutikliui

Antikiinas anti-CA125 skiestas, naudojant 1 mgmL~' monok-
loninj pelés anti-CA125 (HyTest, Suomija). CA125 tyrimui, CA125
koncentracijos ruostos, skiedziant 1 mgmL~! CA125 Zzmogaus an-
tigena (HyTest, Suomija). Baltymy paruosimui naudotas, vande-
ninis fosfatinis buferis (PBS), pH 7.4 (Sigma Aldrich, UK).

1.1.3 Reagentai elektrocheminiam tyrimui

CV ir EIS matavimamas naudoti K3[Fe(CN)g], K4[Fe(CN)g] ir
FcMeOH buvo jsigyti i§ Sigma Aldrich (UK). 0.1 M vandenilio
peroksido tirpalas buvo ruosiamas svieziai 0.1 M PB, naudojant
35 % Hy04 (Carl Roth GmbH, Vokietija).

1.2 Metodai sSuky tipo elektrody ruosimui

1.2.1 Elektrodo dizainas

Pav 1.1 pavaizduotas, IDA dizainas, kuris susidéjo is 25 vie-
nety 40 pm plocio ir 0.9 mm ilgio persiklojanciy mikroelektrody.
Atstumas tarp persiklojanciy elektrody buvo 40 pm. Elektrody
prisegimui, naudotos 1 mm plocio kontaktinés juostos. Zonos, kur
h=1.5 mm buvo reikalingos spaudo lygiavimui antspaudavimo me-
tu.
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10 mm

1mm

1.1 Pav. IDA dizainas: 25 persiklojantys mikrojuosty elektrodai,
elektrodo ilgis 1=0.9 mm ir plotis w=40 pm, d=100 pm, izoliuotos
zonos (h=1.5 mm), naudotos spaudo lygiavimui wCP metu, su
kontaktinémis 1 mm juostomis.

1.2.2 Silicio Sablono ruosimas

Fotolitografijos kauké buvo ruosta naudojant fotolitografijos
irenginj (Heidelberg Instruments, Vokietija). Siekiant suformuo-
ti 20 pm storio danga, teigiamas fotojautrus apsauginis sluoksnis
ma-P 1275G (Microresist GmbH, Vokietija) buvo sukamas (500
apsuky/min, 15 s, 2000 apsuky/min, 15 s.) paskleidziant ant 4
coliy silicio laksto (Topsil, Danija). Po dengimo silicio lakstas kai-
tintas ant kaitlentés 100 °C temperaturoje 4 min ir vésintas kam-
bario temperaturoje 5 min. Apsauginis sluoksniu padengtas silicio
lakstas strukturizuotas UV (405 nm), naudojant fotolitografijos
jrenginj. Gautas rastas ryskintas naudojant ryskala (Microresist
GmbH, Vokietija), kol isryskéja strukturos.

1.2.3 PDMS spaudo ruosimas

PDMS spaudas ruostas maisant elastomero baze ir kietiklj ma-
sés santykiu 10:1, naudojant SYLGARD 184 silkono elastomero
rinkinj (Dow Corning, JAV). Gautas miSinys degazuojamas va-
kuume, siekiant pasalinti susidariusius oro burbulus ir patalpintas
70°C krosnyje, 2 h. Po kaitinimo, PDMS replika atsargiai nulupta
ir gauty struktury kokybeé jvertinta optiniu mikroskopu (Olympus

13



BX-51, Japan).

1.2.4 Apsauginio sluoksnio struktiry formavimas ir
cheminis ésdinimas
Pav 1.2 pavaizduota IDA elektrodo ruosimo schema. 20 nm sto-

rio aukso pavirsius plautas 2 kartus, SC; tirpale, kaitinant 85 °C,
7 min. , skalaujant dejonizuotu vandeniu ir nudziovinant No srove.

[a\salas\

rasaIaVImas
uCP

Aulstiklas
SAM apsauginis sluoksnis
T T T L L 1

y

SAM pasalinimas cheminis ésdinimas

1.2 Pav. IDA ruosimo diagrama, gtraukiant mikrokontakting
antspavdavimg CooHysS, cheming ésdinimg ir CogHyS pasalini-
maq.

Prie$ naudojima, 10x10 mm? PDMS spaudas 1 min purtytas
ultragarso voneléje etanolyje. Mikrokontaktiniam antspaudavimui
PDMS spaudas padengtas 50 L, 1 mM eikosantioliu (HS-Csy)
etanoliniu tirpalu ir inkubuotas 1 min. Po inkubavimo, rasalas
nusiurbtas pipete ir $velniai nudziovintas Ny srove. Rasaluotas
PDMS spaudas priglaustas prie aukso substrato, laikytas 1 min
ir atsargiai pasalintas pincetais. Tokiu budu norimas apsauginio
sluoksnio rastas pasidengé ant aukso pavirsiaus ir strukturos és-
dintos naudojant cheminj ésdinima 5 min. Cheminiam ésdinimui,
buvo naudotas 1:1 tiirio santykiu, 20 mM Fe(NO3)3 (Fluka, Svei-
carija) ir 30 mM CH4N,S (Fluka, Sveicarija) misinys.
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Po cheminio ésdinimo Au substratai skalauti dejonizuotu van-
deniu ir nudziovinti Ny srove. Apsauginio sluoksnio pasalinimui
ésdinti substratai apsviesti UV (254 nm bangos ilgio) spinduliuote
20 min. ir purtyti ultragarso voneléje etanolyje 2 min., sukeliant
CooHy2S SAM degradacija. Papildomai, po UV apsvietimo, IDA
elektrodai plauti 2 kartus, naudojant SCj.

1.3 Persidengianciy suky tipo elektrody

tyrimas

1.3.1 Optiné mikroskopija

Pries mikrokontaktinj antspaudavima (nCP), PDMS spaudo
kokybé buvo vertinama, naudojant optinj mikroskopa Olympus
BX51 (Olympus, Japonija). Taip pat, po IDA elektrodo ruosimo,
optinis mikroskopas naudotas defekty vertinimui, esant 10x, 20X,
50 didinimo objektyvams.

1.3.2 Pavisriaus tyrimas naudojant SEM ir EDS

Elektrochemiskai nusodinta Pt ant IDA buvo papildomai tir-
ta vertinamos skenuojanciu elektrony mikroskopu (SEM), JEOL
JSM 6490 LV (Japonija) su integruotu rentgeno spektroskopijos
(EDS) detektorium. Papildomai, Pt buvo tirta naudojant aukstos
raiskos SEM (Helios NanoLab 650, Olandija). Nusodintos Au ir
Pt strukturos, naudotos CA125 atpazinimui, tirtos SEM (Hitachi
S3400N VP-SEM, Japonija), naudojant 10 kV voltaza.

1.3.3 Elektrocheminis tyrimas

Elektrocheminiai tyrimai atlikti naudojant keleta skirtingy po-
tenciostaty CH Instrument 760e (JAV), CompactStat, IVIUM
Technologies (Olandija) arba Autolab PGSTAT 30 (Olandija).
Pav 1.3 pavaizduotas IDA elektrodas prijungtas prie modifikuotos
USB tipo jungties, kur 172, 27% ir 37% zonos buvo tirtos skirtin-
gose konfiguracijose.
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|prastiné celé Celé po kontakty izoliavimo Miniatiiirizuota celé

(d) (e)

1.3 Pav. Elektrocheminés celés diagramos su isoriniu CE, RE -
(a) naudota Au (b) ir Pt (c) elektrocheminiam nusodinimui. Do-
minanti darbiné zona izoliuota, naudojant PSA (d). Miniatiuri-
zuota celé su integruotais CE, RE (e).

1.4 Elektrody padengimas Pt ir Au

nanostrukturomis

Pav 1.3 pavaizduota, elektrocheminé celé, kurig sudaré IDA Au
elektrodas, pagalbinis Pt elektrodas ir palyginamasis Ag/AgCl/3
M KCI, naudota Au ir Pt nusodinimui. Pt elektrocheminiam nuso-
dinimui, elektrodai jmerkti j 10 mM HsPtClg - 6 H5O ir CV poten-
cialai skleisti nuo -0.4 iki 0.8 V, kei¢iant potencialy skleidimo greitj
nuo 5 mVs ! iki 50 mVs . Au padengimui, elektrodai jmerkti j
10 mM HAuCly - 6 HyO vandeninj tirpalg ir CV potencialai skleisti
nuo -0.8 V to0 0.9 V, esant 100 mVs ! potencialy skleidimo grei¢iui.
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1.4.1 Tyrimui naudotos elektrocheminés celés

Pav 1.3 (d) ir (e) pavaizduota balta kauké (PSA), priklijuota
ant IDA elektrodo, skirta IDA kontakty zonos izoliavimui, naudo-
jant 140 pm storio dvipuse lipnia juosta (Adhesive Research Ltd.,
Airija), iSpjauta 1x3.5 mm (darbine zona), naudojant kompiuteriu
valdoma asmeninj raizytoja Cameo 3 (Silhouette, JAV).

1.4.2 Difuzijos proceso modeliavimas

Programiné jranga COMSOL Multiphysics 5.3a naudota kom-
piuteriniam modeliavimui, naudojant Windows operacine sistema,
32 Gb Intel(R) Core, i5-6500 CPU @ 3.20GHz. CV simuliuotos
pagal baigtiniy elementy metods, dviems sistemoms: naudojant
integruotg CE persidengiantj su WE ir CE nutolusj nuo WE. CV
simuliuotos potencialy intervale nuo -0.3 iki 0.3 V, esant poten-
cialy skleidimo grei¢iams 10, 30, 50, 100, 150, ir 200 mVs™!.

1.4.3 Elektrocheminis tyrimas miniatiarizuotai
celei

Pav 1.4 pavaizduota miniatiurizuota elektrocheminé celé nau-
dota feroceno metanolio (FeMeOH) nustatymui. Celés turis - 5 uL
FecMeOH istirpinto 0.1 M PB, pH 7.4. CV registruota, esant Fc-
MeOH koncentracijoms nuo 0.5 M iki 1000 pM. Matavimas vyko
potencialy intervale nuo -0.2 iki 0.4 V, esant potencialo skleidimo
grei¢iams 5 ir 50 mVs~!, naudotas Au palyginamasis elektrodas.

1.4 Pav. Miniatiurizuotos elektrocheminés celés diagrama, skir-
ta 5l analités turio matavimams.
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1.5 Elektrody modifikavimas vézio
antigeno 125 aptikimui

1.5.1 Antikuno imobilizavimas ant Au

Pav 1.5 pavaizduota jutiklio ruosimo CA125 atpazinimui sche-
ma. Au pavirsius plautas SC; tirpalu ir IDA pamerktas j 70
% HS—EG3—COOH ir 30 % HS—EGg—OH etanoliniame tirpa-
le 12 h savitvarkio monosluoksnio (SAM) formavimui. SAM -
COOH grupés aktyvuotos Svieziai paruostame 0.2 mL 2.5 mM N-
hydroxysuccinimide (NHS ) ir 10 mM 1-ethyl-3-[3-imethylaminopropyl]
carbodiimide hydrochloride (EDC) etanoliniam tirpale 30 min.
Toliau, IDA purtytas ultragarso voneléje 3 s. etanolyje, nuska-
lautas dejonizuotu vandeniu ir Svelniai nudziovintas Ng srove.

NHS/EDC
0.2 mL anti-CA125

[m— [ m—
HS-EG;-COOH
HS-EGg-OH PSA

1.5 Pav. Jutiklio CA125 atpaZinimui schema. IDA Au pavirsius
padengtas SAM 70 % HS—EG3—COOH ir 30 % HS—EGg—OH
etanolio tirpale, aktyvuotas NHS/EDC, ir anti-CA125 immobili-
zuotas ant SAM antspauduojant, IDA kontaktai izolivoti PSA, ir
pavirsius uzblokuotas BSA.

Anti-CA125 praskiestas 1:100, 0.1 M PB ir naudotas, antspau-
duojant nestrukturizuotu PDMS ant NHS/EDC aktyvuoto pavir-
siaus. Anti-CA125 inkubuotas ant spaudo 5 min., spaudo ir Au
kontakto laikas 10 min. IDA kontaktinés zonos izoliuotos, naudo-
jant PSA. NHS/EDC pavirsius deaktyvuotas, padengiant 2 uL 0.5
% BSA tirpinto 0.1 M PB 30 min. Iki naudojimo, imunojutiklis
saugotas 4 °C temperaturoje.
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1.5.2 Antikuno padengimo tyrimas

Anti-CA125 pasidengimas ant Au pavirSiaus tirtas, naudojant
vaizduojantj elipsometra (Accurion GmbH, NanofilmEP, Germa-
ny), esant 658 nm lazerio bangos ilgiui. Auks¢iy Zemeélapiai ma-
tuoti esant 56° spindulio kritimo kampui. Suformuota -COOH
danga ir ani-CA125 modeliuoti kaip ‘organiniai’ sluoksniai, kur
atspindzio koeficientas n = 1.5 ir k = 0. Taip pat, Sis prietaisas su
integruota SPR sistema, naudotas CA125 atpazinimui, leidziant
CA125, esant 25 pLmin~"! tekéjimo greiciui, registruojant duome-
nis kas 30 s.

1.5.3 Elektrocheminis tyrimas vézio antigeno 125
nustatymui

CHInstrument, naudotas elektrocheminés impedanso spektro-
skopijos (EIS) matavimams dazniy diapozone nuo 100 000 Hz iki
0.1 Hz (matuojant 20 verc¢iy), pastovi srove (DC) nustatyta, esant
atviros grandinés potencialui (OCP), esant 10 mV amplitudei.
Gauti duomenys atvaizduoti Nyquist ir Z', Z" priklausomybeés nuo
daznio israiskose. Kreivés analizuotos pritaikant Randles elektrine
grandine, i$ kurios paskai¢iuota kruvio pernasos varza (R.:) kaip
kintantis parametras su didéjancia koncentracija CA125. Palygi-
nimui, CA125 kalibravimui naudota Z" maksimali verte Z" nuo
daznio priklausomybéje. Taip pat, CA125 kalibruotas parink-
tiems dazniams, pla¢iame dazniy diapozone, naudojant immitan-
cijos funkcijos analize.
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2. Rezultatai ir diskusija

2.1 Persidengianciy suky tipo elektrody

tyrimas

Minkstoji litografija (nCP) ir cheminis ésdinimas buvo naudoti
IDA elektrody paruosimui. Rasalu buvo pasirinktas CogHyoS tio-
lis, antspaudavimui ant Au pavirsiaus, skirtas apsaugoti Au nuo
cheminio ésdinimo proceso. Istirti keli pCP ir cheminio ésdinimo
laikai 0.5 min, 1 min, 2 min, 5 min ir 10 min.

(a) (b)

2.1 Pav. Paruosto PDMS spaudo optinio mikroskopo vaizdas,
vaizduojantis dominancig srity su 40 pm Suky tipo mikro struktu-
romis (a); IDA elektrodas, esant optimalioms ruosimo sqlygoms:
wCP laikas 1 min., cheminio ésdinimo laikas - 5 min (b).

Vienalytis apsauginis SAM sluoksnis buvo suformuotas, kai ra-
saluoto spaudo ir 20 nm Au padengto stiklo substrato kontaktas
buvo 1 min. Po pCP proceso, PDMS spaudas buvo sonikuotas
etanolyje 30 s ir pakartotinai panaudotas kelioms (iki 15 karty)
nCP proceduroms ant naujy Au substraty. Dél ilgesnio spau-
do naudojimo kilo tokiy problemy, kaip pats spaudo isbrinkimas,
dél ko padidéjo atspausdinto SAM sluoksnio uzimamas plotas.
IDA kokybei jvertinti, Suky juostos plotis ir defektai (Au mik-
ro/nanostrukturos laisvojoje zonoje) buvo stebimi optiniu mikros-
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kopu. Visy pirma, apsauginio sluoksnio kokybé buvo optimizuota
keiciantCqgHyoS inkubavimo laikg nuo 0.5 iki 10 min., naudojant
5 min cheminio ésdinimo procediira. Paruostos mikrosukos struk-
turos po cheminio ésdinimo buvo didesnio plocio, kai spaudo ir
aukso kontakto laikas buvo ilgesnis nei 1 min, kas galéjo nutik-
ti dél rasalo issiliejimo uz struktury riby. Trumpesnis nei 1 min
PDMS spaudo ir Au kontaktinis laikas buvo nepakankamas SAM
pasidengimui.

Pastebéta, kad cheminio ésdinimo procesas mikro juosty suky
zonoje buvo greitesnis nei kontaktinio takelio zonoje, todel reike-
jo optimizuoti ésdinimo laika. Taikant trumpesnj ésdinimo laika
(1 - 5 min.), Au strukturos nepilnai iSsiésdino, palikdamos mikro-
/nano Au saly pédsakus. Ilgesnis ésdinimo laikas padidino mik-
rojuostos krasty siurkStuma ir sumazino mikro juostos plotj (35
+ 5 pm). Esdinimo trukmé buvo apribota iki 5 min, gaunant
numatomay plocio verte 40+ 2 pm.

(a) (b) (c)

2.2 Pav. Optinio mikroskopo atvaizdai, optimizuotomis IDA
ruosimo sglygomis, vaizduojantys 3 elektrody (a), persiklojanciy
Suky zong (b) ir defekty laisvosios zonos (c) vaizdg po optimizuo-
to 5 min cheminio ésdinimo.

PDMS spaudo rasalo inkubavimas, jpCP ir cheminis ésdinimas
naudoti IDA formavimui uztruko ne ilgiau nei 10 minuéiy. Tokiu
budu buvo paruosti 125 vienetai IDA elektrody tolimesniam nau-
dojimui. Pries elektrochemiskai characterizuojant, paruosti IDA
elektrodai buvo apdoroti naudojant aukstos galios ultravioletine
(UV) sviesa. Keletas UV apsvietimo laiky (10, 30, 60 min.) buvo
tiriami optimizuojant laika reikalinga tiolio ir aukso rysio (-SH)
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sunaikinimui. Kadangi 10 min. buvo per trumpas laikas gauti sva-
ry Au pavirsiy, o 30-60 min davé Svary Au pavirsiy, 30 min buvo
pasirinktas kaip optimalus (trumpesnis) UV apdorojimo laikas li-
kusiam tiolio apsauginiam sluoksniui pasalinti. Kad bty iSvengta
tioliy likuciy, IDA elektrodai buvo plaunami SC; tirpalu, po kurio
Au pavirSius tampa hidrofilinis, kas yra $varaus Au jrodymas.

2.2 Persidengianciy suky tipo elektrody
modifikavimas Pt H,O, nustatymui

Paruosti IDA elektrodai buvo prijungti prie modifikuotos USB
jungties elektrocheminiam platinos padengimui. Elektrocheminis
procesas, vykstantis nusodinimo metu (HoPtClg tirpale) pavaiz-
duotas lygtyje 2.1.

HyPtClg + 4~ — Pt + 2HT 4 601~ (2.1)

Siekiant nustatyti elektrochemiskai aktyvy pavirsiaus plota (EASA)
ir Pt morfologija, buvo istirti keli galimi potencialy skleidimo grei-
¢iai nuo 10 iki 100 mVs~!.

Siurkstumo faktoriaus (Ry) skai¢iavimui, nustatytas EASA bu-
vo padalintas i§ geometrinio IDA elektrodo ploto. Gautos Ry ver-
tés padidéjo nuo 49.8 - 214.0 karty, priklausomai nuo potencialy
skleidimo grei¢io. Pt dangy suskilimai, buvo stebimi, kai naudo-
tas létas potencialy skleidimo greitis (10 mVs™!) ir netgi dangos
lupimasis esant 5 mVs~! greiciui.

Pav 2.3 pavaizduoti, SEM vaizdai, gauti skirtingiems Pt nuso-
dinimo potencialy skleidimo grei¢iams. Priklausomai nuo skena-
vimo grei¢io buvo suformuoti 5 - 140 nm nanokristalai. Didziausi
kristalai susiformavo, naudojant 50 mVs~! potencialy skleidimo
greit] platinizavimo metu ir Pt strukturizuoti IDA buvo naudoti
tolimesniuose tyrimuose.

Cheminiy elementy kompozicija buvo idetifikuota, naudojant
SEM kombinuotg su EDS. Siam eksperimentui, viena i$ IDA elekt-
rodo Suky buvo atrankiai platinizuota, naudojant optimizuota 50
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(c) (d)

2.3 Pav. SEM vaizdai po Pt elektrocheminio padengimo poten-
cialy intervale nuo 0.4 iki 0.8 V vs. Ag/AgCl, esant 5 mVs~t (a),
10 mVs™t (b), 50 mVs™! (¢), 100 mVs™! (d) skleidimo greiciams.

mVs~! potencialy skleidimo greitj. Cheminiy elementy pasiskirs-
tymo gautas vaizdas rodé, kad Au buvo visiskai padengtas Pt
(96.9 % ) danga. Zonoje, kur Pt nebuvo elektrochemiskai sodina-
ma, tik mazas kiekis Pt (4.2 %) buvo nustatytas, kas rodo lokaly
Pt nusodinima.

Siekiant istirti gautos Pt panaudojimg elektrocheminiam jutik-
liui, H, Oy buvo naudotas kaip analité. Pav 2.5 (a), pateikta CV
registruota 0.1 M PB pH 7.3 be analités (juoda linija) ir su keleta
koncentraciju analités (HoO). Kaip matoma, CV neutralaus pH
buferyje rodo tipiska Pt kristaly elektrocheminj atsaka [2]. HoOq
oksidacija vyko potencialy intervale nuo 0.4 iki 0.8 V (Ag/AgCl).
Didéjantis kiekis analités jtakojo oksidacijos ir redukcijos sroveés
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2.4 Pav. EDS spalvy Zemélapis vaizduojantis Pt (Zalia) zong po
elektrocheminio nusodinimo ant Au (raudona) (a), EDX spektras,
vaizduojantis elementy kompozicijg ant IDA elektrodo (b).

stiprio tankio didéjimg. Taciau, elektrono pernasa oksidacijos me-
tu buvo létesnis procesas, nei anodiniam diapozone, didinant HoOo
koncentracija. Jautris HoOp matuojant CV buvo 0.23 mAcm—2
mM~! ir 0.34mAcm~2 mM~! Hy,0, atitinkamai oksidacijos ir re-
dukcijos zonose. Skirtumai tarp katodiniy ir anodiniy sric¢iy jaut-
rio galimi dél skirtingo elektrony perdavimo greicio oksidacijos ir
redukcijos metu, kurj lemia atitinkamai Pt pavirsiaus oksidacijos
ir susidariusiy oksidy redukcija. Papildomai, HoO45 kalibravimas
katodinéje ir anodinéje srityse buvo atliktas naudojant chrono-
amperometrija. Pav 2.5 (b) pavaizduotas atsakas i HyOo kon-
centracijos didéjima, matuojant sroves keitimasi, esant fiksuotai
potencialy vertei. Buvo nustatyta, kad geriausias jautris HoOg
atpazinimui pasiektas, esant +0.35 V fiksuotam potencialui ir Sis
potencialas buvo pasirinktas kaip optimalus tolimesniems eksper-
imentams. Istirtas HoOg koncentracijy diapazonas nuo 1 M iki 6
mM, taciau grafike pateikti atsakai iki 2 mM, nes mazesniy kon-
centraciju diapazonas yra aktualesnis jutikliams. Pav 2.5 (b) iterp-
toje kalibracinéje tieséje matyti, jog elektrocheminis atsakas buvo
ne visiskai tiesiskai proporcingas HoOs koncentracijai. Nustatyta,
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kad tiesinis HyOs aptikimo diapozonas skyla j du intervalus nuo
1 iki 8 pM ir nuo 10 pM iki 6 mM, tuo tarpu LOD verté, apskai-
¢iuota pagal kalibracine kreive naudojant 3 ¢ metoda (3 kartus
didesnis uz kalibracinés spektrai standartinj nuokrypj, padalinta
i nuolinkio vertes), buvo 21.7 nM, o Pt IDA mikroelektrodo jaut-
ris HyOy buvo 770 ir 428 pAcm~?mM ! atitinkamai pirmgjam ir
antrajam linijiniam diapazonui. Dauguma esamy darby naudoja
sunormuotg srove geometriniam elektrodo plotui, musy atveju tai
biity 2662 ir 1443 pAcm~?mM ! kiekvienam tiesiniam diapazonui.
Palyginus su kitais literaturoje skelbiamais darbais, musy gautas
jautris buvo beveik 300 kartu didesnis, nei gautas lieraturoje (2.70
pAcm2mM 1), kai atpazinimui naudotas Pt elektrodas [3].
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2.5 Pav. H»Oz aptikimas 0.1 M PB. CVs atsakas didéjant Ho O,
koncentracijai nuo 0 iki 2 mM, kas 0.5 mM, potencialy skleidimo
greitis 50 mVs™1 (a), chronoamperograma, esant pastoviam poten-
cialui 0.35 V vs. Ag/AgCl, kur HyOy injekcijos konentracija nuo
10 pM iki 2 mM.

Taigi tokig suformuotg Pt IDA mikroelektrody sistema gali-
ma naudoti aptikti mazas (21.7 nM) H2O4 koncentracijas, o jos
elektrocheminés savybés yra artimos Pt nanokristaliniy struktury
charakteristikoms. Tuo paciu metu tokiy Pt nanostruktiury ruosi-
mas yra paprastas ir suderinamas su kitais procesais, reikalingais
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mikrosistemai kurti.

2.3 Miniatiurizuotos elektrocheminés celés

tyrimas

2.3.1 Persidengianciy Suky tipo elektroduy kontakty
izoliavimas

Kadangi IDA mikrojuostos buvo dominanti zona, reikéjo uz-
maskuoti Au kontaktinius takelius. Pav 2.6 (a) pavaizduota IDA
elektrodo su suformuota PSA kauke (balta) nuotrauka, o padi-
dinta zona - mikroskopo nuotrauka, vaizduojanti paruosta IDA
su kontaktiniais takeliais, Au staciakampiai yra izoliuotos zonos,
naudotos PDMS lygiavimui. Pav 2.6 (b) pateiktos CV, rodo elekt-
rocheminj Au elgesj HoSOy, kur katodiné smailé ties 815 £ 2 mV.
Lent 2.1 pateiktas iS mikroskopo nuotraukos apskaic¢iuotas darbi-
niy elektrody plotas ir elektrocheminés charakteristikos, kai WE
buvo prisegtas prie kontakto Nr. 1, 2 | arba 3.

5.0
2.5

st
nd
0.0
—= —=2.51
—5.0
-7.5
T T T

0.5 1.0 1.5
E, V [Ag/AgCl]

HA

(b)

2.6 Pav. Dominanti zona izoliuota, naudojant PSA juostq (a).
Optinio mikroskopo nuotraukos, vaizduojancios dominanciq elekt-
rochemijos srity, 17, 279 379 elektrody kontaktai. C'Vs 10 mM
HyS50,, potencialy skleidimo greitis 50 mVs™', kur 179, 279,
3% kontaktai pajungti paeiliui kaip WE (b).

2795 elektrodas turéjo didesnj plota (18 %) nei 17 elektrodas,
kas gali biiti paaiskinama didesniu mikrojuosty skai¢iumi 1~%/¢ su-
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2.1 Lent. Geometrinis plotas - (a) (i§ mikroskopo vaizdo) ir
elektrocheminiai parametrai is CV, 10 mM HpSO,. Paklaida skai-
ctuota esant 1 STDEYV.

A, em?x107% iy, pA Q, nC E, mV
172 4.61 £+ 0.08 2.6 &= 0.09 571 £0.04 815+ 2
2% 432 £ 0.06 2.25 £ 0.013 4.734+£0.07 &8l5+1
37 13.2+£0.2 7.817 +£0.29 16.46 £ 0.15 815 £ 2

koje. 37% elektrodas turé¢jo didziausia pavirsiaus plota (matoma
is mikroskopo nuotraukos pazymeétoje zonoje) salygojantis dides-
nes bendro kruvio vertes (16.46 £ 0.15), skai¢iuotas i integruoto
ploto po katodine smaile. Bendras kruvis buvo skaic¢iuotas po
elektrody izoliavimo, naudojant PSA juostg i§ 9 matavimy su 1%
standartiniu nuokrypiu (1 STDEV).

2.3.2 Persidengianciy Suky tipo elektrocheminés
celés dizainas ir konfiguracija

Pav 1.3 pavaizduoti elektrocheminiy celiy tipai naudoti Sia-
me darbe. Pav 1.3 (d) konfiguracijoje, buvo matuoti skirtingi
potencialy skleidimo greiciai WE elektrodui, registruojant CV, 1
mM FcMeOH, 0.1 M PB, naudojant isorinj CE ir RE. Papildo-
mai, IDA tirta naudojant Pav 1.3 (e) cele, kur Ag/AgCl pakeis-
tas miniatiurizuotu Au elektrodu ir naudojamas mikrosuky pagal-
binis CE. Kai buvo naudotas CE iSorinis, nuolinkio vertés buvo
0.0741 pA(Vs~H)~1/2 ir —0.0371 pA(Vs~H)~1/2) su R? lygiu 0.998

ir 0.969 atitinkamai ip, ir i, smailéms.

o7 (2.2)

Kai buvo naudojamas integruotas CE, skaiCiuotos nuolinkio
vertés buvo 0.0445pA(Vs™H) =12 ir —0.0348 pA(Vs—1)~1/2, su R?
lygiu 0.989 ir 0.976 atitinkamai i, ir iy smailéms. Difuzijos ko-
eficientas FcMeOH buvo skaiCiuotas naudojant Randless-Sevcick

i, = 0.4463 nFAC ("F oD ) ’
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priklausomybe ( 2.2), gauta verte 2.002 x 10~7 cm?s~! véliau buvo
naudota CV simuliacijai.
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2.4 Difuzijos simuliacija ir palyginimas su
ekspermentu

2.4.1 Modelis simuliacijai

CV buvo simuliuotos naudojant COMSOL Multiphysics 5.3a
dviems atvejams, kai CE iSorinis ir kai CE integruotas, esant skir-
tingiems potencialy skleidimo grei¢iams (10, 30, 50, 100, 150, ir
200 mVs~!) ir esant tam paciam potencialy intervalui kaip nau-
dota tyrime (nuo -0.2 iki 0.6 V). Redokso molekuliy transportas
simuliuotas remiantis Fikso antruoju désniu:

Jkur ¢; - redokso aktyviy molekuliy (i) koncentracija, F.. - neut-
ralus ferocenas, F.* - oksiduotas ferocenas ir D; - difuzijos ko-
eficientas redokso aktyvioms molekuléms i lygus 2.002 x 1077
cm?s™! [8], bendra F. koncentracija buvo 1 mM, o F.* buvo 0
mM.

Pav 2.7 pateikiamas sukurtas modelis IDA elektrodams. Mode-
liavimas buvo atliktas naudojant 2D geometrija, naudojant Soning
simetrijg iSilgai 900 pm mikrojuosty, siekiant sutrumpinti skaicia-
vimo laikg. Feroceno redokso poros oksidacija ir redukcija tiek
darbiniame, tiek prieSiniame elektrode buvo aprasytos naudojant
Butlerio-Volmerio lygti:

Trer = cnckoel 00D _op kel (2.

Kur 7 apibréziamas kaip n =E - E.,. E¢, buvo nustatyta kaip 0
V. Temperatura buvo nustatyta kaip 300 K, o = 0.5, ko nustatyta
kaip 5 cms™!, F./F." redokso poros kinetikoms, z = +1, ir F Fa-
raday’s konstanta. Ant integruoto CE, tik F. redukcijos procesas
svarstomas ir pastovus potencialas bu nustatytas kaip E= -0.3 V,
gautas i$ tyrimo duomeny. Kitos modeliavimo srities ribos buvo
nustatytos kaip bendroji koncentracija (pazymeéta kaip C*), Cp. =
1 mM, Cp.+ = 0 mM), simetrijos riba (pazyméta kaip simetrijos
linija), arba ribos, kur nevyko jokio transporto (0C/dy = 0).
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2.7 Pav. IDA elektrodo modelio schema, apimanti geometrijos,
aukscio ir plocio srities, tinklelio ir ribiniy sqlygy pasiskirstymg 1
mM FcMeOH.
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Elementy skaiéius buvo optimizuotas, kad buty aukstos skiriamo-
sios gebos tinklelis, ypa¢ IDA elektrodo krastuose, kur reikalauja-
ma, kad elementy skaic¢ius buty 12000. Srové buvo apskaiciuota
integruojant difuzinj FeMeOH srautg per WE ir padauginus is
dviejy ir i§ mikroelektrodo juostos ilgio (2x900 pm).

2.4.2 Palyginimas tyrimo su simuliacijos
duomenimis

Pav 2.8 (a) pavaizduoti tyrimo (juodos linijos) ir modeliuoto
(raudoni taskai), kai CE buvo iSorinis ir CE integruotas (WE/CE).
Tuo atveju, kai mes turime tik WE konfiguracija, CE mikroelekt-
rody Sukos buvo atjungtos, o iSorinis Au elektrodas buvo naudo-
jamas kaip pagalbinis.

Srovés stiprio vertés palygintos ties pusiasvyros busena ir gau-
tos vertés palygintos abiems konfiguracijoms. Didziausias skirtu-
mas tarp WE ir WE/CE integruoty atsaku stebétas, kai poten-
cialy skleidimo greitis buvo maZesnis nei 100 mVs~! tiek i§ pa-
matuoty, tiek i§ simuliuoty veré¢iy. Esant 10 mVs™! potencialy
skleidimo greic¢iui, srovés stiprio vertés lyginant abi konfiguracijas
skyrési daugiau nei 2 kartus. Taciau esant didesniam potencialy
skleidimo greiciui, sroveés vertés tarp dviejy konfiguracijy sutampa.
Si poveikj galima suprasti jvertinus feroceno koncentracijos profi-
lius abiejose tyrimo konfiguracijose. Pav 2.8 (b) pateikti feroce-
no koncentracijos profiliai, esant skirtingiems potencialy skleidimo
greiciams (10, 50 ir 100 mVs™1).

Is 2D difuzijos profiliy galima pastebéti, kad feroceno oksida-
cijos metu WE su integruotu CE sumazino difuzijos profiliy persi-
dengima is gretimy WE mikrojuosty. Esant mazesniam potencialy
skenavimo greiciui, pakako laiko, kad difuzijos profiliai sutapty ir
todél stebimas skirtumas tik tarp WE ir WE/CE. Esant greites-
niems potencialy skleidimo greic¢iams (>100 mVs™1), registruojant
CV praéjo per mazai laiko, kad jvykty difuzinis sutapimas, todél
nepastebime skirtumo tarp WE ir WE/CE konfiguraciju. WE/CE
atveju, efektyviai padidéja redokso molekuliy srautas (matuoja-
mas kaip srovés padidéjimas) | WE pavirsiy. WE/CE konfigura-
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2.8 Pav. Srovés stiprio vertés (tyrimo ir modeliuotos) ties 0.3
V, airiy potencialy skleidimo greiciy (10, 30, 50, 100, 150, r
200 mVs~') WE ir WE/CE konfiguracijoms (a). Feroceno kon-
centracijos profiliai esant trims skirtingiems potencialy skleidimo
greiciams, vaizduojantys bendrq difuzijos is persipynusiy elektrody
persidengimaq, esant mazZam potencialy skleidimo greiciui (b).

cija sumazina difuzinio sluoksnio dydj, uzkertant kelig susidaryti
linijiniam difuzijos profiliui. Galima tikétis, kad integruotojo CE,
regeneruojancio redokso molekules, slopinimas ir difuzinis skirtin-
gy WE mikrojuosty sutapimas padidins sistemos, kuri priklauso
nuo feroceno saveikos su analite, jautr].

2.5 Au pseudo-palyginamojo elektrodo

characterizavimas

Nepaisant to, kad Ag/AgCl dazniausiai naudojamas kaip paly-
ginamasis elektrodas biojutikliuose; literaturoje pabréziama, kad
gali atsirasti tam tikry netikslumy, lemianciy Zema palyginamojo
potencialy matavimy atkuriamuma [9].

Pav 1.3 (d) pavaizduota elektrocheminé celé naudota, siekiant
supaprastinti elektrocheminés celés ruosima. IDA buvo suprojek-
tuotas kaip trijuy elektrody sistema, kur 17%- WE, 27%- CE ir
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2.9 Pav. CV, kat WE su integruotu CFE registruota 1 mM Fec-
MeOH, 10 mM PB, 50 mVs~' vs. Ag/AgCl ir Au palyginamie-
siems elektrodams, kur potencialas pasislenka -100 mV.

37%- RE elektrodai. Vengiant papildomo modifikavimo etapo,
Au (37%%) buvo laikomas palyginamuoju elektrodu. Au buvo pa-
sirinktas dél supaprastinto IDA paruosimo, taip pat dél biologinio
suderinamumo, dél santykinai stabilaus Au etaloninio potencialy
ir patvarumo [10, 11, 12, 13]. Pav 2.9, CV matuotos vs. Ag/AgCl
ir Au pseudopalyginamuoju elektrodu rodé 100 mV pasislinkima j
mazesniy potencialy puse.

Vidutinis skirtumas tarp smailiy potencialy (AE,) buvo 116
+ 1.2 mV, kas rodo, kad sistema yra pusiau griztama, kur L, /I,
santykis buvo 1.006 + 0.003. Standartinis katodiniy ir anodiniy
sroviy ir potencialy nuokrypis, apskaiciuotas i 9 matavimy, buvo
mazesnis nei 1%. Au pseudoelektrodo stabilumas buvo su 1 %
AE, svyravimu.

Kadangi esant integruotai WE ir CE konfiguracijai, numato-
mas didesnis jautrj iki 2 karty tyrimo ir modeliuojamose pasto-
viyjy sroviy vertése esant mazam potencialo skenavimo greiciui;
FeMeOH buvo tiriamas kaip pavyzdiné sistema Siai koncepcijai
jrodyti.

Siekiant nustatyti FeMeOH, CV koncentracijoms nuo 0.5 pM
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2.10 Pav. CV FcMeOH oksidacijos ir redukcijos dinaminiam
intervale nuo 0.51M ki 1000 nM, esant 50 mVs~t (a) 5 mVs~t
(b) potencialy skleidimo grei¢iams. Kalibracinés tiesés, gautos i§
anodinés (iy,) ir katodinés (ip.) srovés 50 mVs™' (¢) ir 5 mVs~!

(d).

iki 1000 M buvo naudota, esant didesniam (50 mVs™!) ir maZes-
niam (5 mVs~!) potencialy skleidimo grei¢iams. Pav 2.10 pavaiz-
duota anodiniy ir katodiniy sroviy vertés, kurios didéjo didéjant
redokso aktyviy molekuliy koncentracijai. Idomu tai, kad padidé-
jus koncentracijai, anodiné srové padidéjo daug greiciau nei kato-
diné. Kalibracinéms spektrasms, naudotos srovés vertés ties -0.3
V ir 0.4 V. Kai potencialy skleidimo greitis buvo mazas (5 mVs™1),
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2.2 Lent.  Nuolinkio vertés is FcMeOH kalibraciniy kreiviy,
esant 50 mVs~! ir 5 mVs~! potencialy skleidimo greiciams.

Nuolinkis, nApM~! LOD, pM—!

ipa Ipe lpa  pe
50 mVs~!  0.718 £ 0.005 -0.283 + 0.004 32 74
5mVs™t  0.851 £ 0.008 -0.498 4+ 0.011 24 51

srovés vertés stabilizavosi, vaizduojancios sferinés difuzijos domi-
navimg. Taip pat, srovés vertés buvo zenkliai didesnés, naudojant
5 mVs~! nei naudojant 50 mVs~! potencialy skleidimo grei¢ius.
Kalibracinés tiesiskumas tesési visame naudoty koncentracijy dia-
pozone (nuo 0.5pM iki 1000 pM) su R? = 0.999 ir R? = 0.998
atitinkamai I, ir I, vertéms.

Pav 2.10 (c), (d) pavaizduotos nuolinkio vertés gautos is sroveés
nuo koncentracijos priklausomybés. Esant 50 mVs~!, jautris skai-
¢iuotas i$ nuolinkio buvo 0.718 nApM~! ir -0.283 nApM~—!, su R?
0.999 ir 0.998 skaiciuotais atitinkamai I, ir I, vertéms. Esant
5 mVs~—!, nuolinkio vertés jautris buvo didesnis 0.851 nApM~!
ir —0.498nApM~!, su R? 0.999 ir 0.995, atitinkamai ip, ir ipe.
Lent 2.2 pateiktos LOD verteés, kur LOD verté 32 pM ! ir 24 pM—*
esant atitinkamai 50 mVs~! ir 5 mVs~! potencialy skleidimo grei-
¢iams. Geriausias jautris 0.851 nApM~! gautas, esant 5 mVs™!
buvo 1.6 karto didesnis nei paskelbtas literatiiroje 0.547 nApM~1
ir 0.521 nApM~1) [13].

2.6 Veézio antigeno 125 nustatymas
naudojant pavisiaus plazmony

rezonansg

CA125 nustatymui buvo naudojamas specifinis receptorius an-
tikunas (anti-CA125). Siekiant uztikrinti gera anti-CA125 immo-
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bilizavima, pirmiausia ant Au buvo suformuotas karboksi SAM.
-COOH grupés buvo aktyvuotos naudojant NHS/EDC. Véliau,
anti-CA125 buvo immobilizuotas naudojant pCP. Buvo tiriami
keli antikuino ant PDMS spaudo inkubavimo laikai 5, 10, 20 ir
40 min. Po 5 ar 10 minuciy inkubacijos, spaudas vis dar buvo
hidrofobinis, o po 20 minuciy - PDMS spaudas tapo hidrofilinis,
reiskiantis, kad antikunas fiziskai séda ant PDMS spaudo. Ilgesné
inkubacija - 40 min. nedaveé jokiy pokyciy, o optimizuotas bu-
vo pasirinktas trumpesnis 20 min laikas. Anti-CA125 rasalu buvo
naudojamas keletai karty pCP procedurai. Po inkubavimo, PDMS
spaudas Svelniai nudziovintas Ny ir priglaustas ant NHS/EDC ak-
tyvuoto SAM pavirSiaus. Kontaktinis spaudo ir substrato laikas
varijuotas 5, 10, 20 ir 40 min. Pastebéta, kad per trumpg salycio
laika 5 - 10 min. baltymy sluoksnis nebuvo vienalytis, o po 20
min pCP rastas su siektinom 50 pm linijom buvo gautas ir ilges-
ni kontakto laikai nereikalingi. Pagrindinis privalumas naudojant
nCP buvo gebéjimas strukturizuoti anti-CA125 kaip vizualiai at-
pazinama rasta, neprarandant didelio rasalo kiekio. Anti-CA125
pasidengimas buvo tiriamas, naudojant vaizdinantj elipsometra.

2.6.1 Antikuno pasidengimo ant pavirSiaus tyrimas

Antikuny padengimui ant substrato buvo naudojamas elipso-
metrinis vaizdavimas. Pav 2.11 pavaizduotas rastuoto anti-CA125
aukscio zemeélapis. Vidutinis pavirsiaus padengimas anti-CA125
buvo 3.79 + 0.54 nm (apskaiCiuota i$ 7 skirtingy zonu), panasus j
anksciau literaturoje pateiktus baltymy ant pavirsiaus pasidengi-
mo duomenis [14, 15].

Au substratas po anti-CA 125 pCP buvo blokuojamas 2% jaucio
albumino serumu (BSA). Pav 2.12, pavaizduota nespecifinio BSA
ir specifinio CA125 sgveikos su anti-CA125 dekoruotu pavirSiumi.
Palygintos dvi zonos viena: su antikuinais ir be antikuny. Tam
tikras nespecifinis CA125 surisimas galéjo atsirasti dél neigiamai
ikrauto substrato. Santykinis atsakas specifiniam CA125 (RR%
= 100 % x (3-99)/do, kur J- atsako verté po analités injekcijos,
do- atsako verté po analités injekcijos) buvo 40 % didesnis zonoje
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2.11 Pav. Auksciy Zemélapis gautas naudojant vaizdinanty elip-
sometrq pries (a) ir po anti-CA 125 padengimo ant pavirsiaus, nau-
dojant mikrokontakting antspaudavimg (b), auksciy skalé nm.

kur anti-CA125 imobilizuotas, nei kur tik blokuotas BSA.
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2.12 Pav. SPR signalo kitimas laike, kai 0.5 % BSA uZleistas
nuo 40 iki 120 min. ir 50ugmL~—' CA125 nuo 120 iki 170 min,
7.8 pH PB (a) antikuno specifiskumas CA125 (b)
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Specifinio CA125 signalas buvo 3.5 karto didesnis nei nespe-
cifinio BSA, kas rodo, jog anti-CA125 yra specifinis antigenui ir
paruostas pavirsius pakankamai atrankus nespecifiniai kity balty-
my (BSA) adsorbcijai.

2.7 Veézio antigeno 125 nustatymas

naudojant Suky tipo elektrodus

Jutiklis CA125 nustatymui ant IDA Au elektrody buvo for-
muotas panaSiai kaip ant SPR lusto. Pirmiausiai, SAM -COOH
sluoksnis buvo padengtas ant SPR lusto ir aktyvuotas NHS/EDC.
Véliau naudotas pCP antikuno antspaudavimui. CV, registruota
Au IDA elektrodui 1 mM FcMeOH pries ir po SAM padengimo.
Po SAM padengimo, anodiné smailé buvo suspausta 40 % ir smai-
lés padétis pasislinko j didesniy potencialy sritj, i.e. 300 mV. Tuo
tarpu, katodiné smailé buvo pilnai suspausta, kas rodo jog Au pa-
virsius yra blokuojamas. Taip pat, skirtumas tarp smailiy maksi-
mumy padidéjo, vaizduojantis sulétéjusia elektrono pernasa, kaip
panasiai aptarta literaturoje [16].

Kadangi CV nebuvo jautri antigeno koncentracijos pokyciams,
CA125 jutimui buvo naudojama elektrocheminé impedanso spekt-
roskopija (EIS). EIS spektrai buvo pateikti taip vadinama "Nyquist’
forma, kurios analizuojamos modeliuojant pusapskritimj pritai-
kant Randles ekvivalentine grandine. Kadangi kartais sunku rasti
lygiaverte grandine, uztikrinancig priimting tyrimo duomeny atiti-
kima, naudotos dviejy tipy duomeny analizés metodikos: puslan-
kio skersmens supaprastinta analizé, iS skersmens nustatant R
isskyrimas ir immitancijos funkcijos analizé. Atitinkamai, skai-
¢iuotos ir palygintos nuolinkio vertés, LOD ir R2.

CA125 aptiktas, naudojant EIS, esant koncentracijy diapazo-
nui nuo 0.4 pgmL~! iki 3pgmL =t Pav 2.13 (a) pateiktos Nyquist
spektrai, kur gautas beveik idealus puslankis. Puslankio skersmuo
didéjo, didéjant CA125 koncentracijai, kaip pavaizduota, rodant
létesnj kruvio pernesimg CA125 adsorbcijos metu. R, pagal pus-
lankio skersmenj, vertés didéjo nuo 26.3 k€2 iki 49.9 k€2, didéjant
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2.13 Pav. FEIS signalo didéjimas po to kai jutiklis buvo inkubuo-
tas didinant CA125 koncentracijq, Nyquist spektrai (a), Z priklau-
somybé nuo daznio (b), Z' priklausomybé nuo dainio (c), daznis
skleistas nuo 100 000 Hz iki 0.1 Hz, esant 10 mV amplitudes,
pastovi srové (DC) nustatyta, esant atviros grandinés potencialui

(0CP).

CA125 koncentracijai nuo 0 iki 3 pgmL~!. Pav 2.13 (b) pavaiz-
duotoje Z' priklausomybéje nuo daznio, Z' vertés esant maziems
dazniams (0.1 Hz) didéjo nuo 35.2 iki 53.5 k2, didéjant CA125
koncentracijai, kurios yra panasios | varzos vertes, gautas is Re;.
7' nuo daznio gali biiti susieta su Rey verte, jei pasiekiamos pasto-
vios busenos vertés zemy dazniy intervale [17]. Pav 2.13 (c) pavai-

39



zuota 7 priklausomybé nuo daznio, rodo maksimalig didZiausios
vertés padidéjimg padidéjus CA125 koncentracijai. Gautos smai-
les maksimalus daznis (23.82 £ 2.2 Hz) susijas su sistemos laiko
konstanta. Kadangi laiko konstanta nesikeicia didéjant CA125
koncentracijai, todél gali buti taikoma pavieniy dazniy analizé.

= slope=32.32, lod=1.23, R?=0.992 = slope=58.56, lod=1.31, R?=0.988

150
1254
N
X 1004
o
o
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50
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-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
log[C], pgmL™1 log[C], ugmL~1

(a) (b)

2.14 Pav. Kalibracinés, gautos is Ry verciy (a) ir smailés Z'
maksimaliy verciy (b) CA125 atpaZinimui.

Pav 2.13 (b), (c) pateiktos Z  ir Z" priklausomybés nuo daznio,
analizuotos keliais metodais, jskaitant R iSskyrimg i Nyquist
ir immitancijos funkcijos analize. Pav 2.14 (a), (b), pavaizduota
RR% (RR% = 100 x (Signalas-blankas)/blankas) priklausomybé
nuo CA125 koncentracijos, rodanti sistemos jautri. RR% sieke
90 % verte, kai duomenys analizuoti is Ry, RR% sieke 160 %,
kai skai¢iavimams naudota maksimali Z" verté. Analizé, remian-
ti 2" maksimumu, davé 2 kartus didesne nuolinkio verte 58.56
RR%/ngmL ™!, lyginant su verte 32.32 RR%/ngmL ™!, skai¢iuota
naudojant Ry. LOD buvo palygintas naudojant keletg duomeny
analizés metodiky ir apskaiciuotas naudojant formule 2.5, kur o
- standartinis tiesinés regresijos nuokrypis [18]. Kai RR% vertés
analizuotos pagal Ry LOD verté buvo 1.23 pgmL~!.

3 X o

LOD =
Slope

(2.5)
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LOD verté gauta is Z" smailés maksimumy buvo 1.31 pgmL !,
kas yra 6 % didesné, nei analizuota naudojant R.;. Papildomai,
LOD buvo skai¢iuotas i Z ir Z" priklausomybiy nuo daznio spekt-
ro. Dazniai buvo parinkti nuo 0 iki 100 Hz, tie kurie turéjo tik
geriausia tiesinj atsaka (R?>0.900). Pav 2.15 (a) ir (b) pavaizduo-
tos RR% vertés gautos is Z' ir 2.

—

T T T T T T T T
-1.0 -05 0.0 05 1.0 -1.0 -05 0.0 05 1.0
log[Cl, pgmL~* log[C], pgmL~!

(a) (b)
2.15 Pav. Kalibracinés CA125 atpaZinimui, gautos ties pasi-

rinktais dazniais is grafiko nuo daznio Z (a)ir Z (b).

2.3 Lent. Jutiklio CA125 parametrai gauti analizuojant duome-
nis i§ Z parinktiems daZniams.

f, Hz Slope, RR%/ngmL~! LOD, pgmL~! R?

26.1 251+£0.6 1.13 0.998
31.6 222 +£0.5 1.14 0.997
464 152 £ 0.7 1.28 0.990
68.1 82406 1.52 0.971
82.5 514£0.7 2.03 0.927

Lent 2.3 pateikti nuolinkis, LOD ir R? gauti parinktiems daz-
niams 26.1, 31.6, 46.4, 68.1, 82.5 Hz - analizuojant Z' pateikti, su
gautu jautriu nuo 5.1 £ 0.7 iki 25.1 £ 0.6 RR%/pgmL~! ir LOD
nuo 2.03 (82.5 Hz) iki 1.13 (26.1 Hz) pgmL ",
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Lent 2.4 pateikti nuolinkis, LOD ir R? gauti tiems patiems daz-
niams, analizuojant Z", su gautu jautriu nuo 30.5 4 0.7 (82.5 Hz)
iki 57.4 + 2.6 RR%/ngmL~"! (26.1 Hz) ir LOD nuo 1.25 pgmL~!
(esant 31.2 Hz) iki 1.13 pgmL~! (82.5 Hz). Sis duomeny anali-

2.4 Lent. Jutiklio CA125 parametrai gauti analizuojant duome-
nis i§ Z' parinktiems daZniams.

f, Hz Slope, RR%/ngmL=t LOD, pgmL~t R?

26.1 574+26 1.24 0.989
31.2 548+ 23 1.25 0.992
464  46.3 £1.3 1.17 0.996
68.1 355 +0.9 1.16 0.996
82.5 30.5 £ 0.7 1.13 0.997

zés metodas, vadinamas immittancine elektroanalizé, literaturoje
buvo aptartas naudojant faradéjaus (kai naudojamos redoks mo-
lekulés) ir nefaradéjaus procesams, kai nereikia atlikti lygiavercio
konturo analizés [19]. Atliekant elektromagnetine analize, galima
supaprastinti metodika, nereikalaujant papildomy, daug laiko rei-
kalaujanc¢iy duomeny analizés metody. Be to, kai kuriy sasaju
puslankis Nyquist siuzete ne visada yra idealus, todél kyla sun-
kumy renkantis ir modeliuojant ekvivalentine gririne. Plotai ir
daznis gali biiti geriau isreiksti, suteikiant auksta jautrj ir galimai
mazesnj LOD [20, 19]. Pagrindinis Sios strategijos bruozas buvo
naudoti EIS kaip pereinamajj analizés metoda, norint sekti sasajuy
veikla, nepasikliaunant iSankstiniu modeliavimu (R paieska).

2.8 Veézio antigeno 125 nustatymas

ant Au ir Pt nanostruktury

Padidéjes darbinio elektrodo Siurkstumo koeficientas gali pa-
didinti elektrocheminio atsako dydj, nes padidintame elektrodo
pavirsiaus plote galima imobilizuoti daugiau antikuny [21, 22, 23].
Siekiant palyginti elektrocheminio jautrio rezultatus, elektrodai
buvo elektrochemiskai padengti Au arba Pt nanostrukturomis.
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2.16 Pav. CV po Au elektrocheminio nusodinimo (a), Pt nuso-
dinimo (b) 10 mM HpSO,, esant 100 mVs~' potencialy skleidimo
greiciud.

Pav 2.16 rodo CV 10 mM H5SO4 vandeniniame tirpale po pa-
dengimo su Au ir Pt nanostrukturomis. Pav 2.16 (a) pavaizduota
Au nanostrukturinty elektrody tipinés smailés buvo stebimos ati-
tinkamai esant 0.6 ir 1.1 V. Pav 2.16 (b) pavaizduotos Pt elektrodu
vandenilio adsorbcijos ir desorbcijos smailés stebimos potencialy
diapazone nuo -0.1 iki 0.25 V. Be to, tiek Au, tiek Pt elektrody
smailés, atitinkan¢ios metalo oksido sluoksniy susidaryma ir vé-
lesnj redukcija, stebimos potencialy diapazone nuo -0.2 iki 1.6 V.
EASA abiejy Au ir Pt elektrochemiskai padengty nanostruktury
atzvilgiu buvo jvertinta pagal kruvj, redukcijos smailés integruota
plota, ties 0.6 V ir 0.4 V Au ir Pt. Kruvio vertés AuyOgz ir PtOg
monosluoksniams buvo atitinkamai 440 mCem ™2 ir 390 mCem 2.

Pav 2.17 (a), (b) rodo elektrodo pavirsiy po Au nusédimo ir
atskleidzia mikro-nano daleliy susidaryma, kuriy dydis sieké 566
+ 19 nm. Pav 2.17 (c), (d) vaizduoja suformuotas Pt nanodaleles,
kuriy skersmuo sieké 141 4 27 nm. Mazesnés Pt nanodalelés buvo
gautos galbut todél, kad Pt yra daug maziau oksiduotas ir turi
didesne pavirsiaus energija nei Au [24].

Esant 100 mV s~! potencialy skleidimo grei¢iui, skirtumas tarp
smailiy buvo 165 mV, Zymiai didesnis nei 57 mV (tikimasi idealiai
griztamos poros atveju).
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10.0kV 16.1mm

10.0kV 14.7mm

(c) (d)

2.17 Pav. SEM vaizdai po Au struktury nusodinimo (a), (b)
potencialy intervale nuo -0.8 V iki 0.9 V, 100 mVs~t, 10 cikly
ir po Pt nusodinto potencialy intervale nuo 0.65 iki 0.9 'V, 100

mVs~t (c), (d).

Pusinés bangos potencialas (Eq') po metaly padengimo buvo
atitinkamai 0.086 + 0.004 ir 0.092 £ 0.005 V Au ir Pt nanostruktu-
roms. Si verté buvo mazesné nei vertés nemodifikuotam elektrodui
(0.128 £ 0.002 V). Potencialy skirtumas tarp oxidacijos ir reduk-
cijos smailiy (AEp) po elektrocheminio nusodinimo buvo 0.155 +
0.007 V ir 0.172 4 0.003 V atitinkamai Au ir Pt. Si verte bu-
vo zengliai mazesné nemodifikuotui elektrodui (0.263 + 0.004) V,
reiskianti kad nanostruktury padengimas pagreitina elektrono per-
nasg. Anti-CA125 imobilizacija sumazino srove ir padidino AEp.
Toks elgesys gali atsirasti dél keliy priezas¢iy. Pirmiausia, imo-
bilizuoty antikuny buvimas gali sumazinti nevienalycio elektrony
perdavimo j tirpalg greitj. Antra, elektrony perkélimo greitis ga-
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li buti pristabdytas, kai pavirsius padengtas antiktinais dél kurio
sumazéja turimas plotas. Sios dvi galimybés jtakoja CV atsaka
skirtingai. Tikeétasi, kad buves mechanizmas pakeis akivaizdziai
elektrony perkélimo greicio konstantos (k°) verte. Norint iSgauti
ke, CV buvo modeliuojama.

— AU — Pt
e anti-CA125 w— Anti-CA125
= BSA = BSA

100 CcA125 100 CA125

0- —

T T T T T T T T T
-0.4-0.2 0.0 0.2 0.4 06 -05 -02 0.0 0.2 0.4
E, V [Ag/AgCI] E, V [Ag/AgCI]

(a) (b)

2.18 Pav. CV gautos ant Au nanostrukturinty (a) ir Pt na-
nostrukturinty elektrody (b) po anti-CA125 imobilizavimo, bloka-
vimo BSA, ir CA125 atpaZinimo, 5 mM [Fe(CNg)P~/*=, 0.1 M
PB (pH 7.4), 100 mVs™!.

I, HJA

I, HA
o
1

Pav 2.18 pavaizduota, k® Au nanostrukturoms po anti-CA125
imobilizavimo sumazéjo 2 kartus nuo 1.6 x 1073 cms™! iki 8.1 x
10~* ems™!. Pt nanostruktiiroms, k° sumazéjo nuo 1.3 x 10~3cm
s71iki 6.5 x 107* c¢m s~!. Blokuojancio baltymo BSA imobili-
zavimas dar labiau sumazino srove. Po BSA blokavimo ant Au,
k° sumaZéjo iki 6.2 x 107° ems~!. Kai buvo blokuotas Pt, k° su-
mazéjo daugiau nei 13-karty iki 5.1 x 107° cms™!. k° pokytis po
BSA blokavimo buvo didesnis nei pokytis po anti-CA125, dél to
kad pavirsiusiaus pasidengimas BSA buvo didesnis nei pavirSiaus
pasidengimas antikunu. Galiausiai, kai antigenas CA125 buvo at-
pazintas, srovés stipris sumazéjo dar labiau. Taciau, k° pokytis
buvo nezenklus po antigeno atpazinimo ant antikunu modifikuo-
to Au pavirsiaus. Palyginimui, k° sumazéjo iki 2.5 x 107> cms™!
po antigeno prisijungimo ant Pt nanostrukturinto jutiklio. Nors
CV smailiy formos gerai atitiko teorinj modelj, metalais dengty
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elektrody tyrimo smailiy srovés stipris buvo zZymiai mazesnis nei
numatytas modeliavimo metu. Teorijos ir matavimo sutapatini-
ma galima pasiekti nepakeitus difuzijos koeficiento, kas rodo, kad
mazesnés srovés neatsanda dél difuzijos profilio poky¢iy po anti-
kuiny/baltymu adsorbcijos.

2.5 2.5
v 0.0 ugmLt v 0.0 ugmLt
0.4 pgmL 0.4 ugmL~
2.0 . 08ugmL 2.0 . 08ugmL
' + 1.8 ugmL! : + 18ugmL-!
- 25ugmLt - 25ugmLt
o 151 4 30ugmLt o 151 4 30ugmLt
hv] <
N 1.0
0.5
0.0 T T T T 0.0 T T T T
0.0 05 10 15 20 25 0.0 05 10 15 2.0 25

Z', kQ Z', kQ

(a) (b)

2.19 Pav. Nyquist spektrai po to kai jutiklis buvo inkubuojamas
su didéjanciomis CA125 koncentracijomis ant Au nanostrukturin-
to (a) ir Pt nanostrukturinto (b) pavirsiy, nuo 100 000 Hz iki 0.1
Hz, esant 10 mV amplitudei, pastovi srové (DC) nustatyta, esant
atviros grandinés potencialui (OCP).

Svarbus veiksnys, galintis paveikti CV atsaka, buvo redokso
molekuliy tarpfaziné koncentracija, kuri gali nukrypti nuo bendro-
sios verteés, jei tarp adsorbuoty baltymy ir redoks molekuliy buty
buve elektrostatiné saveika. Kadangi monokloninio anti-CA125
izoelektrinis taskas (IP) yra 6.5-7.0; naudojamomis CV salygo-
mis jis néra jkrautas. Taciau, BSA yra neigiamai jkrautas (pH
7.4). CA125 antigeno IP yra tarp 6.2 ir 7.3, tai rodo, kad antige-
nas taip pat neigiamai jkraunamas esant 7.4 pH. Visas antigena
fiksuojantis pavirsius, susidedantis i§ anti-CA125 ir BSA, greiciau-
siai atstumia [Fe(CNg)]?~/4~, elektrostatiniu biidu sumazinant jo
pavirsine koncentracija.

Pav 2.19 Nyquist spektro puslankio vertés didéja su didéjancia
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CA125 koncentracija. Tos pacios koncentracijos antigeno CA125
buvo naudotos Au ir Pt nanostrukturintiems pavirSiams. Puslan-
kio skersmens vertés didéjo, didéjant CA125 analités koncentraci-
jai nuo 0.4 pgmL ! iki 3pgmL~! Au (a) ir Pt (b) nanostruktiirin-
tiems pavirSiams.

slope=12.08 slope=25.98
— 10d=0.47 80 o = lod=0.59
R?=0.986 R?=0.979

(a) (b)

2.20 Pav. Kalibracinés spektrai gautos is Re verciy Au na-
nostrukturintam (a) ir Pt nanostrukturintam pavirsiui (b), nuo
100 000 Hz iki 0.1 Hz, esant 10 mV amplitudei, pastovi srové
(DC) nustatyta, esant atviros grandinés potencialui (OCP).

Gautos nuolinkio vertés buvo: 12.08 RR%/pgmL~! ir 25.98
RR%/ngmL~! atitinkamai Au ir Pt nanostrukturintiems pavir-
siams. Daugiau nei dvigubai didesnj Pt nanostruktury jautri gali
sukelti mazesnis Pt daleliy dydis, palyginti su Au nanostruktu-
romis. Mazesnés nanodalelés gali pagelbéti didesniam antikuny
kiekio pasidengimui, o tai pagerina jutiklio veikima. Be to, di-
desnj jautri gali sukelti didesnis paties Pt elektrinis aktyvumas.
Taciau Au nanostrukturintam jutikliui LOD verté buvo aukstesné
(0.473 pgmL 1) nei Pt atveju (0.589 pgmL~!). Toki LOD kitima
galima paaiskinti mazesne R? verte Pt atveju (R? = 0.979) nei Au
(R? = 0.986) atveju.

Kadangi Z" nuo daznio priklausomybeé turéjo aiskiai isreiksta
smaile, maksimalios Z* smailés vertés buvo naudojamos antige-
no kalibracinei linijai nubrézti. Gautas jautris buvo 15.6 RR%/
pgmL~! (Au) ir 58.67 RR%/ pgmL~t (Pt), su LOD vertémis 0.35
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v 0.0 pgmL? N v 0.0 pgmL?
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Z/ . Zu . . .o - ..
2.21 Pav. i priklausomybés nuo daznio kitimas, didi-

nant CA125 koncentracijg ant Au ((a), (c)) ir Pt ((b), (d)) na-
nostrukturinty pavirsiy, nuo 100 000 Hz iki 0.1 Hz, esant 10 mV
amplitudei, pastovi srové (DC) nustatyta, esant atviros grandinés
potencialui (OCP).

pgmL ! ir 0.68 pgmL~! atitinkamai ant Au ir Pt pavirsiy.

Be to, LOD vertés CA125 nustatymui, buvo analizuojamos ties
parinktais dazniais ant Au arba Pt nanostrukturinty pavirsiy i Z’
ir Z" nuo dazniy priklausomybiy. Pagal Z' skaic¢iuotas jautris, pa-
sirinktiems dazniams 0.1, 2.61, 4.64, 6.81, 8.25, 38.31 Hz, svyravo
nuo 0.73 + 0.52 RR%/ pgmL~"! (38.31 Hz) iki 11.16 + 0.79 RR%/
pgmL~! (0.1 Hz) ir LOD nuo 5.78 pgmL~! (esant 38.31 Hz) iki
0.57 pgmL~" (0.1 Hz).Tuo atveju, kai naudotas Z" (Au), jautrio
vertés svyravo nuo 6.85 + 0.91 RR%/ pgmL~! (esant 38.31 Hz)
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iki 15.2 + 0.72 RR%/pgmL™! (esant 0.1 Hz), o LOD nuo 1.08
pgmL~! nuo 38.31 Hz iki 0.38 pgmL~! (0.1 Hz).

Pt atveju, pagal Z jautris svyravo nuo 2.07 + 0.13 RR%/
ngmL =t (38.31 Hz) iki 23.69 + 2.32 RR%/ pgmL~! (0.1 Hz) ir
LOD nuo 3.60 pgmL ™! (8.25 Hz) iki 0.50 pgmL~! (38.31 Hz). Kai
duomenys buvo analizuoti i§ Z" (Pt), jautris svyravo nuo 3.95 +
0.91 RR%/ pgmL~! (38.31 Hz) iki 29.63 4+ 3.76 RR%/pgmL~!
(0.1 Hz) ir LOD nuo 1.87 pgmL~! (38.31 Hz) iki 0.67 pgmL~!
(2.61 Hz).

Papildomai nuolinkis, R? ir LOD analizuoti pilname dazniy in-
tervale (nuo 100 000 Hz iki 0.1 Hz) lyginant Au ir Pt nanostruktu-
ras CA125 atpazinimui i§ Z" ir Z” nuo daznio priklausomybiy. Au
atveju, R?, kuris atspindi tiesinés priklausomybés stipruma tarp
signalo ir pasiringto analizei daznio buvo artimas 1, dazniy inter-
vale nuo 0.1 iki 5.623 Hz. Nuolinkio vertés ir LOD isliko geriausios
tam paciam dazniy intervale. Palyginimui, Pt atveju, R? ir nuolin-
kio vertés buvo optimalios siauresniame dazniy intervale nuo 0.1
iki 1.212 Hz, taip pat ir LOD Siame intervale islieka maziausiais.
Au atveju, LOD vertés buvo mazesnés nei Pt atveju, kas koreliuo-
ja su Siek tiek mazesne R? verte Pt atveju (R? = 0.972) lyginant su
Au atveju (R? = 0.993). Kai analitiniai parametrai skai¢iuoti is Z"
nuo daznio priklausomybés Au atveju R? buvo optimalus siaurame
dazniy intervale nuo 0.1 iki 0.215 Hz ir nuolinkio verté buvo di-
dziausia ties 1.468 Hz, kas buvo uz intervalo riby. Maziausio LOD
verté, Au atveju, buvo ties 0.1 Hz, kas rodo jog siuo atveju LOD
verté labiau priklauso nuo R2. Palyginimui, Pt atveju, R? buvo
optimaliausiais ties 2.61 Hz, ir nuolinkis pasieké auksciausia verte
ties 1.778 Hz. Rezultate, LOD verté, naudojant Pt nanostrukturas
LOD buvo maziausia ties 2.61 Hz, kas panasiai kaip ir Au atveju
rodo didesne R? jtaka LOD nei nuolinkio vertéms. Apibendrinant,
naudojant Au ar Pt nanostrukturas CA125 atpazinimui pasiektos
geresnés LOD vertés nei naudojant IDA elektrodus. Lyginant Au
ir Pt nanostrukturas, Zzemesnés LOD vertés pasiektos naudojant
Au nanostrukturintg pavirsiy, nei Pt nanostrukturintg pavirsiy.
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IsSvados

1. Pirma karta Suky tipo persidengiantys Au elektrodai buvo
paruosti naudojant minkstaja litografija ir cheminj ésdinima.
Sukurtas ir optimizuotas specialus elektrodo dizainas pagal
mikroskopinio ir elektrocheminio tyrimo rezultatus, rodan-
Cius gerg atsikartojamuma, elektrocheminio signalo variacija

buvo 5 %.

2. Suky tipo persidengiantys Au elektrodai buvo padengti Pt
strukturomis, naudojant elektrocheminj nusodinima, kur Pt
siurkstumas buvo kontroliuojamas, keic¢iant potencialo sklei-
dimo greitj ciklinéje voltamperometrijoje; suformuotas jutik-
lis metabolitui HyO», jautris 2662 pAcm—2mM~! ir LOD ver-
té 21.7 nM.

3. Suky tipo persidengiantys Au elektrody geometrija buvo mo-
deliuota naudojant baigtiniy elementy metodg, sumodeliuota
Fc/Fe+ redoks poros CV ir persiklojantys difuzijos sluoks-
niai. Sukurtas modelis parodé, kad srovés vertés padidéja
30 %, esant maziems potencialo skleidimo grei¢iams t.y. 5
mVs !, kai darbinis ir pagalbinis $uky tipo elektrodai persi-
dengia.

4. Lyginant Ag/AgCl ir Au miniatiurizuota palyginamuosius
elektrodus, potencialy langas CV pasislinko -100 mV, dél
Ag/AgCl ir Au skirtingy pavirsiaus potencialy; Kai naudo-
tas miniatiurizuotas Au palyginamasis (5nl celéje), jokiu
reikSmingy pokyciy CV anodinéms ir katodinéms srovems
nepastebéta, signalas islieka stabilus (1 % variacija).

5. Elektrochemiskai aktyvios redokso molekulés FcMeOH bu-
vo detektuotos, naudojant CV5 pL turyje, koncentracijy dia-
pozone nuo 0.5 M iki 1000 uM, su jautriais 0.718 ir 0.283
nApM~—!, LOD lygiu 32 pM ir 74 pM, gautu skleidZiant po-
tencialus esant 50 mVs™', jautriu 0.851 ir 0.498 nApM~—!,
LOD lygiu 24 ir 51 pM, esant 5 mVs~! potencialy skleidimo
greiciui, skaic¢iuojant atitinkamai i$ anodiniy ir katodiniy nu-
sistovéjusiy sroves stiprio verciy.
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6. Pries ruosiant elektrocheminj jutiklj vézio antigenui 125 ant
persidengianciy suky tipo elektrody, antikunas, kaip biore-
ceptorius, buvo imobilizuotas ant ploks¢io pagrindo ir tiria-
mas antiktiny padengimas naudojant vaizdine elipsometrija,
kur vidutinis bioreceptoriaus (antikuino) pasidengimo aukstis
buvo 3.79 £ 0.54 nm; naudojant pavirsiaus plazmoninj rezo-
nansg nustatyta, kad immobilizuotas antiktinas yra tinkamas
specifiniam vézio antigeno 125 atpazinimui.

7. Antikuny imobilizacijos, naudotos ant plokséio substrato,
procediira buvo sékmingai pritaikyta ant persiklojanciy su-
ky tipo mikroelektrody ir vézio antigenas 125 buvo aptiktas,
naudojant elektrocheminio impedanso spektroskopija, kon-
centracijy intervale nuo 0.2 iki 3 pgmL~'. Duomeny anali-
z€, naudojant jvairius elektrocheminés varzos spektroskopijos
duomenis, buvo atlikta naudojant Nyquist, Z’ ir Z” nuo daz-
nio priklausomybes. Maziausias LOD gautas 1.20 pgmL ™1,
kai analizuotos Z" nuo daznio priklausomybeé, ties 10 Hz nau-
dojant vieno daznio analize.

8. Au ir Pt nanostrukturizuoti elektrodai dél didesnio pavir-
Siaus siurkstumo ir elektrochemiskai aktyvaus ploto lyginant
su nemodifikuotais elektrodais pademonstravo geresnj LOD.
Geriausia LOD verté gauta 0.37 pgmL~! ir 0.58 pgmL ™! ati-
tinkamai Au ir Pt nanostrukturizuotiems elektrodams.
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