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STRESZCZENIE

Celem pracy bylo sprawdzenie mozliwosci wykorzystania elektrochemicznej mikrowagi kwarcowej do
oznaczania poziomu czynnika martwicy nowotwordw (ang. Tumor Necrosis Factor, TNFa). Pomiary za pomocg
wagi EQCM (ang. Electrochemical Quartz Crystal Microbalance) przeprowadzono w standardowym troj-
elektrodowym uktadzie, w ktorym zastosowano: (1) immobilizowang elektrode Ti/TiO: jako elektrode pracu-
jaca, (2) elektrode zlotg jako elektrode pomocniczg i (3) elektrode Ag/AgCl jako elektrode odniesienia. Probki
immobilizowano metoda bezposredniej adsorpcji poprzez nakropienie 10 pl przeciwciat TNFo o stezeniu
1 pg/ml na powierzchni¢ Ti/TiO2 i inkubowaniu przez 1 h. Pomiary piezoelektryczne wykonano w zakresie
(-0,3+-0,8) V z predkoscia skanowania 20 mV/s w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami
(0,01 M PBS, pH 7,4) z dodatkiem 10 pl standardowego roztworu antygenéw TNFa (50-1000 pg/ml). Wyniki
badan dowiodly, ze przygotowana platforma jest czuta na zmiane stezenia antygenu na powierzchni elektrody.
Krysztaty pokryte TiO2 z immobilizowang warstwa przeciwciat i antygenu TNFa wykazaly wyrazny spadek
czestotliwosci, ktory stabilizuje sie¢ na okre$lonym poziomie w zalezno$ci od stezenia antygenu (btad
$redniokwadratowy R? = 0,9624).

Stowa kluczowe: immunosensor, czynnik martwicy nowotwordw (TNFa), elektrochemiczna mikrowaga
kwarcowa (EQCM)

ABSTRACT

The aim of this study was to examine the possibility of using electrochemical quartz crystal microbalance
EQCM for the determination of the level of tumor necrosis factor (TNFa). EQCM measurements were carried
out in a standard three-electrode system, which uses: (1) Ti/TiO, immobilized electrode as the working
electrode, (2) gold electrode as the counter electrode, and (3) Ag/AgCl electrode as the reference electrode.
Samples were immobilized by dropping 10 pl TNFa antibody with concentration 1 pg/ml onto the Ti/TiO»
surface and incubated for 1h. Piezoelectric and voltamperometric measurements were carried out in
(-0.3 +-0.8) V interval with the scan rate 20 mV/s in phosphate-buffered saline solution (0.01 M PBS, pH 7.4)
with addition of 10 pl standard TNFa antigen (50-1000 pg/ml). Obtained results proved that the prepared
platform was sensitive to change of antigen concentration on the surface of the electrode. Crystals covered by
TiO2 with an immobilized layer of antibody and antigen TNFa showed a significant decrease of frequency,
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which remains on specified level according to the antigen concentration (mean squared error R? = 0.9624).

Keywords: immunosensor, tumor necrosis factor (TNFa), electrochemical quartz microbalance (EQCM)

1. Wstep

Rozwo6j nanotechnologii i postgpy w dziedzinie mikrosystemoéw przyczyniaja si¢ do coraz czgstszego
wykorzystywania mikroczujnikdw w badaniach biomedycznych. Mikrowagi kwarcowe czy mikro-
belki sprezyste sa przykltadami czujnikow mikromechanicznych, ktére mogg by¢ stosowane do
obserwacji oddziatywan pomig¢dzy biomolekutami [1].

Elektrochemiczna mikrowaga kwarcowa (EQCM) jest nowoczesnym urzadzeniem pomiarowym,
ktore znajduje zastosowanie w precyzyjnych badaniach bardzo matych mas. Podstawg¢ dziatania tego
urzadzenia stanowi rejestracja zmieniajacych sie czestotliwoSci rezonansowych drgan elektrody pod
wplywem zmian jej masy, z wykorzystaniem funkcji zmiennego potencjatu oraz pradu. Najwazniejsza
czescig urzadzenia jest piezoelektryczny rezonator kwarcowy w postaci krysztalu o odpowiednim
ksztatcie i grubosci, z napylonymi po obu jego stronach elektrodami (zazwyczaj Pt lub Au).
Przylozenie do jego powierzchni zewnetrznego potencjatu elektrycznego wytwarza wewngtrzne
napr¢zenie mechaniczne, a utworzone pole elektryczne powoduje sprezyste drgania, ktore sg zrodtem
fali akustycznej rozchodzacej si¢ w kierunku prostopadtym do powierzchni [2]. Technika ta odgrywa
zasadnicza rolg jako potaczenie badan woltamperometrycznych z analiza zmian masy rzedu kilku
nanogramow [3].

Jedna z napylonych elektrod jest w kontakcie z elektrolitem i stanowi jednocze$nie elektrode
robocza w trojelektrodowym naczyniu elektrochemicznym. Osadzenie na tej elektrodzie obcej
warstwy skutkuje zmiang grubos$ci oscylatora kwarcowego, prowadzaca do zmiany czestotliwosci
rezonansowe]j (wydluzenie okresu drgan) zgodnie ze wzorem Sauerbreya [4] lub Kanazawy [5] oraz
spadkiem warto$ci amplitudy drgan. Mierzac wigc zmiany czestotliwosci, mozna okresli¢ zmiany
masy zwiazanej z powierzchnig robocza.

Technika EQCM znajduje zastosowanie przede wszystkim w prozniowych systemach osadzania,
w kontroli osadzania ultracienkich folii, wykrywaniu skazen, a takze w pomiarze masy aerozolu [6, 7].
Coraz czgs$ciej mikrowage kwarcowa stosuje si¢ do przeprowadzania analiz $rodowiskowych
i zywno$ciowych, ze wzgledu na jej zdolno$¢ monitorowania analitbw w czasie rzeczywistym [8].
W medycynie i naukach pokrewnych technika QCM znalazta zastosowanie w oznaczeniach matych
czasteczek [9] (jony metali ciezkich, proste zwigzki organiczne i nieorganiczne), duzych czgsteczek
[10, 11] (biatka, kwasy nukleinowe), a takze lekow [12]. Mikrowaga kwarcowa osiaga czuto$¢
ok. 0,1 ng, dlatego tez z powodzeniem mozna ja stosowac jako cze$¢ uktadu biosensora. Selektywnos¢
wskazan zapewniana jest poprzez wykorzystanie specyficznych oddziatywan pomigdzy réznymi
bioczasteczkami, np. typu antygen-przeciwciato.

Biosensory piezoelektryczne charakteryzuja si¢ wysoka czutoscig oraz szybkim czasem pomiaru,
co umozliwia ich potencjalne zastosowanie do oznaczania substancji, ktorych stezenie w organizmie
zmienia si¢ gwattownie, czego przykltadem jest czynnik martwicy nowotworéw alfa (TNFa). To jedna
z glownych cytokin zapalnych, wywierajaca wptyw na komorki $rodbtonka. Wraz z wytwarzanymi
przez siebie innymi cytokinami wptywa endo- (w wysokich stezeniach), para- i autokrynnie (w niskich
stezeniach) na neutrofile, monocyty, fibroblasty, keratynocyty, makrofagi i komorki tuczne [13].
Znaczenie biologiczne TNFa jest bardzo duze, poniewaz wystepujace receptory blonowe maja wplyw
na réznorodne komorki. Najwiekszy wpltyw zaobserwowano w przebiegu reakcji immunologicznych
i w komorkach nowotworowych. Poczatkowo Carswell [14], pozniej Coley [15], wskazali przeciw-
nowotworowe dziatanie TNFo. Wlasciwosci te wynikaja z mozliwosci hamowania proliferacji
komoérek nowotworowych, pobudzania apoptozy i1 wzrostu réznicowania si¢ komorek. TNFa
wstrzymuje proces angiogenezy oraz przyspiesza wykrzepianie w obszarze naczyn doprowadzajacych.
Zauwazono jednak, ze nie przy wszystkich rodzajach nowotwordéw zachodza wyzej opisane zjawiska.
W przypadku biataczki wlochatokomdrkowej lub przewleklej biataczki B-komoérkowej zauwazono
nasilenie si¢ stanu chorobowego na skutek wzrostu stezenia TNFa [16]. W sytuacji przerzutu do kosci
wyzsze stezenie TNFa powoduje aktywacje szlaku przemian kwasu arachidowego oraz osteoklastow.
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Dodatkowo dochodzi do przyspieszenia syntezy prostaglandyn (gtéwnie PGE2, ktéra posiada
wilasciwosei destrukcyjne kosci). Uwalniane sg rowniez interleukiny IL-1 i IL-6 oraz hamowane sa:
proliferacja osteoblastow i aktywno$¢ fosfatazy zasadowej. W zwiazku z ambiwalentnym dziataniem
TNFo zasadne jest monitorowanie stezenia tej cytokiny w obszarze guza w trakcie leczenia
onkologicznego.

Wisrdd dotychczas opracowanych elektrochemicznych biosensoréw do oznaczania TNFa najnizszy
limit detekcji 0,48 pg/ml przy uzyciu metod spektrofotometrycznych uzyskano w przypadku czujnika,
ktorego podtoze stanowil modyfikowany PAMAM (poli(amidoamina)) [17]. Inne metody detekcji
TNFo wymagaly zastosowania dodatkowych zabiegéw funkcjonalizacji platformy biosensorow, np.
reakcji za pomocg EDC/NHS ((1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu i N-hydroksy-
bursztynyloimidu) [18], znakowania bi¢kitem pruskim [19] lub zastosowania zlozonych materiatow
kompozytowych w roli elektrody pracujacej, np. elektroda weglowa/mikrokulki magnetyczne [20],
aptamery [21], elektroda ztota znakowana SiO; oraz pokryta samoformujacg si¢ warstwa ditiobis[pro-
pionianu sukcynimidylu] [22].

Dotychczas nie opracowano biosensora do detekcji czynnika martwicy nowotworéw alfa przy
uzyciu techniki mikrowagi kwarcowej. Celem przeprowadzonych badan bylo wiec sprawdzenie
mozliwosci zastosowania tytanowych elektrod QCM w roli podtoza immunosensora do 0znaczania
czynnika martwicy nowotworéw (TNFa) za pomocg mikrowagi kwarcowej. Na podstawie
wczesniejszych badan [23, 24, 25] podjeto probe bezposredniej immobilizacji substancji biologicz-
nych na podtozu Ti/TiO5.

2. Material i metody
2.1 Modyfikacja powierzchniowa tytanowych elektrod QCM

Do realizacji niniejszych badan, zamiast standardowych elektrod QCM, zbudowanych z krysztatu
kwarcu pokrytego ztotem, zastosowano krysztat kwarcu pokryty warstwa tytanu firmy International
Crystal Manufacturing (ICM) o parametrach fizycznych:

o Czestotliwos¢ QCM: 6 MHz,

o Srednica krysztatu: 1,36 cm,

o Srednica elektrody: 0,67 cm,

«  grubo$¢ warstwy tytanu: 5000 A,

o polerowanie: potysk.

Warstwe ditlenku tytanu na powierzchni elektrody QCM formowano w procesie anodowania
elektrochemicznego w 85% roztworze glikolu etylenowego z dodatkiem 0,6% NH4F. Do uzyskania
warstwy TiO, zastosowano potencjat 17 V. Potencjat ten narastat od zera do warto$ci zadanej z pred-
koscig 500 mV/s, po czym byt utrzymywany przez 60 S.

Charakterystyke podtoza wytworzonego na elektrodzie tytanowej zbadano przy uzyciu mikroskopu
elektronowego z emisja polowa JEOL JSM 7600F. Dzi¢ki spektrometrowi dyspersji energii promie-
niowania rentgenowskiego, w ktory wyposazony jest mikroskop, przeprowadzono ocen¢ sktadu
jako$ciowego oraz ilosciowego pierwiastkow badanej probki.

2.2 Modyfikacja biologiczna tytanowych elektrod QCM

Substancje biologiczne immobilizowane na powierzchni elektrod QCM pochodzity z zestawu ELISA
TNFa (nr kat.: ET2010-1, AssayPro), w sktad ktorego wchodzity roztwor standardowy antygenu
TNFa i roztwor przeciwciat TNFa.

Ze wzglgdu na mata powierzchni¢ probki do immobilizacji przeciwcial oraz antygenow TNFa
zastosowano metode nakrapiania w temperaturze (25 + 1) °C. Proces unieruchamiania receptora
biologicznego na matrycy Ti/TiO, przeprowadzono przez nakropienie 10 ul standardowego roztworu
ludzkich przeciwciat monoklonalnych (1 pg/ml) oraz inkubowanie probek przez 1h (czas
immobilizacji ustalono na podstawie wczesniejszych badan autoréw [25]).
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2.3 Pomiar zmian czestotliwosci w funkcji czasu i potencjalu

Odpowiedz immunosensora do oznaczania TNFa rejestrowano przy uzyciu modutu elektrochemicznej
mikrowagi kwarcowej (EQCM) podtaczonej do potencjostatu PGSTAT302N firmy Metrohm.

Pomiary EQCM przeprowadzono w standardowym trojelektrodowym uktadzie, w ktorym
zastosowano: immobilizowang elektrod¢ Ti/TiO; jako elektrode pracujaca, elektrode ztota jako
elektrode pomocniczg oraz elektrodg Ag/AgCl jako elektrode odniesienia.

Badania elektrochemiczne przeprowadzono w roztworze soli fizjologicznej buforowanej
fosforanami (0,01 M PBS, pH 7,4, Sigma-Aldrich) z dodatkiem 10 pl standardowego roztworu
antygendw (zakres stgzen 50—1000 pg/ml), z szybko$cia skanowania 20 mV/s, w zakresie potencjatow
(-0,3+-0,8) V (vs Eagagct = 0,222 V).

3 Wyniki
3.1 Analiza SEM/EDS uzyskanych struktur

Badania morfologii oraz sktadu chemicznego elektrody tytanowej pokrytej dwutlenkiem tytanu
przeprowadzono za pomocg mikroskopu elektronowego JEOL JSM 7600F. Zdjecia SEM przedsta-
wione na rysunku 1, wykonane w powigkszeniu 10 000 oraz 50 000 razy potwierdzaja, ze wytworzona
powierzchnia Ti/TiO; jest jednorodna oraz zwarta.

Rys. 1. Obraz SEM Ti/TiO2, widok z gory w powigkszeniu 10 000x (lewa) oraz 50 000x (prawa)

W celu okreslenia sktadu chemicznego wykonano pomiar metoda spektrometrii dyspersji energii
promieniowania rentgenowskiego (EDS), a uzyskane rezultaty zestawiono w tabeli 1. Analiza EDS
wykazata obecnos¢ tytanu (Ti) i tlenu (O2), potwierdzajac wytworzenie warstwy tlenkowej. Zawartos¢
tytanu w probce (87,67% wag.) jest wyzsza niz teoretyczna zawarto$¢ procentowa tytanu w TiOp,
czego przyczyna moze by¢ cienka warstwa ditlenku tytanu oraz pierwotne podloze zbudowane
z czystego tytanu.

Dodatkowo zaobserwowano obecno$¢ sladowych ilosci jonow fluorkowych stanowigcych
pozostatos¢ w procesie formowania warstwy tlenkowej, co jest zjawiskiem pozadanym w procesie
immobilizacji. Obecnos¢ jonow fluorkowych w niewielkim stezeniu i w roztworze niezawierajgcym
jonow wapnia jest czynnikiem wspomagajacym tworzenie wigzan wodorowych biatek z podlozem
oraz zapobiega fosforylacji biatek [26].

Tabela 1. Tabela sktadu chemicznego matrycy nanorurek TiO2 na podtozu Ti

Tlen Oz [%] Tytan Ti [%] Fluor F [%]
Procent wagowy 9,33 87,67 3,0
Procent atomowy 22,68 71,18 6,15
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3.2 Odpowiedz immunosensora

Pomiary EQCM przeprowadzono w roztworze PBS (0,01 M, pH 7,4) przy zastosowaniu elektrod
sfunkcjonalizowanych przeciwcialami TNFa oraz w obecno$ci antygenéw TNFa o r6znych stgzeniach
w zakresie 50-1000 pg/ml. Na podstawie uzyskanych wynikéw wygenerowano dwa rodzaje
wykresOw. Pierwsze to wykresy zmian czgstotliwosci (Af) w funkcji czasu, przedstawione na
rysunku 2. Probke odniesienia stanowita elektroda Ti/TiO sfunkcjonalizowana wytacznie przeciw-
ciatami TNFa. W trakcie trwania pomiaru tej probki nie zaobserowano znaczacych zmian
czestotliwosci. Gwattowny spadek czgstotliwosci rejestrowany dla pozostatych probek to moment
dodania antygenow. Dla kazdego stezenia TNFa zarejestrowano stabilny przebieg w dalszej czgsci,
ktory wykazywal nastgpujaca zaleznos$¢: im wyzsze stezenie dodanego TNFa, tym wigkszy spadek
czgstotliwosci.
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Rys. 2. Zmiana czgstotliwosci elektrody Ti/TiO2 z immobilizowanymi przeciwcialami TNFa
po dodaniu antygenéw TNFa w zakresie stezen 50-1000 pg/ml w funkcji czasu

Drugi rodzaj wykreséw to zmiany czestotliwo$ci (Af) w funkcji potencjatu. Na rysunku 3
przedstawiono zmiany czestotliwosci podczas cyklicznej polaryzacji probki w zakresie potencjatow
(-0,3+-0,8) V z szybkoscia 20 mV/s od wiaczenia do uptyniecia 10 min od momentu dodania
antygenow. W trakcie dodawania antygendw rowniez rejestrowany jest spadek czgstotliwosci.
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Rys. 3. Zmiana czestotliwosci elektrody Ti/TiOz2 z immobilizowanymi przeciwciatami TNFa
po dodaniu antygenéw TNFa w zakresie stgzen 50-1000 pg/ml w funkcji potencjatu

Zmiana cze¢stotliwo$ci przektada si¢ na zmiang masy elektrody pracujacej. Krysztaly pokryte TiO2
immobilizowanymi przeciwcialami po dodaniu antygendow TNFa wykazuja wyrazny spadek
czestotliwosci, ktory koreluje ze stezeniem oznaczanego antygenu i potwierdza tworzenie si¢
komplekséw antygen-przeciwciato. Taka tendencja odpowiada charakterystyce biosensorow piezo-
elektrycznych [10, 18].

Dzicki wykorzystaniu rownania Sauerbreya (1) mozliwe jest powigzanie zmian czestotliwosci ze
zZmianami masy:

Af =—C, -Am (1)

gdzie:
Af — zmiana czgstotliwosci,
Ct — wspOlczynnik wrazliwosci krysztatu (0,0815 Hz-ng*-cm dla 6 MHz w 20 °C),
Am — zmiana masy na jednostke powierzchni (g-cm).
Warto$ci zmierzonej czestotliwosci i obliczonej na jej podstawie masy warstwy przeciwciat zastaty
przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2. Wartosci Af oraz Am w zaleznosci od st¢zenia antygenu TNFa

Stezenie antygenu TNFa [pg/ml] | Af [HZz] Am [ug-cm?]
0

50 0,61

50 250 3,07
100 300 3,68
500 350 4,29
1000 500 6,13

Na podstawie obliczonych warto$ci mas wykre§lono krzywa kalibracyjng zmiany masy w zalez-
nosci od stezenia antygenu TNFa (p. rys. 4). Estymacja liniowa uzyskanych pomiaréw pokrywa si¢
z zakresem ich standardowych, a blad $redniokwadratowy dopasowania linii trendu wynosi 0,9624 dla
oznaczanej cytokiny w zakresie stgzen 50-1000 pg/ml.
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Rys. 4. Krzywa zmiany masy elektrody Ti/TiO2 w zalezno$ci od stgzenia antygenu TNFa

4 WhnioskKi

Z przeprowadzonych badan wynika, ze przygotowana platforma Ti/TiO> jest czuta na zmiang stezenia
czynnika martwicy nowotworéw na powierzchni elektrody. Podloze Ti/TiO2 umozliwia skuteczng
immobilizacje przeciwcial TNFa i wigzanie antygendow na powierzchni elektrody, co potwierdza
korelacja — wraz ze wzrostem stezenia antygenu tworzy si¢ wiecej kompleksow antygen-przeciwciato
i tym wiekszy jest spadek czestotliwos$ci drgan krysztahu.

Zmiana stgzenia antygenu przektada si¢ na zmiang masy elektrody roboczej, na podstawie czego
opracowano krzywg kalibracyjng, ktorej btad $redniokwadratowy dopasowania jest rowny 0,9624.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze krysztaty pokryte TiO, po zastosowaniu odpowiednich modyfikacji
beda odpowiednim materiatem do zastosowania w budowie biosensora stosowanego w badaniach
biomedycznych z wykorzystaniem detekcji piezoelektrycznej.
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