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Streszczenie Abstract

Celem przeprowadzonych badan byto opracowa-
nie elektrochemicznych biosensorow do wykrywania
obecnosci prozapalnej cytokiny, interleukiny 6 (IL-6),
w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosfora-
nami (phosphate bufferred saline PBS). Do tego celu
wykorzystano nowe, modyfikowane powierzchniowo
warstwy nanorurek ditlenku tytanu (TNT - titania
nanotubes) wytworzone w procesie anodowania folii
tytanu w roztworze glikolu etylenowego. Warstwy
TNT poddano obrobce termicznej poprzez wyzarza-
nie w atmosferze argonu i funkcjonalizowano przez
bezposrednig immobilizacje przeciwciat cytokiny IL-6
na ich powierzchni metodg nakraplania. Oznaczenie
stezenia IL-6 w roztworze PBS badano za pomocag
dwoch typow biosensorow elektrochemicznych: im-
pedancyjnego i amperometrycznego, wykorzystujgc
oddziatywania pomiedzy ludzkim przeciwciatem
monoklonalnym IL-6 i antygenem IL-6. Dziatanie
biosensora impedancyjnego polegafo na okresleniu
zmian warto$ci pojemnosci elektrycznej warstwy
powierzchniowej (a rownoczesnie kata przesuniecia
fazowego jej charakterystykiimpedancyjnej) na skutek
powstawania kompleksu antygen-przeciwciato IL-6.
Do wykrywania antygenu IL-6 w biosensorze ampe-
rometrycznym zastosowano natomiast przeciwciato
IL-6 skoniugowane z peroksydazg chrzanowg (HRP).
Limity detekcji IL-6 opracowanych biosensoréow wy-
noszgce 5 pg/ml sg znacznie nizsze od limitu detekcji
w obecnie stosowanych testach immunoenzymatycz-
nych ELISA (25 pg/ml). Zaréwno korzystne wtasciwo-
Sci adsorpcyjne i dobre przewodnictwo elektryczne
materiatu podtoza biosensoréw, umozliwiajgcego
zastosowanie bezposredniej immobilizacji substancji
biologicznych, jak i stosowane dwie metody elektro-
chemiczne: impedancyjna oraz amperometryczna
sprawiajg, ze opracowana metoda detekcji cytokin
Jjest szybka, tania, selektywna i czuta.

Stowa kluczowe: nanorurki ditlenku tytanu, IL-6,
biosensor elektrochemiczny

[Inzynieria Biomateriatow 125 (2014) 21-29]

Sensitive electrochemical biosensors for determi-
nation of proinflammatory cytokine Interleukin-6 are
elaborated. They are based on novel and surface
modified layers of titania nanotubes (TNT) formed
by anodization of titanium foil in ethylene glycol so-
lution. The TNT layers were thermally improved by
annealing in argon and functionalized for biosensing
by direct immobilization of biological reagents on
their surfaces with the simple drop technique. Strong
antibody-antigen interaction was used in two types
of electrochemical biosensors: the impedimetric and
the amperometric to detect the IL-6 concentrations in
phosphate buffered solutions (PBS). The impedimetric
biosensor determines changes of capacitance values
due to the formation of IL-6 antibody-antigen complex
on biosensor platform. Horseradish peroxide (HRP)
conjugated antibodies are used to detect IL-6 antigen
in the amperometric biosensor. Two novel electroche-
mical methods allow to detect 5 pg/ml of IL-6 in PBS
solution, which is below detection limit 25 pg/ml in
currently used enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) tests. The favorable adsorption and electrical
conductance properties of the platform material, which
allow the direct immobilization of biological substances
on its surface and give the possibility to apply two
electrochemical techniques: the impedimetric and the
amperometric one, ensure the elaborated cytokine
detection methods to be fast, inexpensive, selective
and sensitive.

Keywords: titania nanotubes, IL-6, electrochemical
biosensor

[Engineering of Biomaterials 125 (2014) 21-29]
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Wprowadzenie

Poszukiwanie nowych sposobdow immobilizacji oraz
materiatdbw matryc ma kluczowe znaczenie dla rozwoju
nowych typéw biosensoréw. Badania biosensoréw sto-
sowanych w technologii zywnosci, inzynierii genetycznej
i ochronie $rodowiska [1-3] wskazuja, ze oddziatywanie
pomiedzy warstwg a elementem biologicznym czujnika
wplywa szczegdlnie na jego najbardziej pozgdane cechy
- selektywnos¢ i czutos¢. Detekcja jest zazwyczaj oparta
na interakcji: przeciwciato-antygen, lektyna-glikoproteina
i hormon-receptor. Jezeli takiemu oddziatywaniu towarzyszy
obecnosci centrum redoks, to jego wystepowanie moze by¢
odzwierciedlone ilociowo poprzez zmiane pradu elektrycz-
nego w reakcji elektrochemicznej [4,5].

W prezentowanych badaniach wykorzystanie elektrody
z warstwg nanorurek ditlenku tytanu umozliwito opracowanie
czutego i jednoczesnie prostego immunobiosensora, fatwe-
go w uzyciu w osrodkach diagnostyki medyczne;j.

Liczne prace badawcze [6-8] wskazujg na zwiekszong
ekspresje interleukiny 6 (IL-6) i/lub jej receptoréw krwiotwor-
czych w metabolizmie kosci, chorobach zapalnych, pato-
genezie i progresji nowotworu. W szczegdlnosci, wzrost jej
stezenia obserwuje sie w przypadkach nowotworu macicy,
ptuc, okreznicy, nerek, piersi i jajnikow. Zwykle jej poziom
jest skorelowany z wielko$cig guza i jego rozmieszczeniem
[7-8]. To sugeruje, ze IL-6 moze funkcjonowaé jako wazny
czynnik regulujgcy w obrebie mikrosrodowiska stanu za-
palnego. W zwigzku z powyzszym, ekspresja IL-6 koreluje
z angiogenezg, podczas szoku septycznego i przerzutéw
nowotworow.

Obecne metody wykrywania IL-6 sg oparte na tescie
ELISA. W ostatnim czasie, badacze [9-13] zaproponowali
nowe metody wykrywania IL-6 z zastosowaniem biosenso-
réw opartych na réoznych podtozach (np. powierzchnia ZnO/
SiO,/Si, 3-aminopropylo-modyfikowane szkio porowate,
wielofunkcyjne nanopory). Chociaz osiggnieto szeroki
zakres wykrywania IL-6 (0,01 fg/ml + 1000 pg/ml), to przy
modyfikacji platform tych czujnikéw biologicznych stosowa-
no skomplikowane procesy unieruchomienia przeciwciata.
Ponadto, wszystkie proponowane biosensory oparto na
kosztownych metodach detekcji: optycznej i akustycznej,
a w tych przypadkach samo przygotowanie prébki jest
czasochtonne.

Warstwy TNT utworzone na folii tytanu po modyfikacji
termicznej wykazujg dostateczng przewodno$¢ elektryczng
i odpowiednie wtasciwosci adsorpcyjne wobec réznych czg-
steczek biologicznych, dzieki czemu stanowig odpowiednie
podtoze bioczujnika. Wtasciwosci nanorurek tlenku tytanu:
duza powierzchnia wtasciwa, wysoka bioaktywnosc in vitro
[14], zdolnos¢ do kolonizacji bakterii [15] oraz immobilizo-
wania enzymow i przeciwciat [16-19] czynig je szczegdlnie
uzytecznymi platformami do detekcji elektrochemiczne;.
Ponadto, wytwarzanie TNT przez anodowanie w roztworze
kwasu ortofosforowego eliminuje tendencje bioczgsteczek
do rozwarstwiania, co czesto wystepuje na powierzchni
materiatéw aktywnych biologicznie. Poza tym ich ujemny
potencjat stacjonarny w roztworze PBS (roztwor soli fizjo-
logicznej buforowanej fosforanami) i SBF (sztuczny ptyn
fizjologiczny) umozliwiajg bezposrednie unieruchomienie
kationowych sktadnikéw biologicznych w wyniku zaktocen
elektrostatycznych. Nanorurki tlenku tytanu nie dezaktywujg
biatek immobilizowanych na ich powierzchni [14], a wtasci-
wosci warstwy moga by¢ modyfikowane poprzez wyzarzanie
w kontrolowanej atmosferze, ktéra polepsza przewodnos¢
i zwilzalno$¢ matrycy [20,21]. Niektorzy badacze [22-24]
wykorzystujgcy Ti/TNT jako platformy biosensora uzyskujg
bardzo obiecujgce rezultaty.

Introduction

The investigation of new methods of immobilization and
application of novel materials are crucial in the development
of new biosensors. Studies on new biosensors applied in
food technology, biotechnology, genetic engineering and
environmental control [1-3] revealed that the connection
between the layer and the biological element of the sensor
influences significantly its selectivity and sensitivity. Detec-
tion is usually based on antibody-antigen, lectin-glycoprotein
or receptor-hormone interaction. If such interaction is
accompanied by the presence of the redox center, its
occurrence can be reflected quantitatively by a change of
an electric current in an electrochemical reaction, being
called shortly the electrochemical detection [4,5].

In present studies, we have developed a sensitive, and
simple immunosensor to detect IL-6 cytokine using titanium
dioxide nanotube-based nanoelectrode for easy use in point-
of-care diagnostics.

Several works [6-8] showed recently the increased
expression of interleukin 6 (IL-6) and/or its receptors in
hematopoiesis, bone metabolism, inflammatory responses,
pathogenesis and cancer progression. Particularly, the
increased level of IL-6 is observed in uterus, lung, colon,
kidney, breast and ovarian cancers. Usually its level is cor-
related with the tumor size and staging [7-8]. It suggests that
IL-6 may function as a significant regulatory factor within the
inflammatory microenvironment. Accordingly, IL-6 expres-
sion correlates with the angiogenesis, the course of septic
shock and metastasis of tumors.

Current methods for detection of IL-6 are based on the
ELISA tests. Recently, some authors [9-13] have proposed
the detection of IL-6 with the use of biosensors based on
different substrates (i.e. ZnO/SiO,/Si surface, 3-aminopro-
pylmodified controlled-pore glass, multifunctional nanoparti-
cles). Although, the wide range of detection IL-6 (0.01 fg/ml
+ 1000 pg/ml) was reached, the platforms of these biosen-
sors were modified by difficult processes to immobilize
antibodies. Moreover, all proposed biosensors were based
on expensive detection methods: acoustic, optical, also
time-consuming with regard to samples preparation.

TNT layers formed on titanium foil after thermal modifi-
cation show sulfficient electrical conductivity and appropri-
ate adsorptive properties towards different biomolecules,
making them ready Ti/TNT analytical systems for many
types of biosensing. Properties of titania nanotubes: the
high surface-to-volume ratio and bioactivity in vitro [14], the
ability to colonize bacteria [15] and immobilize enzymes and
antibodies [16-19], make them particularly useful platforms
for electrochemical detection. Moreover, the fabrication of
TNT by anodizing in phosphate solutions eliminates the ten-
dency of biomolecules delamination that occurs prevalently
in the bioactive coating of inorganic material. Their negative
stationary potential in the PBS (phosphate buffered saline)
and the SBF (simulated body fluid) solutions enable direct
immobilization of cationic biological components due to elec-
trostatic interference. Titania nanotubes do not inactivate
proteins immobilized on their surface [14] and properties
can be modified by annealing in controlled atmosphere,
which improves conductivity and wettability [20,21]. Some
works [22-24] on using Ti/TNT as the biosensor platforms
are very promising.
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Celem badan byto opracowanie elektrochemicznej meto-
dy oznaczania prozapalnej cytokiny — Interleukiny 6 wyko-
rzystujgc do tego modyfikowang warstwe nanorurek tlenku
tytanu, formowanych metoda anodowania na folii tytanowej.
Warstwe TNT poddano modyfikacji cieplnej polegajacej
na wyzarzaniu w atmosferze argonu oraz funkcjonalizacji
przez bezposrednig immobilizacje substancji biologicznych
w celu uzyskania impedancyjnego i amperometrycznego
sygnatu odpowiedzi na obecnosc¢ IL-6 o roznych stezeniach
w roztworze PBS. W pracy podjeto prébe opracowania
dwoch nowych, elektrochemicznych metod detekcji IL-6,
charakteryzujgcych sie nizszym limitem detekgji niz stoso-
wane obecnie testy ELISA oraz stanowigcych prostg i tanig
metode analityczna.

Materialy i metody

Folia tytanowa (grubos¢ 0,5 mm, czystos¢ 99,99%),
glikol etylenowy (C,H¢O, czystos¢ 99,8%), chlorek amonu
(NH,F, 99,5%), bufor fosforanowy (PBS, 0,01 M, pH 7,4)
i peroksydaza chrzanowa (HRP, nr kat. 77332) zostaty
zakupione w firmie Sigma-Aldrich (UK). Zestawy ELISA Kit
IL-6 (ELH-IL6-001) nabyto w firmie RayBiotech (USA) i prze-
chowywano w temperaturze 4°C w celu zabezpieczenia ich
przed denaturacja. Do przygotowania matryc biosensoréow
zastosowano przeciwciata monoklonalne (MADb) interleukiny
IL-6, w przypadku biosensora amperometrycznego takze
przeciwciata monoklonalne skoniugowane z HRP [25-27].

Wszystkie pomiary elektrochemiczne: anodowanie
foli tytanowej, pomiar potencjatu stacjonarnego (OCP),
elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (EIS),
woltamperometria cykliczna (CV) prowadzono przy uzyciu
potencjostatu/galwanostattu AutoLab PGSTAT 302N (Eco
Chemie, Utrecht, Holandia), wyposazonego w wzmachiacz
napiecia (30V), w standardowym uktadzie trojelektrodowym,
w ktérym elektrode roboczg stanowita prébka tytanu pokryta
warstwag nanorurek Ti/TNT, elektrode odniesienia - standar-
dowa elektroda chlorosrebrowa Ag/AQCI (E pgagci= 0,222 V),
a elektrode pomocniczg - folia platyny. Badania prowadzono
w temperaturze 25+2°C.

Przygotowanie warstw TNT

Warstwy TNT formowano poprzez anodowanie folii
tytanowej w 85% roztworze glikolu etylenowego (50 ml),
z dodatkiem 0,6% wag. NH,F. Roztwory sporzgdzono z od-
czynnikow: glikol etylenowy, NH,F i wody dejonizowanej, cha-
rakteryzujgcych sie wysokg czystoscig. Parametry anodowa-
nia wyznaczono stosujgc model matematyczny [28] opraco-
wany przez autorow, umozliwiajgcy wytworzenie warstwy TNT
o grubosci 100050 nm i srednicy 5045 nm. Uzyskane warstwy
wyzarzano w atmosferze argonu w temperaturze 550°C przez
2 godziny z szybkoscig narastania temperatury 30°C/min.

Pomiar potencjatu stacjonarnego w obwodzie
otwartym (OCP) Ti/TNT

Wyzarzane i niewyzarzane probki Ti/TNT zanurzono
w roztworze PBS (0,01 M, 50 ml, pH 7,4) oraz wartosci OPC
mierzono w czasie 1800 sekund.

Funkcjonalizacja przygotowanej matrycy biosensora
Do immobilizacji przeciwciat L-6 na matrycy biosensora
wykorzystano prostg metode nakraplania. Modyfikowane
termicznie probki Ti/TNT inkubowano w 10 pl roztworu
przeciwciat anty-IL-6 w czasie 30 minut, a nastepnie
zanurzano w 10 pl roztworach antygenu IL-6 o réznych
stezeniach, w zakresie od 0 do 2500 pg/ml. Pomiedzy eta-
pami inkubacji probki doktadnie przeptukiwano roztworem
buforowym (3%x100 ul) w celu usuniecia niezwigzanych
lub zwigzanych nieswoiscie czgsteczek biologicznych.

In this work authors aimed at elaboration of the elec-
trochemical method of determination the proinflammatory
cytokine Interleukin-6 on surface modified layers of titania
nanotubes (TNT) formed by anodization of titanium foil.
Thermal improvement by annealing in argon and functionali-
zation by simple immobilization of biological reagents have
been applied to obtain the impedimetric and the ampero-
metric response in order to evaluate the IL-6 concentrations
in PBS solutions. Two novel electrochemical methods have
been aimed at elaborating the electrochemical method to
detect lower concentration of IL-6 than being obtained in
currently used ELISA tests, by simple and cheap diagnostic
method.

Materials and Methods

Titanium foil (thickness 0.5 mm, 99.99% trace metal ba-
sis), ethylene glycol (C,H;O, 99.8%), ammonium chloride
(NH,F, 99.5%), phosphate buffered saline (PBS, 0.01 M,
pH 7.4) and horseradish peroxidase (HRP, no. 77332) were
purchased from Sigma-Aldrich (UK). The ELISA kits for
human IL-6 (ELH-IL6-001) protein were purchased from
RayBiotech (USA) and stored at 4°C to eliminate any poten-
tial denaturation of the protein structures. The monoclonal
(MADb) antibodies that make up the sandwich assay pair in
the human Interleukin-6 (IL-6) were used in the detection
scheme for impedimetric biosensor, whereas the monoclonal
(MADb) IL-6 antibodies conjugated with HRP [25-27] were
used in detection scheme for amperometric biosensor.

All electrochemical processes and measurements: the
anodizing of titanium foil, the open circuit potential (OCP),
recording and the electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) scans as well as the cyclic voltammetry (CV) tests were
performed the AutoLab PGSTAT 302N potentiostat/galva-
nostat (Eco Chemie, Utrecht, the Netherlands), equipped
with voltage multiplier (30 V) in the standard three-electrode
configuration with titanium and Ti/TNT electrode as the work-
ing electrode, the standard Ag/AgCl- silver chloride electrode
(Eaginge=0.222 V) as the reference electrode, and a platinum
foil as the auxiliary electrode at 25+2°C.

Preparation of the TNT layers

TNT layers were formed by anodizing titanium foil in
ethylene glycol solution with the addition of NH,F. The foil
was polarized up to 17 V and then kept at that potential in
the same electrolyte for further 3750 s. Anodizing param-
eters were determined using the mathematical meta-model
[28] elaborated by authors to obtain the TNT layer with
thickness of 1000+50 nm and TNTs diameter of 50+5 nm.
The obtained layers were annealed in argon at 550°C for
2 h with the heating rate of 30°C/min to the desired anneal-
ing temperature.

Evaluation of the open circuit potential (OCP) of Ti/TNT

The annealed and non-annealed the Ti/TNT samples
were immersed in PBS solution (0.01 M, 50 ml, pH 7.4) and
the OPC values were recorded for 1800 s.

Functionalization of TNT layers with IL-6

Simple drop coating method was used to immobilize the
IL-6 cytokine on biosensor platform. Thermally modified
Ti/TNT samples were incubated with 10 ul of anti-IL-6
standard solution for 30 min and then treated with 10 pl of
IL-6 antigen solutions of various concentration ranging from
0 to 2500 pg/ml. Between incubation steps the samples
were carefully washed-up with a buffer solution (3x100 pl)
to remove unbound or non-specifically bound biomolecules.
The whole immobilization procedure was carried at room
temperature.
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Skutecznos$¢ immobilizacji oceniano spektrofotometrycznie
przy dtugosci fali 450 nm. Catg procedure immobilizacji
przeprowadzono w temperaturze 25+2°C.

Analiza mikroskopowa warstw Ti/TNT

Analize mikroskopowg prébek wyzarzonych i nie mo-
dyfikowanych termicznie przeprowadzono przy uzyciu
Skaningowego Mikroskopu Elektronowego z Emisjg Polowa
JEOL JSM 7600F.

Charakterystyka i pomiary elektrochemiczne

Odpowiedz opracowanego biosensora amperometrycz-
nego sprawdzono metodg woltamperometrii cyklicznej
w roztworze PBS (0.01 M, 10 ml, pH 7,4) w zakresie po-
tencjatu —0,8+0,2 V vs. Ag/AgCI z szybkoscig skanowania
0,05 V/s. Odpowiedz biosensora impedancyjnego spraw-
dzono metodg elektrochemicznej spektroskopii impedan-
cyjnej. Elektrochemiczng analize impedancyjng przepro-
wadzono w zakresie czestotliwosci od 100 kHz do 0,1 Hz
(10 punktow/dekade), z zerowym potencjatem DC, amplitu-
da sygnatu AC 10 mV oraz czasem zdwojenia 10 s.

Wyniki i dyskusja

Analiza mikroskopowa matrycy Ti/TNT

Na RYS. 1a przedstawiono warstwe nanorurek z ditlenku
tytanu otrzymang metodg anodowania zgodnie z proce-
durg opisang w rozdziale ,Materiaty i metody”. Warstwe
o grubosci 1000 nm+100 nm tworzg jednorodne nanorurki
o srednicy 505 nm. Obrazy SEM przedstawiajg otwarte od
gory, zamkniete od dotu, zorientowane pionowo nanorurki
o budowie jednorodnej, pokrywajgce catg powierzchnie folii
tytanu. Nie zaobserwowano uszkodzen warstwy TNT po
procesie wyzarzania (RYS. 1b).

Potencjal stacjonarny Ti/TNT

Krzywe OCP (RYS. 2) obrazujg stabilne wartosci
potencjatu zarejestrowane w czasie 1800 sekund. Nie-
wielkie oscylacje pragdowe widoczne na krzywych OCP
mogg swiadczy¢ o przebiegajgcych reakcjach utleniania
i redukcji warstw ditlentku tytanu w roztworze. Wyzarzanie
w atmosferze argonu powoduje podwyzszenie wartosci
E .. W poréwnaniu z wartosciami E_, probek nie poddanych
modyfikacji termicznej. Przesuniecie potencjatu korozyjnego
w kierunku warto$ci dodatnich jest korzystne dla immo-
bilizacji substancji biologicznych na powierzchni matrycy
biosensora, gdyz wiekszos¢ protein i biatek, reszty amino-
kwasowe (np. w HRP) i ludzkie przeciwciata w roztworze
PBS (0,01 M, 50 ml, pH 7,4) wykazujg tadunki ujemne.

Microscopy analysis of Ti/TNT platforms

The morphologies of annealed and non-annealed sam-
ples were examined with a Field Emission Scanning Electron
Microscope JEOL JSM 7600F.

Electrochemical characterization and tests

Cyclic voltammetry tests (CV) for prepared amperomet-
ric immunosensor were carried out in PBS (0.01 M, 10 ml,
pH 7.4) for potential ranging from —0.8+0.2 V vs. Ag/AgCI
with scan rate 0.05 V/s. The response of impedimetric im-
munoosensor was characterized using Electrochemical
Impedance Spectroscopy (EIS) method. Electrochemical
impedance analysis was carried out over a frequency range
from 100 kHz to 0.1 Hz (10 points per decade), at zero DC
potential, with an AC amplitude of 10 mV and the integra-
tion time of 10 s.

Results and Discussions

Microscopy analysis of Ti/TNT platforms

As it can be seenin FIG. 1 the TNT obtained by anodizing
according to the applied parameters (described in “Materi-
als and Methods”) formed an uniform 1000100 nm thick
layer of vertically aligned nanotubes (FIG. 1a) with diameter
about 50+5 nm. SEM images show arrays of opened from
the top, closed at the bottom and vertically oriented, regular
nanotubes covering the titanium foil completely. No dam-
age was observed on TNT layer after annealing (FIG. 1b).

Evaluation of open circuit potential of Ti/TNT

The OCP (Open Circuit Potential) curves (FIG. 2) show
stable values of potential recorded during 1800 s. Small
current oscillations seen on OPC curves for TNT formed
in ethylene glycol electrolyte may suggest ongoing oxida-
tion and metastable nature of nanotubular oxide layers.
Annealing in argon causes the increase of the OCP value
(Egor =55.1 mV) for Ti/TNT layers comparing to the OCP
value for non-annealed samples (E.,, =-220.1 mV). Shift of
the corrosion potentials to more positive values is favorable
for the immobilization of biomolecules on the biosensor
platform, because the amino acid residues (e.g. HRP) and
human antibodies exhibit negative charges in PBS (0.01 M,
50 ml, pH 7.4). The negatively charged protein molecules
are easily pulled to the positive matrix of biosensor by direct
physical adsorption, which results from weak electrostatic
or van der Waals interaction [25].
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RYS. 1. Obrazy SEM warstw TNT formowanych w roztworze glikolu etylenowego (a),

po modyfikacji termicznej w argonie (b).

FIG. 1. SEM top-view and cross-sectional images of TNT formed in ethylene
glycol (a) and thermally modified in argon (b).
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RYS. 2. Wykres przebiegu zmian potencjatu
korozyjnego (E.,) warstw TNT formowanych
w roztworze glikolu etylenowego (linia przery-
wana), wyzarzonych w atmosferze argonu (linia
ciagta) rejestrowane w roztworze PBS (0,01 M,
50 ml, pH 7,4) w czasie 1800 s.

FIG. 2. Corrosion potential values (E.,) of TNT
formed in ethylene glycol (dotted line) and annealed
in argon (solid line) measured in PBS (0.01 M,
50 ml, pH 7.4) for 1800 s.

Ujemnie natadowane czgsteczki biatkowe sg z tatwoscig
elektrostatycznie zwigzane przez dodatnio natadowang
matryce biosensora w procesie adsorpcji fizycznej na
skutek stabych oddziatywan elektrostatycznych lub sit van
der Waalsa [25].

Elektrochemiczna charakterystyka
amperometrycznego biosensora IL-6

Do wykrywania cytokiny IL-6 w roztworze PBS wykorzy-
stano jedno z najsilniejszych i najbardziej specyficznych
wigzan biologicznych pomiedzy przeciwciatem i antygenem.
W celu detekcji amperometrycznej interleukiny IL-6, mo-
dyfikowane termicznie probki Ti/TNT inkubowano w 10 pl
roztworze przeciwciat anty-IL-6 w czasie 1800 sekund, zanu-
rzano w 10 pl objetosci roztworéw zawierajgcych antygeny
IL-6 o stezeniach w zakresie od 0 do 2500 pg/ml, a nastepnie
poddawano inkubacji wtdrnej w roztworze przeciwciat IL-6
skoniugowanych z peroksydazg chrzanowg (HRP). Pomiary
metodg woltamperometrii cyklicznej przeprowadzono zgod-
nie z metodykg opisang w rozdziale ,Materiaty i metody”.
Otrzymane woltamogramy (RYS. 3) ilustrujg typowe piki
odpowiadajgce przeniesieniu elektronu w reakcji redoks
jondéw zelaza peroksydazy chrzanowej HRP.

Przedstawione na RYS. 3 piki katodowe pojawiajg sie
przy potencjalne -0,55 V (vs. Ag/AgCl), charakterystycznym
dla redukcji zelaza w grupie hemowej enzymu HRP, w ktorej
transport elektronéw zachodzi przez redukcje Fe (lll) do Fe
(I). Czesto centrum redoks enzymu ukryte jest wewnagtrz
duzych czgsteczek biatka, z dala od powierzchni elektrody.
Biorgc pod uwage niskie wartosci wspoétczynnika dyfuzji
i prawdopodobienstwo denaturacji kompleksu enzym/biatko
zaadsorbowanego na powierzchni elektrody, odpowied-
nie potgczenie centréw redoks z powierzchnig elektrody
jest kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym za czuto$¢
i prawidlowe dziatanie biosensoréw enzymatycznych.
Pokrywajgce tytan nanorurki posiadajg szczegoing wtas-
ciwos¢ adsorbowania biatek, a przez to zapewniajg dobry
kontakt elektryczny, co zostato udowodnione w niniejszych
badaniach.
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RYS. 3. Krzywe woltamperometryczne dla warstw
TNT formowanych w roztworze glikolu etyleno-
wego, wyzarzonych w atmosferze argonu, reje-
strowane w roztworze 0.01 M PBS (linia ciagta)
z dodatkiem ludzkiej IL-6 o réznych stezeniach
(5+2500 pg/ml) w zakresie -0,8+0,2 V (vs. Epgngci =
0,222 V), z szybkoscig skanowania 0.05 V/s.

FIG. 3. Cyclic voltammograms of TNT formed in
ethylene glycol and annealed in argon recorded in
0.01 M PBS (solid line) containing human IL-6 of
various concentration (5+2500 pg/ml) in potential
range -0.8+0.2 V (vs. E,jaqc; = 0.222 V), with scan
rate 0.05 V/s.

Electrochemical characteristics of the IL-6
amperometric biosensor

To detect the IL-6 cytokine in PBS solution, the antibody-
antigen interaction, one of the strongest and the most
specific biological binding was used in the elaboration of
the analytical procedures and the preparation of biosen-
sors platforms. For the purpose of amperometric detection
of IL-6 thermally modified Ti/TNT samples were incubated
with 10 pl of anti-IL-6 standard solution for 1800 s and then
treated with 10 pl solutions containing IL-6 antigen of vari-
ous concentration ranging from 0 to 2500 pg/ml, followed
by the incubation of secondary IL-6 antibodies conjugated
with horseradish peroxidase (HRP). Cyclic voltammetry tests
(CV) were performed according to the applied parameters
(1.5). The obtained peaks (FIG. 3) correspond to the typi-
cal electron transfer achieved through the Fe(lll) to Fe(ll)
redox reaction [1].

The reduction peaks appear at -0.55 V (vs. Ag/AgCl).
Very often the metal redox center, i.e. the iron heme group in
HRP enzyme in which the electron transfer can be achieved
through the Fe(lll) to Fe(ll) redox reaction, are hidden inside
large molecules of protein and located far away from the
electrode surface. Considering the low values of diffusion
coefficient and possible denaturation of enzyme/protein
complex adsorbed on the electrode surface, the electrical
communication of the metal redox centers with electrode
surface is a key factor in the elaboration of enzymatic
biosensors. The metal/semiconductor nanotubes systems
own this special feature of the effective electrical contact
and electron-transfer reaction with electrodes, as has been
proved in our investigation.
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RYS. 4. Krzywe kalibracyjne biosensora amperometrycznego opartego na sfunkcjonalizowanej przeciwciatami
IL-6 warstwie TNT, modyfikowanej termicznie w atmosferze argonu. Wartosci pragdu katodowego dla warto-
$ci potencjatu -0,55 V rejestrowano w roztworze PBS (0,01 M, pH 7,4) wzgledem elektrody chlorosrebrowej
(Eagiage1 = 0,222 V) z szybkoscia skanowania 0,05 V/s.

FIG. 4. IL-6 calibration curves obtained by the amperometric biosensor-based anti-IL-6 immobilized onto TNT.
Cathodic current values were measured at -0.55 V in PBS solution (0.01 M, pH 7.4) vs. Epg, = 0.222 V with
scan rate 0.05 V/s.
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RYS. 5. Wykresy Bode rejestrowane dla réznych stezen IL-6 zarejestrowane przy uzyciu biosensora impedancyj-
nego opartego na matrycy TNT na ktorg immobilizowano przeciwciata IL-6. Widma zarejestrowano w roztworze
PBS (0,01 M, 50 ml, pH 7,4) w zakresie czestotliwosci 0.1 —10° Hz (a) i 0.1 — 1 Hz (b), z amplituda 10 mV wzgledem
elektrody chlorosrebrowej (Egaqc = 0,222 V).

FIG. 5. Bode plot of various concentration of IL-6 measured using the impedimetric biosensor based on anti-IL-6
immobilized onto TNT. Spectra were recorded in the PBS solution (0.01 M, 10 ml, pH 7.4) over the frequency
range 0.1 — 10° Hz (a), and 0.1 — 1 Hz (b) with amplitude 10 mV vs. E, ., = 0.222 V.
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Zaleznosc¢ natezenia prgdu od stezenia IL-6 przedsta-
wiono na RYS. 4 w postaci dwéch krzywych kalibracyj-
nych. Ze wzgledu na szeroki zakres stezen (5+2500 pg/ml
IL-6) krzywe kalibracyjne na RYS. 4a charakteryzujg sie
nieliniowym przebiegiem. W celu uzyskania krzywych
0 charakterze liniowym caty zakres zostat podzielony na
mniejsze czesci na podstawie istotnych klinicznie stezen
IL-6. Krzywe kalibracyjne (RYS. 4b,c,d) wskazuja, ze przy-
gotowane platformy charakteryzujg sie wysokag czutoscig
z limitem detekcji IL-6 wynoszgcym 5 pg/ml.

Elektrochemiczne charakterystyka biosensora
impedancyjnego IL-6

Warstwy TNT sfunkcjonalizowane przeciwciatami IL-6
poddano badaniom metodg elektrochemicznej spek-
troskopii impedancyjnej zgodnie z metodykg opisang
w rozdziale ,Materiaty i metody”. Odpowiedz impedancyj-
nego biosensora mozna przedstawi¢ za pomocg dwoch
metod: wykreséw Bode lub wykresu Nyquista. Wiecej
informacji widocznych jest w ujeciu czestotliwosciowym,
dlatego tez autorzy zdecydowali przedstawi¢ wyniki prze-
prowadzonych pomiaréw w reprezentacji Bode. RYS. 5a
przedstawia krzywe kalibracyjne dla biosensora impe-
dancyjnego, dla stezenia ludzkiej IL-6 cytokiny w zakresie
od 0 do 2500 pg/ml w reprezentacji Bode, ilustrujgcej
zaleznos¢ modutu impedancji |Z| w funkcji czestotliwo-
$ci. Najnizszg warto$¢ modutu impedanc;ji |Z] (~3%10° Q)
odnotowano dla warstwy TNT (Srednica 50 nm, grubosé
1000 nm) wyzarzanej w argonie. Wraz ze wzrostem stezenia
IL-6 wzrasta warto$¢ modutu impedanciji, co jest wynikiem
formowania komplekséw antygen-przeciwciato. Zdolnosc¢
do wigzania przeciwciat anty-IL-6 na TNT i powstawanie
kompleksu antygen-przeciwciato zweryfikowano przez
technike EIS.

Uzyskane krzywe kalibracyjne (RYS. 6) sg zalezne od
oddziatywan zachodzgcych pomiedzy antygenem IL-6
i ludzkim przeciwciatem monoklonalnym IL-6 z badang
powierzchnig. Limit detekcji uzyskany dzieki pomiarom im-
pedancyjnym wynosi 5 pg/ml. Dla poréwnania, wyniki testu
IL-6 ELISA wykazujg limit detekcji na poziomie 25 pg/ml,
czyli 5 razy wiekszy, niz uzyskany w niniejszej pracy.

Dotychczas opracowano wiele metod detekgji IL-6, np.
za pomocg takich jak: metoda biosensora akustycznego [9],
metoda amperometrycznego testu immunologicznego [10],
metoda impedancyjnego testu immunologicznego [11],
metoda testu immunoenymatycznego (ELISA) [29], techno-
logia powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana [30].
Pomimo licznych zalet powyzszych metod, wiele z nich ce-
chuje sie skomplikowang preparatykg i warunkami pomiaru,
koniecznoscig uzycia zaawansowanego sprzetu, ograniczo-
ng czutoscig, czasochtonnoscig i ksoztownoscig. Do tej pory
nie podjeto préby zastosowania nanorurek tlenku tytanu
w roli platformy immunosensora stuzgcego detekgcji ludzkiej
IL-6 opartego na bezposredniej immobilizacji substancji
biologicznych. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze matryca
Ti/TNT moze byc¢ platformg biosensora impedancyjnego.
Krzywe kalibracyjne dla tego biosensora obejmujg stezenia
antygenu IL-6 o limicie detekcji wynoszgcym 5 pg/ml, co
jest odpowiednikiem poziomu fizjologicznego w ludzkiej
krwi (ponizej 5 pg/ml) i 2500 pg/ml, co odpowiada stanom
patologicznym.

The dependence of current on the concentration of hu-
man IL-6 is presented in FIG. 4 by two calibration curves.
Due to the wide concentration range (5+2500 pg/ml of IL-6)
the calibration curve in FIG. 4a shows a non-linear char-
acter. To obtain a linear calibration curve the whole range
was divided into smaller sections based on the clinically
important concentrations of IL-6. The calibration curves
(FIG. 4b,c,d) presented by a linear regression indicate that
the prepared platforms were sensitive to the presence of
IL-6 in PBS solution with a detection limit of 5 pg/ml. Good
reproducibility was observed during detection of IL-6 with
the developed biosensor based on TNT layer as a platform.

Electrochemical characteristics of the IL-6
impedimetric biosensor

The sequential immobilization of the TNT electrodes
with the anti-IL-6 and human-IL-6 antigen was used to de-
tect the IL-6 cytokine with the electrochemical impedance
spectroscopy method according to the applied parameters
(described in “Materials and Methods”). The response of an
impedimetric biosensor can be viewed two different ways:
via the Bode plot or via the Nyquist diagram. More informa-
tion is available on plotting the frequency response, so the
authors have decided to present the results of measurement
on Bode plots. FIG. 5a shows the impedimetric responses
of the biosensor electrode for various concentrations
(0+2500 pg/ml) of human IL-6 cytokine in the Bode repre-
sentation, where the logarithm of the absolute impedance |Z|
is plotted against the logarithm of the excitation frequency.
In FIG. 5b the lowest value of the absolute impedance |Z]
(~3%10% Q) was recorded for TNT layer (diameter of 50 nm,
thickness of 1000 nm) annealed in argon. The absolute
impedance |Z| increases gradually with the increase of
IL-6 concentration due to the formation of antigen-antibody
complexes. Here, the binding ability of anti — IL-6 onto TNT,
and formation of antibody-antigen complex were verified
through the EIS technique.

The obtained calibration curves (FIG. 6), prepared simi-
larly as the calibration curves for amperometric detection
of IL-6, prove the quantitative interaction between anti-IL-6
and human- IL-6 antigen on the applied sensing surface.
The evaluated limit of detection obtained in the impedimetric
measurements is 5 pg/ml. For comparison, results from the
IL-6 ELISA kit show a detection limit of 25 pg/ml, which is
about 5 times higher than the one obtained by our direct
detection method.

Several methods have been developer for the detection
of IL-6, such as: acoustic wave biosensor [9], amperomet-
ric immunoassay [10], impedimetric immunoassay [11],
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) [29], surface
enhanced Raman scattering technology [30]. Despite many
advantage of this methods, some of them have drawbacks
such as complicated preparing and performing the meas-
urements, complicated equipment, limited sensitivity, im-
practical time and expense. No attempt, to date, was made
to use titania nanotubes as a platform for electrochemical
immunosensor to detect the human IL-6 based on direct im-
mobilization of biomolecules. Performed research confirms
that Ti/TNT matrix can be used as a platform for impedimetric
biosensor. The presented results include the concentra-
tions of IL-6 antigen between the detection limit of 5 pg/ml,
which is equivalent to the physiological level in human
blood (less than 5 pg/ml) and 2500 pg/ml corresponding to
pathological states.
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RYS. 6. Krzywe kalibracyjne biosensora impedancyjnego opartego na sfunkcjonalizowanej przeciwciatami IL-6
warstwie TNT, modyfikowanej termicznie w atmosferze argonu. Wartosci modutu impedancji dla czestotliwosci
0,1 Hz rejestrowano w roztworze PBS (0,01 M, pH 7,4) wzgledem elektrody chlorosrebrowej (E,gaqc = 0,222 V).
FIG. 6. IL-6 calibration curves obtained by the impedimetric biosensor-based anti-IL-6 immobilized onto TNT.
Impedance modulus were measured at 0.1 Hz in PBS solution (0.01 M, pH 7.4) vs. Epg s, = 0.222 V.

Whioski

Badania dotyczace warstw nanorurek tytanowych wy-
tworzonych w roztworze glikolu etylenowego (85% glikolu
etylenowego + 0,6% wag. NH4F), wyzarzanych w atmo-
sferze argonu, a nastepnie wykorzystanych jako platforma
biosensorow do oznaczania stezenia cytokiny IL-6 w roztwo-
rze PBS, potwierdzajg skuteczng immobilizacje przeciwciat
i antygenow IL-6 w obszarach powierzchniowych. Warstwy
te wykorzystano w detekc;ji IL-6 metodami elektrochemicz-
nymi. Wyniki badan wykazaty, ze opracowane biosensory:
amperometryczny i impedancyjny sg czute na obecnosé
IL-6, a limit detekcji w roztworze PBS wynosi 5 pg/ml.
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Conclusions

Studies on titania nanotubes formed in ethylene glycol
solution (85% ethylene glycol + 0.6% wt. NH,F) and an-
nealed in argon and used as biosensor for the IL-6 cytokine
confirmed the effective immobilization of anti-IL-6 and hu-
man IL-6 antigen on their surface. The results of this study
showed that the developed two biosensors: the ampero-
metric and the impedimetric were sensitive to detect the
presence of the IL-6 in the PBS solution with the detection
limit of 5 pg/ml.
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