GDCh
~~

Analytische Chemie

Forschungsartikel

'.) Check for updates

An dte

Chemie

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59, 23862-23869
Internationale Ausgabe:  doi.org/10.1002/anie.202009000
Deutsche Ausgabe: doi.org/10.1002/ange.202009000

Multiplex-Nachweis von Analyten auf einem einzelnen Teststreifen mit
Antikorper-gesteuerten und Indikator freisetzenden mesoporosen

Nanopartikeln

Estela Climent, Mustafa Biyikal, Delia Groninger, Michael G. Weller, Ramon Martinez-Mariiez

und Knut Rurack*

Abstract: Vor dem Hintergrund der einzigartigen Modularitit,
hohen Empfindlichkeit und Selektivitit von Antikorper-ge-
steuerten Indikatorfreisetzungssystemen (gAID-Systemen)
wurde hier ein Multiplex-Assay fiir drei organische Explosiv-
stoffmolekiile (TATP, TNT, PETN) entwickelt, der es erlaubt,
die Analyten gleichzeitig in fliissiger Phase mit einem einzel-
nen Teststreifen und einem Fluoreszenzlesegerit bzw. Smart-
phone als Detektor in Konzentrationen bis in den unteren ppb-
Bereich in <5 min nachzuweisen. Alle drei Systeme, darunter
die hier neu entwickelten Systeme fiir TNT und PETN, tole-
rieren zudem nicht nur gepufferte wissrige Modelllosungen,
sondern auch komplexere Matrices. Neben einem konventio-
nellen Teststreifen mit einem Kanal erlaubte uns die Anwen-
dung von Wachsdrucktechnologie das Herstellen von mehr-
kanaligen Streifen mit vergleichbarer analytischer Leistungs-
fahigkeit, was das enorme Potenzial der modular aufgebauten,
hybriden Biosensormaterialien im Hinblick auf eine fiir den
Endanwender mafigeschneiderte Vor-Ort-Analytik unter-
streicht.
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Einleitung

In den Bereichen Gesundheit,! Lebensmittel,? Sicher-
heit®! und Umwelt!¥ gewinnen Schnelltests zum Einsatz au-
Berhalb des Labors direkt am Ort des Geschehens immer
mehr an Bedeutung. Insbesondere im Hinblick auf das so-
genannte ASSURED-Prinzip™® der WHO weisen dabei mi-
krofluidische Chips und papierbasierte Systeme eine hohe
Relevanz auf!” Thre Popularitit und ihr Durchbruch am
Markt héngen dabei nicht nur von der Robustheit, Benut-
zerfreundlichkeit und analytischen Performance ab, sondern
vor allem auch von der Moglichkeit, mehrere Zielanalyten
gleichzeitig erfassen zu koénnen.® Wenn man beispielsweise
drei Tests mit sich herumtragen und anwenden muss, um eine
Probe auf drei unterschiedliche Parameter zu untersuchen,
wiirde dies das Konzept des ,,ASSURED Testing” eher
konterkarieren. Die Realisierung eines Multiplex-Nachwei-
ses bei gleichzeitiger Beibehaltung der Einfachheit, Perfor-
mance und mobilen Einsatzfahigkeit solcher Tests ist daher
eine der wesentlichen Herausforderungen auf diesem Gebiet.
Obwohl bereits iiber die Multiplex-Detektion auf Papier be-
richtet wurde, beschiftigten sich diese Arbeiten in der Regel
mit Protein-Biomarkern oder Metallionen.”) Beispiele fiir
kleine organische Molekiile sind selten und wurden bislang
ausschlieBlich auf Basis sogenannter Lateral-Flow-Tests ent-
wickelt, die wie einfache Schwangerschaftstests mit mehreren
Linien aufgebaut sind, was allerdings die Modularitit deutlich
einschrinkt, da fiir das Detektionsprinzip primér die Aggre-
gation von Goldnanopartikeln ausgenutzt wird.!"!

Antikorper-gesteuerte Indikatorfreisetzungssysteme
(gAID-Systeme) stellen hier in Bezug auf Vielseitigkeit und
Modularitit eine attraktive Alternative dar.'!! Bei gAID-
Systemen handelt es sich um homogene Immunoassays, bei
denen die Signalgebung von der Antigen-Antikorper-Wech-
selwirkung entkoppelt ist und die daher auf den Einsatz von
Markierungsreagenzien verzichten konnen. Die Systeme sind
im Allgemeinen so aufgebaut, dass die Poren von mesopo-
rosen Silica-Nanopartikeln (MSN) mit Indikatormolekiilen
beladen und mit einer entsprechenden Verschlusschemie an
den Porenoffnungen ausgestattet sind, die dafiir sorgt, dass
die Farbstofffracht in Abwesenheit des Analyten in den Poren
verbleibt. In Antikorper-gesteuerten Systemen besteht diese
Verschlusschemie herkommlicherweise aus Hapten-Deriva-
ten (den sogenannten , Torwichtern®), die an die duBere
Partikeloberfldche angebunden sind und die entsprechenden
Antikorper binden, die dann als Abdeckung der Porenaus-
gédnge fungieren (Schema 1). Da bei Bindung eines einzelnen
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Schema 1. Architektur und Arbeitsweise der gAID-Systeme MI,H,A, (links oben, willkiirlicher Farbcode), chemische Strukturen der entsprechen-
den Zielanalyt/Hapten-Paare (rechts), eingesetzte polyklonale Antikérper (ganz links unten: anti-TATP =A,, anti-TNT=A,, anti-PETN =A;) und
Indikatorfarbstoffe (Mitte links unten: 2,7-Dichlorfluorescein, F27 =1,; Ruthenium-tris (bipyridin), RB3 =1,; Sulforhodamin B, SRB=1;). Die Farb-
codes der Zielanalyten, Hapten-Derivate und Antikérper werden im gesamten Artikel verwendet; bei den Farbstoffen reprisentieren die Punkte in
der oberen Reihe (rot, rot, pink) die Farbe ihrer wissrigen Lésungen und die Punkte in der unteren Reihe (griin, orange, gelb) ihre Emissionsfar-

be.

Analyten an eine Antikérper-Abdeckung und die damit ver-
bundene Inhibierung der erneuten Anbindung des Antikor-
pers an das Hapten eine wesentlich grolere Menge an Indi-
katormolekiilen aus den Poren diffundieren kann, sind diese
Systeme durch eine inhdrente chemische Signalverstirkung
gekennzeichnet.” Eine Einbettung solcher hybriden Sen-
sormaterialien auf Papierstreifen und deren Einsatz in Late-
ral-Flow-Assays erlaubt es daher, einfache aber leistungs-
starke Teststreifen zu erhalten.” Die in Schema 1 skizzierte
Modularitédt deutet dabei direkt das Potenzial des Ansatzes
fiir die Multiplex-Analytik an. Eine erste Charge an MSN
kann mit einem ersten Indikator beladen und mit einer ersten
Torwichter/Abdeckungsimmunchemie verschlossen werden,
eine zweite Charge an MSN kann mit einem zweiten Indi-
kator beladen und mit einer zweiten Torwichter/Abde-
ckungsimmunchemie verschlossen werden usw., bis eine Bi-
bliothek an Sensormaterialien zur Hand ist, fiir die die Frei-
setzung eines spezifischen Indikators direkt die Anwesenheit
des Analyten anzeigen wiirde, der selektiv an die entspre-
chenden, die Poren abdeckenden Biomakromolekiile ge-
bunden hat.") Wir berichten hier iiber das erste Beispiel einer
generischen biomimetischen Strategie fiir den simultanen
Nachweis von drei kleinen organischen Molekiilen auf einem
einzelnen Teststreifen mit hoher Empfindlichkeit und Selek-
tivitdt. Als Analyten wurden die drei Explosivstoffe Triace-
tontriperoxid (TATP), Trinitrotoluol (TNT) und Nitropenta
(PETN) ausgewihlt, iiber deren Relevanz insbesondere aus
Griinden der offentlichen Sicherheit kein Zweifel besteht.!"”!
Die Einbettung der Hybrid-Partikel auf Teststreifen erlaubte
es uns, die drei Explosivstoffe gleichzeitig in weniger als 5 min
bis in den unteren ppb-Bereich mit einem einfachen Lateral-
Flow-Test nachzuweisen.

© 2020 Die Autoren. Angewandte Chemie versffentlicht von Wiley-VCH GmbH

Ergebnisse und Diskussion

Fiir die hybriden gAID-Systeme MI,H;A;, ML,H,A, und
MI;H;A; wurde dasselbe mesoporose Silica-Tragermaterial
vom Typ MCM-41 (M) verwendet, dessen Poren mit den drei
Indikatorfarbstoffen 2,7-Dichlorfluorescein (F27=1,), fiir
MI,, Ruthenium-tris(bipyridin) (RB3 =1,, fiir MI,) und Sul-
forhodamin B (SRB=1,, fiir MI;) beladen wurden. Drei
Hapten-Derivate, die den drei Zielanalyten TATP, TNT und
PETN entsprechen, wurden dann kovalent an die duflere
Oberflidche von MI;-MI; angebunden, woraus MI;H;-MLH;,
resultierten. SchlieBlich wurden die Porenodffnungen mit den
entsprechenden polyklonalen Antikdrpern A, (anti-TATP),
A, (anti-TNT) und A; (anti-PETN) durch Bindung an die
verankerten Hapten-Derivate verschlossen und so Sensor-
materialien MI;H;A-MI;H;A; erhalten (Schema1). F27,
RB3 und SRB wurden primér aus zwei Griinden ausgewéhlt:
(i) die Farbstoffe konnen in hinreichend unterschiedlichen
spektralen Fenstern angeregt und ihre Emission beobachtet
werden, wobei kein teurer optischer Aufbau notwendig ist
(Abbildung S1, Hintergrundinformationen), und (ii) das Re-
tentionsverhalten der Farbstoffe auf den Teststreifen ist hin-
reichend unterschiedlich, so dass sie chromatographisch ge-
trennt werden konnen. A;-A; standen uns intern zur Verfii-
gung, im Rahmen der Aktivitdten der BAM zur Etablierung
einer Bibliothek an Antikorpern gegen die weit verbreiteten
organischen Sprengstoffmolekiile.!'®!

Da das System auf eine schnelle Freisetzungskinetik bei
Anwesenheit des Analyten, aber auch auf einen effizienten
Verschluss der Poren in Abwesenheit des Analyten ange-
wiesen ist, wihlten wir fiir die Verschlusschemie die Strategie
der Kombination strukturell leicht abweichender Hapten-
Derivate (,,hapten heterology“)!"”) mit stark bindenden An-
tikorpern, d.h., mit Seren, die in spidten Immunisierungszy-
klen wiahrend der Antikorperproduktion erhalten werden.

Angew. Chem. 2020, 132, 24071—24078
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Bei diesem Ansatz sind die Assoziationskonstanten in der
Regel sehr hoch und die Dissoziationskonstanten noch hin-
reichend schnell, um kurze Assay-Zeiten zu ermoglichen.
Dieser Effekt ist besonders bei bivalenter Bindung an einen
Antikorper relevant,!'¥ wovon bei dem hier verwendeten
Format auszugehen ist und wie wir es in einer fritheren Arbeit
zu einem gAID-System bereits beschrieben haben.*) Hier
wurden die in Schema 1 gezeigten Hapten-Derivate H, bis Hj
eingesetzt, die sich alle leicht von den zur Immunisierung
eingesetzten Haptenen unterscheiden. Alle hergestellten
Materialien MI,H;A;-MI;H;A; wurden mit Standardverfah-
ren charakterisiert und eine Ubersicht iiber die gesamten
Charakterisierungsmethoden und -ergebnisse ist den Hinter-
grundinformationen beigefiigt, in den Abschnitten 2-5, in-
klusive Schema S1, Abbildungen S2-S4 und Tabelle S1.

In einer ersten Versuchsreihe wurden die individuellen
Kennzahlen fiir das Ansprechverhalten von MIH,A;-
MIL;H;A; auf die entsprechenden Analyten erfasst. Dafiir
wurden 0.5 mg MILH, A, in 4 mL PBS (Phosphatpuffer, 10 x,
pH7.4), der 0.05% (v/v) Tween 20 enthielt, suspendiert,
wobei die resultierende Konzentration an MIH,A,
0.12 mgmL~" betrug. Um die Freisetzungskinetik und die
Effizienz des Porenverschlusses in Abwesenheit des Analyten
zu untersuchen, d.h., die unspezifische oder Hintergrund-
freisetzungsrate des Systems zu kennen, wurden die Suspen-
sionen aliquotiert und der eine Teil (2 mL) mit 50 uL. einer
Stammlosung des entsprechenden Analyten in MeOH
(450 ppm) versetzt, wobei die finale Konzentration an Analyt
10.5 ppm und am organischen Co-Losungsmitteln MeOH
2.5 % betrugen. Alle drei Antikorper A;-A; tolerierten diesen
Anteil an Methanol in der Assay-Losung, was sich positiv auf
die Dosierung der drei hydrophoben Analyten auswirkte. Das
zweite Aliquot wurde nur mit derselben Menge MeOH ver-
setzt und fungierte als Blindprobe. Volumina von 0.25 mL
wurden daraufhin beiden Suspension nach bestimmten Zeit-
intervallen entnommen, zentrifugiert und die Menge an
freigesetztem Farbstoff nach jedem Zeitintervall fluorome-
trisch bestimmt, wobei die jeweils fiir einen Farbstoff geeig-

AFIF,

t /min

Abbildung 1. Anstieg der Fluoreszenz der Farbstoffe F27 (griine Punk-
te; hexe =490 nm; A, =525 nm), SRB (pinke Diamanten;

hexe =564 nm; A, =588 nm) und RB3 (blaue Sterne; A,,.=464 nm;
hem =626 nm) uber der Zeit fir MI;H;A;-MI;H;A; in PBS-Tween 20 mit
2.5% MeOH (pH 7.4) in Anwesenheit (gefiillte Symbole) und Abwe-
senheit (ungefiillte Symbole) von 10.5 ppm TATP, PETN oder TNT. Die
Linien dienen lediglich der besseren Illustration.
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nete Anregungs- und Emissionswellenldnge eingestellt wur-
den. Abbildung 1 zeigt, dass die Anwesenheit von PETN und
TATP zu einer schnellen Porenoffnung und anschlie3ender
Freisetzung der eingeschlossenen Farbstoffe fiihrt. Das TNT-
System ist etwas langsamer, wobei Kontrollexperimente mit
MI H,A, aber den Schluss nahelegten, dass dieses Verhalten
nicht durch eine langsamere Offnungskinetik, sondern durch
die chemische Natur des Indikatorfarbstoffes bedingt war (s.
Abbildung S5). Wihrend es sich bei F27 und SRB, mit denen
die Materialien fiir TATP und PETN beladen sind, um an-
ionische Farbstoffe handelt, enthélt das Material fiir TNT
einen kationischen Farbstoff (RB3). Letzterer wird in den
Poren stéarker zuriickgehalten, da die Porenwénde durch die
Vielzahl an Silanol-Gruppen in brutto eine negative Ladung
tragen.'”! Nichtsdestotrotz wurde fiir MILH,A, bei Anwe-
senheit von TNT in der Messlosung eine Ansprechrate von
>90% in <5 min erreicht. Als positiv stellte sich bei allen
drei Materialien heraus, dass die Hintergrundfreisetzung in
Abwesenheit des entsprechenden Analyten vorteilhaft nied-
rig ist (Abbildung 1).

Das Ansprechverhalten von ML H, A, gegeniiber den je-
weiligen Analyten wurde analog iiber die Messung der
Farbstofffreisetzung in Gegenwart der Explosivstoffe erfasst
(Abbildung 2; s. Abbildung S6 fiir spektrales Ansprechver-
halten). 200 uL einer Suspension von MI,H,A,, (0.12 mgmL""
in PBS-Tween 20 mit 2.5% of MeOH) wurden dafiir mit
steigenden Konzentrationen an Explosivstoff versetzt und fiir
5 min geriihrt. Nach dem Abzentrifugieren der Partikel wur-
de die Fluoreszenz des Uberstands gemessen. In allen Fillen
wurde eine Korrelation zwischen Farbstofffreisetzung und
Analyt-Konzentration beobachtet, was auf eine Verdrangung
der Antikorper von den Porendffnungen nach Bindung des
Analyten hinweist. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung wurden
dann mit einer logistischen Funktion aus vier Parametern
angepasst und die Nachweisgrenzen (NWG) zu 0.3 +0.1,
0.4+0.1 und 0.74+0.2 ugL " fiir TATP, TNT und PETN ab-
geleitet (s. Abschnitt 12, Hintergrundinformationen bzgl. der
Details).” Im unteren Messbereich, d.h., bei Explosivstoff-
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Abbildung 2. Anstieg der Fluoreszenz der Farbstoffe SRB (pinke Dia-
manten; Ao, =564 nm; A.,,=588 nm), F27 (griine Punkte;

hexe =490 nm; A, =525 nm) und RB3 (blaue Sterne; A,.=464 nm;
hem =626 nm) liber der Konzentration an zugesetztem Analyt fiir
MIH,A;-MI3H;A; in PBS-Tween 20 mit 2.5% MeOH (pH 7.4) nach ei-
ner Reaktionszeit von 5 min. Die Linien beschreiben eine logistische
Anpassung mit vier Parametern.
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konzentrationen von wenigen ppb, wurden ca. 2-3% der
Farbstofffracht freigesetzt, was einer Signalverstirkung von
60-90 Farbstoffen pro verdrangtem Antikorper entspricht.
Der Multiplex-Nachweis in einer Probe ist nur moglich,
wenn die Querempfindlichkeit gering ist, um falsch positive
Ergebnisse zu vermeiden. Wir haben daher einen Triplex-
Assay durchgefiihrt, bei dem eine Mischung der drei Sen-
sormaterialien in Gegenwart unterschiedlicher Konzentra-
tionen an den Explosivstoffen untersucht wurden. Dafiir
wurden Suspensionen mit Mischungen aus MIHA;-
MILH;A; (0.12 mgmL™" von jedem Material, in PBS-Tween
20 mit 2.5% of MeOH) mit unterschiedlichen Mengen an
TATP, TNT und PETN versetzt und wie oben beschrieben
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o MLHA,
< MIHA, .
°
024 M|3H3A3
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L
< 0.1
00| =TT
0.1 1 10 100 1000
Crate /PPD
¢ MLH/A,
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Abbildung 3. Anstieg der Fluoreszenz der aus MI1H,A,-MI;H;A; freige-
setzten Farbstoffe SRB (A, =564 nm; A, =588 nm), F27

(Aexe=490 nm; A, =525 nm) und RB3 (A, =464 nm; k., =626 nm)
in Anwesenheit steigender Konzentrationen an TATP (oben), TNT (Mit-
te) und PETN (unten) in PBS-Tween 20 mit 2.5% MeOH (pH 7.4)
nach einer Reaktionszeit von 5 min. Die Linien beschreiben eine logis-
tische Anpassung mit vier Parametern.
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behandelt. Die in Abbildung 3 gezeigten Ergebnisse deuten
an, dass ein selektiver Nachweis moglich ist. Eine gewisse
Querempfindlichkeit war zu beobachten, aber generell ist die
von den gAID-Systemen gezeigte Selektivitidt vielverspre-
chend. Zudem sind die NWG vergleichbar zu den vormals
gefundenen (1.3+£0.6,0.540.1 und 0.7 + 0.1 pgL* fiir TATP,
TNT und PETN). Um Aufschluss iiber den Einfluss einer
komplexeren Matrix zu erhalten, wurden die gleichen Un-
tersuchungen in Milch durchgefiihrt, wobei auch hier sehr
dhnliche Ergebnisse wie zuvor in wéssriger Pufferlosung ge-
funden wurden, s. Hintergrundinformationen, Abschnitt 8
inkl. Abbildungen S7 und S8.

Des Weiteren wurde die Selektivitdt der Antikorper ge-
steuerten Materialien in Anwesenheit anderer Explosivstoffe
untersucht, wofiir das Ansprechverhalten auf die herkomm-
lichen Sprengstoffe Hexogen (RDX), Octogen (HMX), Ni-
troguanidin (NG) und Pikrinsdaure (PA) mit einer analogen
Vorgehensweise erfasst wurde, bei einer Explosivstoffkon-
zentration von 2 ppm. Obwohl zwar in einigen Fillen eine
gewisse Querempfindlichkeit gefunden wurde, war die Se-
lektivitdt im Allgemeinen sehr vielversprechend fiir die wei-
tere Entwicklung des Tests, s. Abbildung S9.

Um einen weiteren Schritt in Richtung Anwendung zu
gehen, wurden die Hybrid-Partikel auf Nitrocellulose-Strei-
fen aufgetragen und in Lateral-Flow-Assays (LFAs) mit
Fluoreszenzdetektion eingesetzt. Die Teststreifen sind dazu
wie folgt aufgebaut. In einer Zone A werden die Sensorma-
terialien deponiert und in einer Zone B, welche einem Be-
reich am anderen Ende des Streifens entspricht, durch den die
Losungsmittelfront kurz vor FlieBende wandert, wird das Si-
gnal der freigesetzten Farbstoffe aufgenommen (Abbil-
dung 4a). Wenn ein Streifen in eine Losung getaucht wird, die
keinen Analyten enthilt, wird kein Farbstoff freigesetzt und
kein Signal in Zone B gemessen, da die Materialien ver-
schlossen geblieben sind. Im Umkehrschluss wird dann bei
Anwesenheit eines Analyten in der Probelosung allerdings
ein Signal in Zone B gemessen, welches sich proportional zur
Analyt-Konzentration verhilt, da in Zone A Antikorper von
den Porenoffnungen verdriangt worden sind und Farbstoff
freigesetzt worden ist. Dabei erfolgt eine rdaumliche Trennung
der Signale von Indikatormolekiilen, die in verschlossenen
Poren des Materials verblieben sind, und freigesetzten Farb-
stoffmolekiilen, die aus geoffneten Poren freigesetzt worden
und mit dem Fluss gewandert sind; die Nanopartikel an sich
sind zu groff und konnen nicht mit dem Losungsmittelfluss
wandern. Die Menge an freigesetztem Farbstoff kann dann
entweder mit einem Fluoreszenzlesegeridt unter entspre-
chenden Anregungs- und Emissionsbedingungen oder mit
einem mobilen Endgerit und addquatem optischen Zubehor
gemessen werden.

Zuerst wurden in diesem Format wieder die einzelnen
Materialien MIjH;A,;, MI,H,A, und MI;H;A; hinsichtlich
ihres Detektionsvermogens gegeniiber TATP, TNT und
PETN untersucht, wobei vergleichbare Ergebnisse wie in
Suspension erhalten wurden (s. Hintergrundinformationen,
Abschnitt 10 inkl. Abbildung S10). In einem néchsten Schritt
wurden Teststreifen prépariert, bei dem eine Mischung aus
dquivalenten Mengen der drei gesteuerten Materialien auf
Hi-Flow-Nitrocellulose-Streifen (HF135 von Millipore) de-
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Abbildung 4. Design und Funktionsweise des einkanaligen Lateral-Flow-Assays. a) Aufbau der Teststreifen mit jeweils MI;H,A;, MI,H,A, und
MI;H;A; in den individuellen Zonen A. b) Aufbau der Teststreifen mit einer Mischung aus MI;H,A;-MI;H;A; in Zone A; die Bezeichnung der
unterschiedlichen Zonen B, entspricht dabei dem chromatographischen FlieRRverhalten der Farbstoffe. c) Funktionsprinzip der Farbstofffreisetzung
in Gegenwart der Explosivstoffe TATP, PETN und TNT. d) Foto einer Reihe an Teststreifen bei Beleuchtung mit einer selbstgebauten Lichtquelle,
das die Freisetzung von F27 (1), RB3 (l,) und SRB (l;) in den unterschiedlichen Zonen B, auf den Streifen bei einer Analyt-Konzentration von

300 ppb sowie eine entsprechende Kontrollprobe (nur PBS) zeigt.

poniert wurde. Dieses Papier wurde ausgewihlt, weil es die
besten Retentionseigenschaften fiir eine optimale chromato-
graphische Trennung der drei Farbstoffe F27, RB3 and SRB
aufwies, so dass diese sich in hinreichend unterschiedlichen
Zonen B; sammeln (s. Hintergrundinformationen, Ab-
schnitt 10 inkl. Abbildung S11). Zur Vorbereitung wurden
Papierstreifen von 0.5 x4 cm ausgeschnitten und 1 pL einer
Suspension einer Mischung von MI;H;A;-MI;H;A; (alle zu
1 mgmL™) in PBS (pH 7.4) mit 0.05% (v/v) Tween 20 im
Bereich der Zone A aufgetragen (Abbildung 4b).
AnschlieBend wurden die Teststreifen in gepufferte Lo-
sungen (PBS-Tween 20 mit 2.5% MeOH; pH 7.4) getaucht,
die 0.6 ppm an TATP, TNT und PETN enthielten, um das
selektive Ansprechverhalten zu untersuchen (Abbildung 4c);
eine Kontrollprobe wurde ebenfalls untersucht. Nach dem
Eintauchen und einer Entwicklungsdauer von 4 min wurden
die Teststreifen bei Raumtemperatur getrocknet und die
Freisetzung der verschiedenen Farbstoffe mit einer Smart-
phone-Kamera gemessen. Dazu wurde der Teststreifen in
einen 3D-gedruckten Halter eingelegt, der in Analogie zu
einem kiirzlich von uns publizierten Smartphone-Adapter
angefertigt wurde (s. Abschnitt 11.1, Hintergrundinforma-
tionen).?! Als nichstes wurden Bilder der Teststreifen unter
den entsprechenden Beleuchtungsbedingungen gemacht. Die
Fluoreszenzintensitdt der Fotografien der Streifen wurde
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analysiert, wobei die integrale Farbdichte der Fluoreszenz in
den unterschiedlichen Zonen B; mit der Software Imagel
ausgewertet wurde. Wihrend Abbildung S12 diese Ergeb-
nisse fiir steigende TATP-, TNT- und PETN-Konzentrationen
und den Smartphone-Aufbau zusammenfasst, sind die ent-
sprechenden, mit dem Fluoreszenzlesegerit erhaltenen Da-
ten in Abbildung S13 zum Vergleich gezeigt (s. Hinter-
grundinformationen, Abschnitt 11). Wenn keine Explosiv-
stoffe in der Losung vorhanden sind, wird lediglich ein ver-
nachléssigbares Fluoreszenzsignal in den verschiedenen Zo-
nen B; gemessen. Sind jedoch die Explosivstoffe in
unterschiedlichen Konzentrationen anwesend, wird eine
entsprechende Freisetzung von F27, RB3 oder SRB als
Funktion der Analyt-Konzentration in den Zonen B;-B; be-
obachtet (Abbildung S12). In Bezug auf die Empfindlichkeit
wurden vergleichbare Sensitivitdten wie bei den Messungen
in Suspension gefunden, d.h., die Nachweisgrenzen lagen
auch hier im unteren ppb-Bereich (Tabelle 1). Abbildung 4d
zeigt zudem ein Bild der unter geeigneten Beleuchtungsbe-
dingungen aufgenommenen Zonen B,-B; nach Durchfiihrung
des Assays mit Probelosungen von 0.3 ppm an TATP, TNT
oder PETN bzw. einer Kontrollprobe.

Die konzentrationsabhéngigen Messungen sowohl in
dieser Arbeit als auch in anderen Studien weisen darauf
hin,**?!l dass der dynamische Messbereich solcher Assays
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Tabelle 1: Nachweisgrenzen (NWG), 5%-Schwellwerte (X, 0s) und Dynamikbereiche fiir TATP, TNT und PETN; die Werte basieren auf der Auswertung
der mit dem Fluoreszenzlesegerat erhaltenen Fluoreszenzintensitaten sowie der mit dem Smartphone-Aufbau gemachten Bilder.

24076 www.angewandte.de

Gerédte TATP TNT PETN
NWG Xo.0 Bereich NWG Xo.05 Bereich NWG Xo.05 Bereich
/ppb /ppb /ppb /ppb /ppb /ppb /ppb /ppb /ppb
Fluoreszenzlesegerit 2.6+0.2 29+0.2 10-100 0.7£0.5 0.7£0.5 0.5-50 0.6+0.2 0.6+0.1 1-2
Smartphone 0.4+0.1 0.8+0.1 5-300 0.5+0.2 0.5+0.1 2-40 0.8+0.2 1.5+0.2 5-90
(1-kanaliger Streifen)
Smartphone 0.8+0.3 1.2+0.3 5-40 0.6+0.3 0.6+0.3 1-15 0.9+0.3 0.9+0.3 1-30

(mehrkanaliger Streifen)

nicht sehr grof ist, in der Regel zwischen einer und zwei
GroBenordnungen (s. z. B. die bei den Messungen mit dem
Smartphone-Aufbau erhaltenen Daten in Tabelle 1). Dies
impliziert, dass solche Assays vor allem qualitative und semi-
quantitative Ergebnisse liefern. Da Schnelltest aber fiir den
direkten Einsatz vor Ort bzw. im Verdachtsfall entwickelt
werden, kann die Konzentration einer Zielverbindung sehr
stark variieren, so dass meistens eine einfache ,ja/nein
Antwort gewliinscht und ausreichend ist, um ein weiteres
Handeln einleiten zu konnen, insbesondere wenn es sich bei
den Zielsubstanzen um Sprengstoffe handelt. Des Weiteren
stehen gerade bei der Explosivstoff-Detektion weniger zu-
lassige (toxikologische) Grenzwerte im Vordergrund, son-
dern eher Schwellwerte (sogenannte ,,cut-off values“), d.h.
Werte, bei denen die Wahrscheinlichkeit eines falsch negati-
ven Ergebnisses — also des Nichtauffindens eines Sprengstoffs
— {iblicherweise kleiner als 5 % ist.””! Die Schwellwerte fiir das
aktuelle System sind ebenfalls in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Auch fiir den Lateral-Flow-Assay wurden die Queremp-
findlichkeiten gegeniiber anderen Explosivstoffen erfasst,
wofiir Proben mit RDX, NG, PA und HMX versetzt und dann
mit den Teststreifen, auf die eine Mischung der drei Mate-
rialien appliziert wurde, analysiert wurden. In Analogie zu
den vorher beschriebenen Experimenten wurden auch hier
deutlich schwichere Fluoreszenzsignale in den Zonen B; ge-
funden, so dass diese Interferenzen vernachléssigbar sind
(Abbildung S13d). Der Nachweis der Explosivstoffe TATP,
TNT und PETN gelingt somit auch bei Einsatz eines einzel-
nen Teststreifen mit einer Mischung aus den drei mal3ge-
schneiderten gAID-Materialien selektiv.

Obwohl diese Ergebnisse sehr vielversprechend sind, hat
der Ansatz mit einem einfachen, einkanaligen Teststreifen
Limitierungen, vor allem in Bezug auf einen Multiplex-
Nachweis von noch mehr Parametern. Daher kombinierten
wir unsere Hybridmaterialien mit Teststreifen, die vorher per
Wachsdrucktechnik modifiziert wurden. Die Wachsdruck-
technik erlaubt es in relativ einfacher Art und Weise, Papier
mit flissigkeitsdichten, mikrofluidischen Strukturen zu ver-
sehen.” So wurden mehrkanalige Streifen hergestellt, die
eine an eine Neptun-Gabel erinnernde Struktur aufwiesen,
d.h., bei der ein einzelnes Probenreservoir in drei Kanéile
auffichert. Diese Features wurden mit einem konventionel-
len Wachsdrucker auf einem Streifen von 2.5 x 1.5 cm reali-
siert. Nach dem Druck wurden die Streifen in einem Ofen bei
110°C fiir 1 min ,,gebacken®, um eine vollstdndige Penetra-
tion des Wachses in das Papier zu garantieren. Nur so lassen
sich Barrieren implementieren, die das Papier komplett

© 2020 Die Autoren. Angewandte Chemie versffentlicht von Wiley-VCH GmbH

durchdringen und die Kanile entsprechend separieren. Die
Signalerfassung wurde wiederum mit dem Smartphone-Auf-
bau und der eingebauten Smartphone-Kamera realisiert,
wobeli die Unterschiede in der relativen Luminanz in Zone B
der bei Anwesenheit und Abwesenheit eines Explosivstoffs
geschossenen Bilder ausgewertet werden und Auskunft tiber
die Menge an enthaltenem Analyten geben, s. Abbildungen 5
und S14.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die mit den beiden
Auslesemethoden sowie den unterschiedlichen Streifenfor-
maten gefunden Nachweisgrenzen. Es ist offensichtlich, dass
die beiden Ausleseverfahren eine vergleichbare Empfind-
lichkeit aufweisen. Zudem zeigen auch die beiden unter-
schiedlichen Streifenformate, ein- bzw. mehrkanalig, eine
dhnliche Performance. Ein Vergleich mit Literaturdaten
macht deutlich, dass die Leistungsfahigkeit der gAID-Syste-
me denen vieler ELISAs (enzymgekoppelte Immunadsorp-
tionstests), FIAs (Durchflusszellen-basierte Immunoassays)
und Chip-basierter Immunoassay- (IA) Systeme dhnlich ist,
wobei die publizierten Ansdtze immer nur einen einzelnen
Analyten detektieren konnen und die groBe Mehrheit der
Systeme ausschlieBlich fiir den TNT-Nachweis entwickelt
worden sind. Verglichen mit einem LFA-basierten TA fiir
TNT (Eintrag 26, Tabelle S2), welcher unseres Wissens nach
das einzige publizierte System ist, das unserem in Bezug auf
Einfachheit und Portabilitit dhnlich ist,® ist der hier vorge-
stellte gAID-Ansatz deutlich empfindlicher. Unser System ist
auch konkurrenzfahig in Bezug auf drei Berichte iiber den
Nachweis von TNT mittels Durchflusszytometrie und Lum-
inex®-Partikeln, welche einen Multiplex-Nachweis erlauben
wiirden, der allerdings in den entsprechenden Arbeiten nicht
realisiert worden ist (Eintriige 27-29, Tabelle S2).1°!

Obwohl die gleichzeitige Anwendung von drei unter-
schiedlichen Explosivstoffen vermutlich nicht das héufigste
Anwendungsszenario darstellen wird, wire die simultane
Vor-Ort-Bestimmung von verschiedenen Mykotoxinen, An-
tibiotika, Drogen oder Pestiziden von herausragender Be-
deutung auf den Gebieten der Lebensmittelchemie, der Ge-
sundheitsvorsorge oder Umweltiiberwachung. Um mehr iiber
das diesbeziigliche Potenzial der hier vorgestellten Plattform
zu erfahren, wurde als letztes die Performance der mehrka-
naligen Teststreifen bei Anwesenheit von Explosivstoff-Mi-
schungen unterschiedlicher Konzentration untersucht. Auch
diese Versuche zeigten eine erfreulich geringe Queremp-
findlichkeit der Materialien (s. Hintergrundinformationen,
Abschnitt 11 inkl. Abbildung S15 fiir weitere Details).
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Abbildung 5. Foto einer mit Wachs in einen Nitrocellulose-Streifen ge-
druckten Struktur, das die Probenaufgabezone, die die Materialien

Ml H,A;, MI;H,A, und MI;H;A; enthaltenden Zonen A, und die Zonen
B, zum Sammeln des freigesetzten Farbstoffs in jedem Kanal am Ende
des Assays zeigt (oben). Integrale Fluoreszenzfarbendichte von freige-
setztem F27, welches in den Zonen B, der einzelnen Kanile des Strei-
fens gesammelt wurde, als Funktion der Konzentrationen der drei un-
terschiedlichen Analyten; die Fluoreszenz eines Kontrollstreifens, der
nur in PBS getaucht wurde, diente als Hintergrundsignal und wurde
entsprechend subtrahiert. Die Linien beschreiben eine logistische An-
passung mit vier Parametern.

Zusammenfassung und Ausblick
Zusammenfassend haben wir hier ein universelles Nach-
weissystem vorgestellt, welches auf Antikorper-Antigen-

Wechselwirkungen beruht und den Triplex-Nachweis der
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Explosivstoffe TATP, TNT und PETN erlaubt. Die hier ent-
wickelten Materialien erlauben die Bestimmung der Explo-
sivstoffe mit hoher Empfindlichkeit und Selektivitdt in nur
wenigen Minuten, wobei sie eine bessere Performance als
viele andere elektrochemische®®! oder optische®! Sensor-
plattformen aus der Literatur zeigen. Der Detektionsme-
chanismus beruht auf einer Verdridngung von AntikOrpern
von der Oberfliche eines mesoporosen Hybridmaterials
aufgrund der hohen Affinitdt der Explosivstoffe zu den je-
weiligen Antikorpern, was zu einer Freisetzung einer grof3en
Anzahl an eingeschlossenen Farbstoffmolekiilen aus den Po-
ren fiihrt und somit eine starke Signalverstarkung mit sich
bringt. Durch seine ausgesprochene Modularitit ist das
Konzept leicht verallgemeinerbar und fiir viele andere kleine
organische Molekiile als Analyten anwendbar. Einbettung
der Materialien auf Nitrocellulose-Streifen erlaubte es uns,
einen einfachen Streifentest fiir den Multiplex-Nachweis zu
entwickeln, der hochselektiv ist und Nachweisgrenzen bis in
den unteren ppb-Bereich erreichen ldsst. Wird ein Smart-
phone anstelle eines Fluoreszenzlesegerétes eingesetzt, wer-
den vergleichbare Selektivitdten und Empfindlichkeiten er-
reicht, wobei dieses System dann eine wesentlich hohere
Flexibilitdt im Hinblick auf die Architektur der Streifen zu-
lasst. Aufgrund der Vielseitigkeit des biomimetischen Mate-
rials und der Modularitdt der Assay-Architektur ist es nahe-
liegend, dass sich der generische Ansatz recht einfach auf
Anwendungsfelder in der Lebensmittel- oder Umweltanaly-
tik, der Point-of-care-Diagnostik und andere Gebiete, in de-
nen das schnelle Screenen von mehreren Parametern in
fliissigen Proben ohne Probenvorbereitung in einer dezidier-
ten Laborumgebung wichtig ist, iibertragen lédsst. Erste Un-
tersuchungen zum Einsatz der hier vorgestellten Materialien
in Milch haben gezeigt, dass solche Tests in der Tat ein breites
Anwendungsfeld haben und auch in komplexen, realistischen
Matrizes einsetzbar sind.
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