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Streifenschnelltest mit ppt-Empfindlichkeit durch Kombination von
Elektrochemilumineszenz-Detektion mit Aptamer-gesteuerter Indika-
torfreisetzung aus mesoporosen Nanopartikeln

Estela Climent* und Knut Rurack*

Abstract: Die Kombination aus elektrogenerierter Chemilu-
mineszenz (ECL) und Aptamer-gesteuerter Indikatorfreiset-
zung (gAID) aus magnetischen mesopordsen Silica-Nano-
partikeln, die in mit Poly(ethylenglycol) und N-(3-Trie-
thoxysilylpropyl)diethanolamin funktionalisiertes Glasfaser-
papier eingebettet sind, ermoglichte die Entwicklung eines
Schnelltests, mit dem sich Penicillin direkt in verdiinnter Milch
bis auf 50 £ 9 ppt in <5 min nachweisen lisst. Die kovalente
Bindung der Aptamer-Kappe an das Siliciumdioxid-Geriist
ermoglichte den Verschluss der Poren durch nicht-kovalente
elektrostatische Wechselwirkungen mit Oberflichen-Amino-
gruppen. Die Bindung von Penicillin fiihrte zu einer Faltung
des Aptamers, wodurch der zuvor in das Material geladene
ECL-Reporter Ru(bpy);*" freigesetzt wurde und nach latera-
lem Fluss von einer Smartphone-Kamera nach elektrochemi-
scher Anregung mit einer in einen 3D-gedruckten Halter ein-
gesetzten Siebdruckelektrode detektiert wird. Der Ansatz ist
einfach, generisch und bietet Vorteile hinsichtlich Empfind-
lichkeit, Messunsicherheit und Robustheit gegeniiber konven-
tioneller Fluoreszenz- oder elektrochemischer Detektion, ins-
besondere fiir Point-of-Need-Analysen anspruchsvoller Ma-
trices und Analyten im Ultraspurenbereich.

Einleitung

Vor allem durch ihre Schliisselrolle bei der Eindimmung
der SARS-CoV-2-Pandemie, insbesondere durch die schnelle
Identifizierung ansteckender, aber potenziell asymptomati-
scher Personen, haben Schnelltests in den letzten anderthalb
Jahren weltweit eine vielleicht beispiellose gesellschaftliche
Aufmerksamkeit erhalten.!! Neben ihrer derzeitigen Be-
kanntheit im Bereich der medizinischen Diagnostik haben
Schnelltests und Assays jedoch auch in anderen Bereichen
wie dem Lebensmittelsektor,” der Land- und Forstwirt-
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schaft,”) der inneren Sicherheit und Forensik™ oder der
Umwelt®! im letzten Jahrzehnt an Bedeutung gewonnen. Thr
Vorteil besteht darin, dass sie auerhalb eines Labors von
ungeschultem Personal direkt am Bedarfspunkt eingesetzt
werden konnen, wodurch die Zeit zwischen dem ersten Ver-
dacht und der ersten Entscheidung minimiert wird. In dieser
Hinsicht sind papierbasierte Sensoren eine attraktive und
zukunftstrachtige Geriiteklasse,® da sie die Voraussetzungen
des ASSURED-Prinzips der Weltgesundheitsorganisation
erfiillen: Sie sind erschwinglich, empfindlich, spezifisch, be-
nutzerfreundlich, schnell und robust, (nahezu) geritefrei und
fir den Endnutzer erhiltlich.”’ Die physikalischen, chemi-
schen und mechanischen Eigenschaften von Zellulose- oder
Glasfaserpapier sowie ihre einfache Herstellung machen
diese Materialien gerade im Hinblick auf kostengiinstige und
umweltfreundliche Produktionsverfahren von solchen Geré-
ten sehr interessant.’! Dariiber hinaus hat die heutige Om-
niprisenz mobiler Kommunikationsgerdte mit leistungsstar-
ken Rechenkapazitdten und eingebauten Kameras dazu ge-
fuhrt, dass eine groBe Mehrheit der Weltbevolkerung im
Prinzip einen leistungsstarken Detektor in der Hand hat, der
sich besonders fiir das Fotografieren und Analysieren von
kleinen, flachen Substraten wie Papierstreifen eignet. Wih-
rend die Verwendung von Smartphones als Detektoren be-
reits vor einem Jahrzehnt begann,” hat erst das Aufkommen
erschwinglicher 3D-Drucktechnologien und OTG- (On-The-
Go) Elektronik das Feld befliigelt."”! Die Herstellung von
passenden Adaptern fiir ein Telefon ist dadurch einfach und
kostengiinstig und die Anpassung an jedes neue Telefonmo-
dell mit einer anderen Grofie oder Kameraposition unkom-
pliziert."!) Dariiber hinaus ermoglicht die OTG-Elektronik
eine einfache und autonome Integration von Mikroelektro-
den und Leuchtdioden (LEDs) fiir elektrochemische und
Fluoreszenzmessungen in solche Halterungen,'” was mehr
Spielraum fiir die Assay-Entwicklung ldsst als das Fotogra-
fieren farbiger Bereiche.

Aufgrund dieser Vorteile wurden viele Ansdtze auspro-
biert, um sensorische Nanomaterialien zu entwickeln und in
Papiermatrices fiir die Point-of-Care-Diagnostik zu integrie-
ren.™ Durch die Abstimmung der Eigenschaften der Mem-
branen in Kombination mit dem Einsatz von Mobiltelefonen
zur Datenanalyse!™ wurde die Leistungsfihigkeit solcher
Geriite verbessert.'”! Die meisten der aktuellen Papierstrei-
fen-Schnelltests basieren auf kolorimetrischer,'® Fluores-
zenz-"! oder elektrochemischer Detektion.! Viele dieser
Assays weisen jedoch Schwichen in Bezug auf Spezifitit,
Empfindlichkeit, Genauigkeit und Prézision oder die Féahig-
keit zur Multiplex-Detektion auf."” Wihrend die Spezifitit
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von der Erkennungs-(Bio-)Chemie abhingt, basiert die ko-
lorimetrische Detektion, die immer noch die am weitesten
verbreitete Methode bei Streifenschnelltests ist, fast aus-
schlieBlich auf Gold-Nanopartikeln (AuNPs), die mit bio-
makromolekularen Erkennungseinheiten, hauptsédchlich An-
tikorpern, dekoriert sind. Obwohl AuNPs deutlich hohere
molare Absorptionskoeffizienten als organische Farbstoffe
oder farbige anorganische Ionen besitzen, sind solche Assays
hinsichtlich der Empfindlichkeit limitiert, insbesondere bei
visueller Inspektion durch das bloBes Auge. Dariiber hinaus
werden solche kolorimetrischen Tests auch in erster Linie fiir
biomolekulare Analyten eingesetzt, da die iiblicherweise
verwendeten Immunoassay-Formate, Sandwich- und kompe-
titiv, bei der Analyse kleiner Molekiile oft eine ungeniigende
Sensitivitit aufweisen.” Des Weiteren erfordert das Multi-
plexen von AuNP-basierten kolorimetrischen Assays eine
rdumliche Trennung und gelingt nicht iiber die Identifizierung
verschiedener Farben. Die Fluoreszenzdetektion hingegen
kann problemlos mit einer Smartphone-Kamera erfolgen und
ermoglicht ein Fluoreszenz-Farbmultiplexing, hat jedoch
Nachteile beim Signal-Rausch-Verhiltnis, insbesondere beim
Verwenden von Papiertragermaterialien. Die elektrochemi-
sche Detektion hingegen wiirde zusétzliches Zubehor erfor-
dern und die Multianalyt-Detektion wire eine Herausforde-
rung. Ein vielversprechender Ansatz ist daher die Kombina-
tion beider Techniken in der elektrogenerierten Chemilumi-
neszenz oder Elektrochemilumineszenz (ECL)-Detektion.”!!
ECL verzichtet auf eine Lichtquelle zur Anregung, reduziert
damit das Rauschen deutlich und besitzt im Vergleich zu den
weit verbreiteten kolorimetrischen Assays alle Vorteile der
Fluoreszenz.???! Obwohl die ECL-Detektion fiir papierba-
sierte Schnelltests vor einem Jahrzehnt bereits realisiert
wurdel™ sind bisher nur wenige Berichte bekannt, die meis-
ten davon fiir den Nachweis von Schwermetallionen, DNA
oder Protein-Biomarkern sowie ganzer Zellen.” Viele dieser
Berichte zeigen jedoch die Anwendbarkeit der ECL-Erfas-
sung nur prinzipiell und viele der Beispiele zeichnen sich
durch vergleichsweise hohe Nachweisgrenzen aus.

Bei der ECL wird ein Lumineszenz-Signal durch eine
chemische Reaktion erzeugt, die durch Anlegen eines elek-
trischen Potentials initiiert und kontrolliert wird. Da die Si-
gnalerzeugung nur an der Elektrode und nur fiir die Dauer
des angelegten Potentials stattfindet, ist ECL eine hoch lo-
kalisierte und kontrollierte Detektionsmethode. Der grofite
Vorteil von ECL gegeniiber Fluoreszenz besteht darin, dass
ECL zur Anregung keine Lichtquelle benétigt, wodurch au-
Bergewohnlich hohe Signal-Rausch-Verhiltnisse erreicht
werden konnen. Dies ist in zweierlei Hinsicht besonders
wichtig, zum einen fiir Trdgermaterialien wie Papier, die nicht
transparent sind und das Licht stark streuen, und zum ande-
ren fiir triibe Proben wie Milch, Abwasser oder Korperfliis-
sigkeiten, wenn diese ohne Reinigung analysiert werden
missen. Da nur vergleichsweise wenige Verbindungen unter
Umgebungsbedingungen in wiéssrigen Medien eine ECL-
Emission zeigen, ist Tris(2,2’-bipyridin)ruthenium(II)-chlorid
(Ru(bpy)s*") der am hiufigsten verwendete ECL-Repor-
ter.? Dariiber hinaus ist eine leistungsstarke ECL-Erfassung
nur moglich, wenn Ru(bpy);*" mit einem Co-Reaktanden wie
einem sekundiren oder tertiiren Amin kombiniert wird,
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was zu einer gewiinschten Verstarkung des ECL-Signals fiihrt
und den Nachweis in wissriger Losung unter konstantem
Potential ermoglicht. Ein weiterer praktischer Vorteil der
Ru(bpy);*"-basierten ECL ist der Wellenlingenbereich der
Emission (600-750 nm), der von Smartphone-Kameras leicht
erfasst werden kann.P®

Basierend auf unserer Erfahrung bei der Entwicklung
leistungsstarker und dennoch einfacher Teststreifen-basierter
Sensorsysteme fiir Point-of-Need-Szenarien®” bleibt der Ul-
traspurennachweis von Zielanalyten in komplexen Matrices
wie z. B. von Schadstoffen wie Pestiziden oder Antibiotika in
Lebensmitteln wie Milch eine Herausforderung. Stellen Sie
sich einen Milchwagenfahrer vor, der bei jedem Stopp auf
einem Bauernhof beim Sammeln frischer Milch auf der tég-
lichen Tour einen Test durchfiihren kann, um das Vorhan-
densein von Antibiotika wie Penicillin zu iiberpriifen, bevor
er die Milch in den Tank pumpt, um so eine mogliche Kon-
tamination der gesamten Ladung zu vermeiden. Die wirt-
schaftlichen und gesundheitlichen Vorteile liegen auf der
Hand. Ein solcher Test sollte fiir eine ungeschulte Person
einfach zu handhaben sein, in kurzer Zeit ein zuverléssiges
Ergebnis liefern, das Ergebnis zu Dokumentationszwecken
automatisch erfassen und sehr empfindlich sein, da bei-
spielsweise der Riickstandshdchstgehalt (MRL) fiir Penicillin
in Milch nur 4 pgkg™' betrigt.”® Um einen solchen Test zu
entwickeln, haben wir uns entschieden, die Vorteile der ECL-
Detektion mit unserem hochempfindlichen, selektiven und
modularen Nanopartikel-basierten Signalerzeugungsansatz
zu kombinieren, der auf einer gesteuerten Indikatorfreiset-
zung beruht,?® und diese auf einem Lateral Flow-Teststrei-
fen mit Smartphone-Auslesung zu implementieren. Wie wir
kiirzlich gezeigt haben, kann ein solcher Ansatz leicht zu ei-
nem Test erweitert werden, der einfach bleibt, aber die
gleichzeitige Analyse einer kleinen Anzahl von Analyten
erlaubt.”” Ein solches Multiplexing von wenigen Zielver-
bindungen wére auch fiir unseren Milchwagenfahrer sehr
wiinschenswert, da es die Uberpriifung der potenziellen La-
dung auf verschiedene Leitverunreinigungen in jedem Be-
trieb zeitsparend und unkompliziert ermoglichen wiirde. Wir
berichten hier zum ersten Mal, wie es der synergistische
Einsatz von ECL-Nachweis und gesteuerter Indikatorfrei-
setzung in schnellen papierbasierten Assays erméglicht, An-
tibiotika wie Penicillin in einer anspruchsvollen Matrix wie
Milch in weniger als 5 Minuten Gesamtmesszeit bis in den
ppt-Bereich zu bestimmen.

Ergebnisse und Diskussion

Fiir das chemische Erkennungselement des Systems ent-
schieden wir uns, ein Aptamer-gesteuertes Indikatorfreiset-
zungs- (gAID-) System herzustellen, da Aptamere, also
DNA-Sequenzen mit hoher Selektivitit und Affinitdt fiir
Zielproteine,® kleine Molekiile®™! oder Metallionen,” eine
attraktive Alternative zu antikOrpergesteuerten Systemen
sind und gleichzeitig eine grofere Vielseitigkeit und Modu-
laritit aufweisen.™ Das Prinzip der Signaliibertragung von
gesteuerten Indikatorfreisetzungssystemen ist wie folgt
(Schema S1, Hintergrundinformationen, Section 1).” Ein
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hochporoses Geriistmaterial, meist mesoporose Silica-Nano-
partikel, wird mit Farbstoffmolekiilen beladen und mit
(bio)chemischen Einheiten als sogenannten Torwichtern
beschichtet, die kovalent an die AuBenfliche des Geriists
gebunden sind. Sperrige Einheiten wie Biomakromolekiile
werden dann normalerweise auf nicht-kovalente Weise an
diese Torwidchter gebunden, welche die Poren verschlieen
und die Freisetzung des Indikators blockieren (Schema Sla).
Das System ist so ausgelegt, dass ein Zielanalyt stirker an
Torwichter oder Abdeckung bindet als die beiden die Pore
verschlieBenden Partner aneinander, was zu einer Dissozia-
tion dieses Porenverschluss-Ensembles und damit zur Frei-
setzung des Indikators fiihrt. Das Ergebnis ist eine chemische
Signalverstarkung, da nur wenige Analytmolekiile mit den
Porenverschluss-Ensembles reagieren, damit aber zur Abga-
be einer hohen Anzahl an Reportermolekiilen fithren, die aus
den Poren in die umgebende Losung diffundieren.® Insbe-
sondere in Kombination mit biochemischem Verschluss ha-
ben solche Systeme in einfachen Assayformaten bereits eine
sehr gute Empfindlichkeit und Selektivitét gezeigt. In Bezug
auf gAID-Systeme wurden bereits einige in der Literatur
beschrieben.” Allerdings ist in diesen Fillen das Aptamer
als solches nicht-kovalent auf der Oberfldche des porodsen
Wirtsmaterials angebunden und wird nach Bindung des ent-
sprechenden Analyten vollstindig von der Oberfldache des
anorganischen Geriists verdrdngt, wobei der Bindungsvor-
gang eine Faltung des Aptamers zur Folge hat, die die De-
sorption von der Oberfldche erleichtert (Schema S1a).
Dieser Ansatz ist ungiinstig, wenn andere Komponenten
einer realen Probe zu einer unbeabsichtigten Desorption und
damit zu einer falsch-positiven Freisetzung des Indikators
fiihren konnen. Beim Nachweis von Antibiotika in Milch ist
ein solches Szenario wahrscheinlich, da Milch einen be-
triachtlichen Elektrolytgehalt aufweist sowie verschiedene
oberflichenaktive Verbindungen enthilt. Anstelle von anti-
korperbasierten gAID-Systemen, mit denen wir bisher gear-
beitet haben,?>?") erschienen uns hier Aptamere attraktiver,
weil sie bessere Moglichkeiten einer definierten kovalenten
chemischen Anbindung an die duflere Oberfldache des poro-
sen Wirts bieten, einschlieSlich der Einstellung der Linker-
Léange zwischen Ankerpunkt und Bindungsregion. Das von
uns verwendete Prinzip ist daher anders (Schema S1b, Sche-
ma 1). Im geschlossenen Zustand des Systems liegt das Ap-
tamer in einer losen, offenen, ungefalteten Form vor und
verschlie3t die Poren durch elektrostatische Wechselwirkung
mit einem Uberschuss an funktionellen chemischen Gruppen
auf der Oberfldche, wie bei DNA-Einzelstrang-gesteuerten
Systemen.[*”) Im Wesentlichen ist jedes Aptamer iiber seinen
5'-Terminus durch einen Ankerpunkt kovalent an die Parti-
keloberfliche gebunden (griines Fragment, Schema 1a),
wihrend die negativ geladenen Phosphatgruppen am Oligo-
nukleotid-Riickgrat (schwarze Punkte) mit positiv geladenen
Ammoniumgruppen von iiberschiissigen Aminosilan-Ein-
heiten der priméren funktionellen Oberflachenbeschichtung
(blaue Fragmente) nicht-kovalent wechselwirken konnen
(rote Pfeile). Die Verwendung eines Propyl-Amido-Decyl-
Linkers (magentafarbenes Fragment) ermoglicht es dem
Aptamer-Strang, sich zu biegen und horizontal zur Oberfl4-
che auszurichten, so dass elektrostatische Wechselwirkungen
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auftreten konnen (rote Pfeile). Wihrend die kovalente Bin-
dung das Aptamer fixiert, sind die multiplen nicht-kovalenten
Wechselwirkungen dynamisch, wobei die vielen Aptamere
auf einem Partikel so ein sich stindig dnderndes mono-
schichtartiges Netzwerk von Nukleotidstrangen auf der Par-
tikeloberfliche bilden. Kommt ein Analytmolekiil (gelbe
Form) in die Ndhe der Bindungsregion und kann an das Motiv
andocken, dndert der Aptamer-Strang seine Konformation.
Dies fiihrt zur Faltung des Aptamers im Komplex, weg von
der Partikeloberfliche, was keine Ausbildung nicht-kovalen-
ter Wechselwirkungen erlaubt, wodurch der Farbstoff aus den
offenen Poren diffundieren kann (orangefarbene Punkte).
Die kovalente Anbindung des Aptamers stellt somit sicher,
dass die Analytbindung lediglich ein Aufschwingen des Tores
bewirkt, anstatt das gesamte Tor aus den Angeln zu heben.

Konkret umfasst das neu entwickelte Material ein ma-
gnetisches, mesoporoses Siliciumdioxid-Nanopartikel
(MSN)-Geriist, das mit Ru(bpy);** beladen ist und ein Peni-
cillin-selektives Aptamer™! enthilt, das kovalent an die du-
Bere Oberfldache gebunden ist und das Verweilen der Ladung
in den Poren in Abwesenheit eines Analyten sicherstellt
(Schema 1b). Bei Bindung von Penicillin dndert das Aptamer
seine Konformation, faltet sich am distalen Ende der Ober-
fliche zusammen, 6ffnet so die Poren und fiihrt zur Freiset-
zung einer groBen Zahl von Ru(bpy),’"-Reportern. Die de-
taillierte Synthese, Funktionalisierung und Charakterisierung
der Materialien finden sich in den Abschnitten 2—4, Abbil-
dungen S1-S5, Tabellen S1, S2 in den Hintergrundinforma-
tionen.

Vor dem Testen der Leistungsfihigkeit des Materials
wurde die ECL-Signalgebung von Ru(bpy);*" in Losung auf
Empfindlichkeit durch Screening mehrerer Co-Reaktanden
und Siebdruck- (SPE-) Elektroden optimiert (siche Ab-
schnitte 5.1-5.3, Abbildungen S6-S8, Tabelle S3 in den Hin-
tergrundinformationen). Als Ergebnis verwendeten wir fiir
die weiteren Studien eine SPE-Elektrode mit Gold als Ar-
beitselektrode, Platin als Gegenelektrode und Silber als Re-
ferenzelektrode (AT250) in Verbindung mit N-Butyldietha-
nolamin (NBEA) als Reaktionspartner in einer Konzentra-
tion von 5 mM.

Das Sensormaterial MMRA A wurde durch Suspendieren
magnetischer mesopordser Nanopartikel MM vom MCM-41-
Typ in einer hochkonzentrierten Ru(bpy),**-Losung in
Acetonitril hergestellt, um die maximale Farbstoffmenge in
das kalzinierte Geriist zu laden und MMR zu ergeben (siche
Abschnitt 3 in den Hintergrundinformationen). Mesopordse
Partikel mit magnetischem Kern wurden gewihlt, weil sie
dem System mehr Flexibilitdt bei der Partikelhandhabung
verleihen. Als nichstes wurden Aminogruppen durch Kon-
densation von 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) kova-
lent an die duBlere Oberfliche gebunden, was zu MMRA
fithrte, bevor das Penicillin-selektive Aptamer, COOH-C10-
5-TTT TCT GAA TTG GAT CTC TCT TCT TGA GCG
ATC TCC ACA-3' [ kovalent durch eine Aktivester-Me-
thode iiber seine terminale Carbonsduregruppe an die Ami-
nogruppen von MMRA gebunden wurde (siche Abschnitt 3
in den Hintergrundinformationen).

Das Vorhandensein der mesopordsen Struktur von MM
wurde durch Stickstoffadsorptions-Desorptions-Isothermen,
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1 B elektrostatische Wechselwirkung

f ® APTES @ B Phosphat-Gruppe

®  Ankerpunkt \ B Verkniipfung

@® © Farbstoff B Penicillin

MMRAA + Penicillin

=L ®»MM e ® Ru(bpy);®

. m) Aptamer+APTES:
g 0-Si(0X),-C3-NH

Aptamer + Penicillin:
0-Si(0X),-C3-NH

4 @ APTES % & Penicillin

=) Aptamer: COOH-C10-5-TTT TCT GAA TTG GAT CTC TCT TCT TGA GCG ATC TCC ACA-3’

-C10-5-TTT TCT GAA TTG GAT CTC TCT TCT TGA GCG ATC TCC ACA-3’

-C10-5"-TTT TCT GAA TTG GAT CTC TCT TCT TGA GCG ATC TCC ACA-3’CPenicillin

Schema 1. (a) Steuerungsmechanismus des gAlD-Systems, wie im Text beschrieben. Zum besseren Verstiandnis sind die relevanten Dimensionen
wie folgt: Linge des Aptamers mit 39 Nukleotiden=ca. 13 nm, Porendurchmesser=2.4 nm (siehe Text), Wandstérke =ca. 2.2 nm (siehe Text),
Lange der APTES-Gruppe =ca. 0.45 nm, Durchmesser von Ru(bpy);*" =ca. 1.2 nm, Verhiltnis der Oberflichenbedeckung von Aptamer zu AP-
TES=ca. 1:1000 (Tabelle S1). (b) Priparationsablauf (1-3) und Funktionsweise (3,4) des gAID-Systems. 1) Laden von Ru(bpy);*" in die Mesopo-
ren. 2) Funktionalisierung der duReren Oberfliche mit APTES-Einheiten. 3) Kovalentes Anbinden einer Aptamer-Einheit tiber ihren am 5'-Terminus
angebrachten 1-Carboxy-Decyl-Linker an die Oberfliche mittels EDC/NHS-Kopplungschemie. 4) Bei Anwesenheit von Penicillin faltet sich das
Aptamer zusammen und der Analyt wird in der dafiir vorgesehenen Bindungstasche gebunden, wodurch die Farbstoffe freigesetzt werden. Da
jedes Aptamer nur lber eine kovalente Bindung, aber mehrere nicht-kovalente Wechselwirkungen an die Partikeloberfliche gebunden ist, faltet
sich das Aptamer immer dann, wenn sich ein Analytmolekiil nahert und an sein entsprechendes Bindungsmotiv bindet, zusammen, die Bindungs-
tasche schliefRt sich und das Aptamer gelangt in eine Konformation, in der minimale elektrostatische Wechselwirkungen mit Oberflichen-APTES-

Gruppen auftreten kénnen. Die Pore ist offen.

Klein- und Weitwinkel-Rontgenstreuung (SAXS/WAXS),
Rasterelektronenmikroskopie (REM) und Transmissions-
elektronenmikroskopie (TEM) bestitigt. REM- und TEM-
Aufnahmen zeigten, dass die praparierten Nanopartike]l MM
kugelformig mit Radien zwischen 70-110 nm sind, d.h., mit
einer durchschnittlichen Grof3e von 205 + 34 nm Eisenoxid-
Nanopartikel (I0-NPs) mit Durchmessern von 6.5+ 1.1 nm
einkapseln. Dariiber hinaus wurden die spezifische Oberfla-
che (1009 m?g!), der Porendurchmesser (2.4 nm) und das
Porenvolumen (0.67 cm®g™') durch porosimetrische Unter-
suchungen und Auswertung des Adsorptionszweigs der Iso-
therme geméfl den Modellen von Barrett-Joyner-Halenda
(BJH) und Brunauer-Emmett-Teller (BET) bestimmt. SAXS-
Messungen lieferten den Gitterzellenparameter (4.59+
0.06 nm), der zusammen mit der Porengrof3e eine Abschit-
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zung der Wandstirke auf 2.18 nm ermdoglichte (siehe Ab-
schnitt 4 in den Hintergrundinformationen). Die jeweiligen
Gehalte an APTES und Ru(bpy);"" auf und im Material
wurden aus Elementaranalyse, Thermogravimetrie und
spektrophotometrischen =~ Messungen auf 1.03  bzw.
0.26 mmol g ' Feststoff fiir MMRA bestimmt. Die erfolgrei-
che Kondensation des Aptamers wurde durch Zetapotential-
und STEM-EDX-Messungen nachgewiesen. Letztere zeigten
eine Erhohung des Phosphor- und Schwefelgehalts des Ma-
terials. Der Aptamer-Gehalt wurde spektrophotometrisch
durch eine Standardadditionsmethode und Messung der
Absorptionszunahme bei 260 nm bestimmt, was einen Gehalt
von 0.7+0.3 umolg™' Feststoff ergab. Dieser Betrag ent-
spricht einer Kopplungseffizienz von ca. 70% des wihrend
der Synthese zugegebenen Aptamers (siche Abschnitt4 in
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den Hintergrundinformationen). Zetapotentialmessungen
wurden in Wasser und Puffern mit unterschiedlichen pH-
Werten durchgefiihrt (Wasser bei pH 7; MES 100 mM, pH 5;
PB 10 mM, pH 8), wobei alle eine negative Verschiebung des
Zetapotentials nach kovalenter Anbindung der Aptamer-
Einheiten an die Oberfliche von MMRAA (Verschiebung
von ca. 40mV in beiden gepufferten Medien; 80 mV in
Wasser) aufgrund der Reduktion der positiven Nettoladung
der aminierten Partikel zeigten. Letzteres umfasst die Bil-
dung kovalenter Amidbindungen sowie die elektrostatische
Wechselwirkung zwischen Phosphatgruppen des Aptamer-
Riickgrats mit den tiberschiissigen Aminogruppen in ihrem
protonierten Ammoniumzustand auf der Oberfldche. Nach
Zugabe von 2 ppm Penicillin wurde bei neutralem pH-Wert
eine geringfiigige Verschiebung zu weniger negativen Zeta-
Potential-Werten beobachtet (Verschiebung von ca. +4 mV
in PB 10 mM; 4+ 15 mV in Wasser), was der Bindung an das
Aptamer zugeschrieben wird, die eine Konformationsinde-
rung hervorruft, welche wiederum zum Aufbrechen der nicht-
kovalenten Wechselwirkungen und einer Faltung des Apta-
mers im Komplex fiihrt, wodurch die Pore geoffnet wird.
Um zu beurteilen, ob die optimierte Menge an Co-Re-
aktand fiir die beste Leistung des gAID-Systems unter rea-
listischen Bedingungen moglicherweise angepasst werden
muss, wurde MMRAA getestet, indem das Material 5 min in
Gegenwart und Abwesenheit von 1 ppm Penicillin in einer
Mischung aus Puffer mit unterschiedlichen Mengen an Co-
Reaktand (0.8-25 mM NBEA) und Milch (25 %) suspendiert
wurde, wobei der pH-Wert kontrolliert werden sollte, da viele
Aptamere ihre Integritidt und ihr Bindungsverhalten nur bis
ca. pH 9% beibehalten und auf der anderen Seite die ECL-
Emissionsausbeute von Ru(bpy);*" bei pH 9 am hochsten ist
(Abbildung S9). Abbildung 1 zeigt die emittierte ECL in
Abwesenheit und in Gegenwart von Penicillin als Funktion
der NBEA-Konzentration. Wihrend cygea < 1.6 mM kein
signifikantes Signal hervorbringen konnten, wurde das Opti-
mum wieder im Bereich von 3 mM < cygpa < 6 mM gefunden,
worauthin wir in den nachfolgenden Studien eine NBEA-
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Abbildung 1. Links: Fotos, die das ECL-Signal von Ru(bpy);*" zeigen,
das von MMRAA in den Uberstand in Abwesenheit und Gegenwart
von 1 ppm Penicillin als Funktion der Konzentration an Co-Reaktand
freigesetzt wird (cygea=0.8-25 mM.) in PB (10 mM, pH 8) mit 25%
Milch. Die Fotos wurden wihrend des Anlegens von 1.1V fiir 10 s bei
Amperometrie-Messungen aufgenommen. Rechts: Auftragung des ent-
sprechenden ECL-Signals als Funktion der NBEA-Konzentration. Die Li-
nie ist nur eine Orientierungshilfe.
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Konzentration von 5 mM einsetzten. Es sollte insgesamt be-
achtet werden, dass das Zusammenspiel von Elektrolytgehalt
(Pufferkonzentration) und Co-Reaktand-Konzentration (der
Co-Reaktand ist eine Base) fiir ein einwandfreies Funktio-
nieren des Systems von entscheidender Bedeutung ist. Ein zu
hoher Elektrolytgehalt konnte die nicht-kovalente Wechsel-
wirkung von Aptamer und Oberflichen-Aminogruppen so-
wie die Komplexbildung beeintrichtigen” und ein zu hoher
oder zu niedriger pH-Wert wiirde diese Wechselwirkungen
ebenfalls verstidrken oder abschwichen (pK, von APTES =
9.6),!! die das Diffundieren von Indikator aus den Poren in
Abwesenheit des Analyten oder die Bindungskinetik beein-
flussen wiirden.

Nachdem die chemischen Parameter des Assays in Sus-
pension etabliert worden waren, wurde die Reaktionskinetik
untersucht. Die Reaktionszeit ist ein wesentliches Merkmal
jedes Schnelltests, da sie mafigeblich iiber die Akzeptanz
beim Endanwender entscheidet. Die Experimente wurden
wie zuvor erldutert durchgefiihrt, d.h., in gepufferter Losung
(10 mM PB, pH 8; 5 mM NBEA), die jeweils 25 % Kuhmilch
enthielt. Abbildung S10a zeigt, dass die Anwesenheit von
Penicillin die Offnung der Poren mit anschlieBender Freiset-
zung von Ru(bpy);*" induzierte, wihrend die Freisetzung in
Abwesenheit des Analyten vernachléssigbar gering war und
die Farbstofffreisetzung in der Grof3enordnung von mehreren
Minuten erfolgte. Dies ist nicht sehr schnell, aber es ist zu
beachten, dass sich die Reaktionskinetiken in Suspension in
der Regel von denen auf Streifen unterscheiden, wobei letz-
tere aufgrund des aktiven Transports in der lateralen Stro-
mung oft schneller sind. Da nach 5 min ein zufriedenstellen-
der Signalpegel erreicht war, fuhren wir mit diesem Timing
fort. Die Kinetik wurde auch fiir verschiedene Penicillin-
Mengen bei Endkonzentrationen zwischen 1 ppb und 10 ppm
untersucht, was zeigt, dass sich die Reaktion mit der Ana-
lytkonzentration beschleunigt und damit auf eine Diffusi-
onskontrolle solcher Assays in Suspension hinweist (Abbil-
dung S10b).

Nach einem dhnlichen Verfahren wurde die Empfind-
lichkeit des Systems untersucht, indem die Farbstofffreiset-
zung aus MMRAA als Funktion der Penicillin-Konzentration
nach 5 min Reaktionszeit sowohl durch ECL (Abbildung 2)
als auch durch Fluoreszenz (Abbildung S11) aufgenommen
wurde. In allen Fillen wurde eine Korrelation zwischen
Farbstofffreisetzung und Analytkonzentration beobachtet, in
Ubereinstimmung mit Konformationséinderungen des ober-
flichengebundenen Aptamers nach Bindung von Penicillin
unter Offnung der Poren. Wenn die Dosis-Wirkungs-Kurven
jedoch an eine vierparametrische logistische Funktion ange-
passt werden,*? wurde fiir ECL eine hohere Empfindlichkeit
als fiir Fluoreszenz gefunden, mit Nachweisgrenzen (LODs)
von 0.18 £0.07 pgl~' sowie 0.42 4 0.10 ugl~' bei ECL mit dem
Smartphone sowie der spectraECL-Zelle und 3.1 +0.4 ugl™'
bei Verwendung eines Fluorometers (Abbildung S11). Dieser
Unterschied von ca. einer Groenordnung wird vorldufig der
Streuung von im Medium enthaltener Milch zugeschrieben,
die die Fluoreszenzmessungen beeinflusst. Wenn Penicillin im
unteren ppb-Bereich (7 ppb) vorhanden war, wurde ein Ver-
starkungsfaktor von 120 freigesetzten Molekiilen Ru(bpy);**
pro gebundenem Molekiil Penicillin in der Probe geschitzt.
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Abbildung 2. ECL-Signal von Ru(bpy),”" freigesetzt aus MMRAA als Funktion der Penicillin-Konzentration in gepufferter Milch (PB, 10 mM, pH 8;
NBEA, 5 mM; 25% Kuhmilch) nach 5 min Reaktion gemessen mit a) der spectraECL-Zelle und b) dem Smartphone-Setup. Die Linien veranschau-
lichen vierparametrische logistische Anpassungen. Einschub: Vergréflerung der jeweiligen Regionen mit niedriger ¢ eniciin-

Bei Mengen von 1 ppb Penicillin wurde ein Verstarkungs-
faktor von 350 erhalten.

Mit dem Ziel, unsere Theorie des Sensormechanismus zu
untermauern, bei dem das Aptamer im geschlossenen Zu-
stand des gAID-Systems in offener Form vorliegt und die
Poren durch Wechselwirkung mit einem Uberschuss an
funktionellen Aminogruppen auf der Oberfldche verschlief3t,
wurden zwei Kontrollmaterialien MMRAAc¢ und MMRCA
hergestellt. Fir MMRAAc¢ wurde eine Mischung aus zwei
verschiedenen Oligonukleotiden auf die Oberfliche von
MMRA gebunden, das fir MMRAA verwendete Aptamer
und eine kurze c-DNA, COOH-C10-5-TTT TGT GGA GAT
C-3', die teilweise komplementér zur Sequenz des Penicillin-
Aptamers ist (Schema Slc, S2). Bei Verwendung einer 1:1-
Mischung von Aptamer und c-DNA wurde erwartet, dass das
Aptamer (teilweise) mit der kurzen c-DNA hybridisiert,
wodurch das Entweichen des Farbstoffs durch Basenstrang-
paarung statt durch elektrostatische Wechselwirkung mit
Oberflachen-Aminogruppen verhindert wird. Kinetische
Kontrollexperimente zeigten eine nahezu identische Freiset-
zung des Farbstoffs fiir MMRAA und MMRAAc in Abwe-
senheit des Analyten, jedoch fiihrte die Anwesenheit von
Analyt zu einer langsameren und geringeren Freisetzung von
MMRAAc im Vergleich zu MMRAA (Abbildung S12a).
Wenn MMRAAc mit unterschiedlichen Penicillin-Konzen-
trationen dhnlich wie MMRA A behandelt wurde, wurde auch
eine Farbstofffreisetzung in Abhéngigkeit von ¢, beob-
achtet. Die Empfindlichkeit von MMRAAc¢ war jedoch ca.
eine GroBenordnung geringer als die von MMRAA (LOD =
24+ 6 ppb, Abbildung S13). Diese verringerte Sensitivitit
wird einer stirkeren Konkurrenz um das Aptamer zuge-
schrieben, d.h., sobald der kurze c-DNA-Strang am Aptamer
hybridisiert hat, ist die Bindung von Penicillin erschwert.

Fiir das zweite Kontrollmaterial MMRCA wurde das
Aptamer mit einer Aminogruppe am 5'-Terminus (anstelle
von COOH wie bei MMRAA und MMRAAc) auf die
Oberfliche von MMRC gebunden, die durch Behandlung
von MMRA mit Bernsteinsdureanhydrid umfunktionalisiert
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wurde, wodurch die Oberflichen-Amino- groBtenteils in
-Carbonsdure-Gruppen umgewandelt wurden (Schema S2).
Das Ziel bestand darin, unsere Uberlegungen zum nicht-ko-
valenten Verschluss der Poren durch elektrostatische Anzie-
hung zwischen Oberflichen-Ammoniumgruppen und Phos-
phatgruppen am Aptamer-Riickgrat im Umkehrschluss zu
beweisen, denn bei einer Carboxylat-reichen Oberflidche
wurde erwartet, dass der Porenverschluss durch das anioni-
sche Phosphat-Riickgrat des auf MMRC gebundenen Apta-
mers in MMRCA weitaus weniger effizient ist. Bereits wih-
rend der Herstellung wurde beim Waschen von MMRCA
deutlich mehr Farbstoff freigesetzt als bei MMRAA oder
MMRA Ac, was darauf hindeutet, dass die Poren nicht richtig
verschlossen waren. Dariiber hinaus wurde in Bindungsstu-
dien fir MMRCA eine hohere Farbstofffreisetzung im Ver-
gleich zu MMRAA oder MMRAAc¢ in Abwesenheit des
Analyten und eine viel geringere Freisetzung in Gegenwart
des Analyten beobachtet, was darauf hindeutet, dass auch der
Verschluss-Mechanismus  nicht  effizient war (Abbil-
dung S12b). Zetapotential-Messungen der Kontrollmateria-
lien unterstiitzten diese Beobachtungen (Abbildung S4).

Wihrend fir MMRAA und MMRAACc negative Ver-
schiebungen des Zetapotentials um ca. 75 mV und 85 mV (in
H,O, pH 7) nach kovalenter Anbindung des Aptamers bzw.
der Aptamer/c-DNA-Einheiten an der Oberfliche von
MMRA beobachtet wurden, zeigte MMRCA eine Verdrédn-
gung von nur ca. —40 mV beziiglich MMRC, vermutlich, weil
die Konjugation eines Aptamers 39 Phosphatgruppen pro
Carboxylat-Ankergruppe einfithrte und nicht wegen der
Abschirmung durch nicht-kovalente Wechselwirkungen. Die
Wirkung des Analyten war ebenfalls unterschiedlich, d.h., die
kleinsten Anderungen des ZetaPotentials traten bei
MMRCA auf, was zeigt, dass die Bindung von Penicillin
durch das Aptamer eine Konformationsidnderung und Po-
rendffnung fiir MMRAA und MMRAACc jedoch nicht fiir
MMRCA erzeugt.

Nachdem wir das Nachweisverhalten in Losung etabliert
hatten, unternahmen wir den ndchsten Schritt in Richtung
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Anwendung und integrierten die Hybridpartikel in modifi-
zierte Glasfaserstreifen. Basierend auf fritheren Arbeiten, in
denen wir gezeigt haben, dass die chemische Funktionalisie-
rung einer Teststreifenmatrix die Assayleistung signifikant
verbessern kann,?**! wurde die Matrix in mehreren Zyklen
durch die sterische Adsorption oder kovalente Verankerung
von PEG- und N-Alkyldiethanolamin-Einheiten an den Fa-
sern optimiert, um zum besten hier verwendeten Material zu
gelangen. PEG-Einheiten bewahren die Stabilitdt des Sen-
sormaterials MMRAA in der Papiermatrix und ermoglichen
den Transport von Ru(bpy);*" durch eine Verringerung der
elektrostatischen Wechselwirkung des positiv geladenen
Farbstoffs mit einer netto negativ geladenen Silanol- bzw.
Silanolat-Oberflache des Glasfaserpapiers, wiahrend die N-
Alkyldiethanolamin-Gruppen das ECL-Signal des Farbstoffs
verstarken. Dazu wurden zunichst Glasfaserpapiere (Fusion
5 grade, GF) durch Adsorption von NBEA- und PEG-
Gruppen an die Membranen modifiziert, wodurch (NP)GF-
Membranen erhalten wurden. Alternativ wurden N-(3-Trie-
thoxysilylpropyl)diethanolamin (NPEAS) und 3-[Meth-
oxy(polyethylenoxy)propyl)|trimethoxysilan (PEGS) in To-
luol kovalent auf GF-Membranen gebunden, wodurch die
Membran NPGF erhalten wurde (siche Abschnitt 6, Abbil-
dungen S14-S16, Tabelle S4 in den Hintergrundinformatio-
nen).

Die Erhohung der ECL-Effizienz der modifizierten Pa-
piere wurde untersucht, in dem 2.5 ul Ru(bpy);*'-Losung
(1.2 mM) ca. 7mm vom unteren Rand des Teststreifens auf-
getragen wurden und der Streifen fiir 2 min in 300 pl einer
Losung von PB 10 mM (pH 8) oder PB 10 mM, die NBEA
(25 mM) enthilt, eingetaucht wurde, bevor die ECL- sowie
die Fluoreszenzemission des freigesetzten Ru(bpy),*" in Zone
B gemessen wurden (Abbildung 3). Wie in Abbildung 3a,b zu
sehen ist, wurde Ru(bpy);>" lediglich an den Membranen
stark adsorbiert, die keine Modifikation (GF) oder NBEA-
und PEG-Einheiten sterisch adsorbiert ((NP)GF) enthielten.
Im Gegensatz dazu wurde Ru(bpy),*" weitaus weniger zu-
riickgehalten, wenn NPEAS und PEGS kovalent an die
Membranen (NPGF) gebunden wurden. Interessanterweise
wurde in beiden Fillen fiir die kovalent funktionalisierten
Streifen NPGF weniger Fluoreszenz beobachtet. Abbil-
dung 3¢ zeigt die entsprechende ECL-Emission, die fiir drei
unterschiedliche Streifen mit PB (10 mM) bzw. PB (10 mM)
mit NBEA (25 mM) gemessen wurde. Der Signalanstieg von
GF tiiber (NP)GF zu NPGF ist offensichtlich, und insbeson-
dere fiir NPGF wurde eine vielversprechend starke rotlich-
orange ECL beobachtet, die hinsichtlich Handhabung und
Messungen vor Ort von Vorteil ist. Dariiber hinaus konnten
sowohl die Anwesenheit von NBEA und PEG, die in (NP)GF
adsorbiert sind, als auch die Anwesenheit von NPEAS und
PEGS, die auf NPGF gebunden sind, die ECL-Effizienz er-
hohen. Des Weiteren wurde in beiden Fillen eine weitere
Verstdarkung beobachtet, wenn NBEA auch in Losung ver-
wendet wurde (Abbildung 3¢, Beispiele 2, 3). Somit wurden
in den folgenden Experimenten NPGF-Membranen ver-
wendet, die kovalent gebundene NPEAS- und PEGS-Ein-
heiten enthielten.

Um die Leistungsfdhigkeit tiber eine bessere Kontrolle
des Flusses zu erhohen, wurden hydrophobe Wachsmuster
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Abbildung 3. Aufnahmen unter a) normalem Tageslicht und b) LED-
Anregung in einem 3D-gedruckten Halter aus unmodifizierten Glasfa-
serstreifen GF (1), (NP)GF (2) und NPGF (3). c) ECL-Signal von Ru-
(bpy)s**, gemessen fiir die Streifen nach ihrer Entwicklung und Platzie-
rung auf einer AT250-SPE-Elektrode, entweder unter Verwendung von
PB (10 mM, ,PB*) oder PB (10 mM) und NBEA (25 mM;

,PB+ NBEA®) als mobiler Phase mit der spectraECL-Zelle; Membran-
nummerierung wie in a,b). d) ECL-Bilder der entsprechenden Membra-
nen, aufgenommen mit dem Smartphone-Setup (Nummerierung wie
in a,b), ebenfalls nach der Entwicklung in PB oder PB+ NBEA (siehe
a,b) als mobiler Phase. Es ist zu beachten, dass bei Anwesenheit von
NBEA der ISO-Wert ca. 16 x reduziert wurde, um eine Sittigung des
ECL-Signals auf den Fotos zu vermeiden.

durch Laminieren der gedruckten Muster auf Aluminiumfo-
lie auf die NPGF-Membranen gedruckt. Das Aushidrten der
Streifen bei 110°C fiir 1 h fithrte zu einem Einschmelzen des
Wachses in die Membran, wodurch sich die Muster iiber die
gesamte Dicke des Papiers einpriagten. Das Sensormaterial
MMRAA wurde dann auf die NPGF-Streifen aufgetragen,
indem 5 pl einer Losung von MMRAA in PB (2 mgml™') in
der Interaktionszone (Zone A) des Streifens, die ca. 5 mm
von einem Ende des Streifens entfernt ist (Schema 2; siche
Abschnitt 6 in den Hintergrundinformationen), appliziert
wurden. Die Membranen wurden mit einem Lichtmikroskop
und mit REM analysiert, wobei gezeigt wurde, dass der Ein-
bau von PEGS- und NPEAS-Gruppen und die anschlieBende
Impriagnierung mit Wachs zu einer Expansion der Fasern
fiilhrte (Abbildung S15a). Energiedispersive Rontgenspek-

=

ii) Fluss + Analyt  Zone B auf der SPE Elektrode

S Offnung - ‘
53, und Freisetzung

" des Indikators @ +Spannung

Schema 2. Aufbau und Funktionsweise des LFA. i) Zusammensetzung
der Streifen, die MMRAA in Zone A enthalten, und Arbeitsprinzip der
Farbstofffreisetzung aus MMRAA in i) der Anwesenheit und iii) der Ab-
wesenheit des Analyten. Die Platzierung der Membran mit Zone B auf
der Elektrode ist ebenfalls schematisch gezeigt. In Gegenwart eines
Analyten wird beim Anlegen einer Spannung im Elektrodenbereich eine
ECL-Emission erzeugt.
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troskopie (EDX), Thermogravimetrie (TGA) und Elemen-
taranalyse (EA) wurden durchgefiihrt, um die Mengen an
PEGS- und NPEAS-Gruppen qualitativ abzuschitzen. Eine
Zunahme des Massenverlusts von 6.7 % fiir NPGF im Ver-
gleich zu reinen GF-Membranen wurde durch TGA gefunden
(sieche Abschnitt 6 in den Hintergrundinformationen). Dar-
tiber hinaus stimmte dieses Ergebnis gut mit der EA iiberein,
die Mengen an PEGS- und NPEAS-Gruppen von 0.14 £ 0.02
und 0.09 +0.01 mmolg~' Glasfasermembran lieferte, was ei-
nem Gesamtmassenverlust von 7.1 % entspricht. Das Layout
der Sensormembranen basierte auf Designs, liber die wir
kiirzlich fiir gAID-basierte Lateral-Flow-Assays (LFAs) be-
richtet haben,?>? die zwei verschiedenen Zonen enthalten,
eine Zone A, in der das Sensormaterial aufgetragen wird, und
eine Zone B, in der sich die freigesetzten Indikatoren nach
dem Wandern mit der Losungsmittelfront am gegeniiberlie-
genden Ende des Streifens sammeln. Die chemische Erken-
nung des Analyten erfolgt in Zone A und das ECL-Signal
wird in Zone B gemessen (Abbildung 4a). Wenn der Streifen
in eine Losung getaucht wird, die keinen Analyten enthilt,
wird kein Farbstoff freigesetzt und in Zone B wird kein Signal
detektiert, da MMRA A verschlossen bleibt. Bei Anwesenheit
des Analyten in der Probe wird in Zone B ein Signal pro-
portional zur Analytkonzentration detektiert, da sich Apta-
mer-Einheiten auf der Oberfliche umlagern und Farbstoff-
molekiile freigesetzt werden. Die viel groleren MMRAA-
Partikel verbleiben an der Auftragungsstelle. Dadurch kann
die ECL (bzw. die Fluoreszenz) der freigesetzten Reporter-
molekiile mit der Kamera eines Smartphones quantifiziert
werden, wenn dieses mit entsprechendem miniaturisierten
Zubehor ausgestattet ist. Dartiber hinaus wurden die Streifen
auch mit der spectraECL-Zelle ausgewertet, um die ECL-
Spektren zu iiberpriifen.

a) Puffer Penicillin b) s -.a-Penicillin
31 " =) 500 -_.v....puffer
Jdm 2 400{ L

S 300 I- e,
gzoo 2 . —
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L
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C) ° Cngea/ MM
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25mM =075
O 050
37.5mM 8025 . -
O N
& 0.00{wn
50 mM 10 20 30 40 50
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Abbildung 4. a) Fotos des ECL-Signals von Ru(bpy);*" in der Nach-
weiszone B in Abwesenheit und Gegenwart von 1 ppm Penicillin als
Funktion der Konzentration an Co-Reaktand (cyggs=3.1-50 mM) in der
Kitldsung (PB 10 mM, pH 8) und einer Milchprobe im Verhiltnis 3 +1.
Bilder wurden nach dem Anlegen von 1.1V fiir 10 s im amperometri-
schen Modus registriert. b) Auftragung des integrierten ECL-Signals
als Funktion von cygea. €) Entsprechendes Diagramm der ECL-Verstir-
kung in Gegenwart von 1 ppm Penicillin (ECL,) relativ zur ECL in Ab-
wesenheit von Penicillin (ECLg).
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Wie bei MMRAA in Suspension musste die optimale
Menge an Co-Reaktand fiir eine Eintauchzeit von 2 min ge-
funden werden, welche einen optimalen Kontrast ergibt
(Abbildung S17). Abbildung 4 zeigt das entsprechende rot-
lich-orange ECL-Licht, das in Abwesenheit und Anwesenheit
von Penicillin als Funktion der NBEA-Konzentration emit-
tiert wird. Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die in Suspen-
sion beobachtet wurden, wurde in den Papierexperimenten
ein Quenching-Effekt erst bei viel hoheren cyggs >25 mM
gefunden. Auch bessere Signal-Rausch-Verhiltnisse wurden
erst mit hoheren Mengen an Co-Reaktand in der Losung
(125 mM < cygea <37.5mM) erhalten. Auf dem Streifen
induzierten geringere Mengen an NBEA (3-6 mM) nur ein
miBiges ECL-Signal; noch hohere Mengen (50 mM) fiihrten
dann auch in Abwesenheit des Analyten zu einer starken
Freisetzung. Gemif3 Abbildung 4 wurden 25 mM NBEA fiir
weitere Studien ausgewdhlt. Dass die Signalléschung nur bei
hoheren NBEA-Konzentrationen auf dem Teststreifen im
Vergleich zur Losung auftritt, wird auf die Vorkonzentration
des freigesetzten Farbstoffs in Zone B und auf ein teilweises
Zuriickhalten des Co-Reaktanden in der Fasermatrix selbst
zuriickgefiihrt. Um die Durchfithrung des Assays einfach zu
halten, muss NBEA zusammen mit dem Puffer in einem
einzigen Probenvorbereitungsschritt bereitgestellt werden,
d.h., in einer 1+ 3-Verdiinnung der Probe, so dass die Ver-
wendung hoherer Konzentrationen an NBEA erforderlich ist.
Eine weitere Losung zu pipettieren, um NBEA direkt auf
Zone B aufzutragen, war fiir uns keine Option. Aufgrund des
erheblich hoheren Konzentrationsoptimums von NBEA fiir
die Streifenexperimente wurde der Einfluss des pH-Wertes
auf die Leistungsfdhigkeit von MMRA A@NPGF untersucht,
wobei 25 mM NBEA in Losung pH9 entsprachen, siche
oben. Auf dem Streifen mit seinen beschichteten Fasern kann
der mikroskopische pH-Wert abweichen oder das Material
kann eine gewisse Pufferwirkung haben. Da der pH-Wert in
den Streifen jedoch schwer zu messen ist, wiederholten wir
den Streifentest wie zuvor beschrieben fiir Eintauchlosungen
mit unterschiedlich eingestellten pH-Werten im Bereich von
7.0-9.6 in Gegenwart und Abwesenheit von 250 ppb Penicil-
lin in verdinnter Milch (Abbildung S18). Es wurde festge-
stellt, dass die Streifen zwischen pH 8.5-9.0 die besten und
stabilsten Ergebnisse zeigten. Wihrend das Verhalten zwi-
schen pH 7.0-9.0 in erster Linie durch die ECL-Effizienz von
Ru(bpy),*" bestimmt zu sein scheint (siche auch Abbil-
dung S9), deutet das starke Hintergrundsignal in Abwesen-
heit des Analyten bei pH 9.6 darauf hin, dass der Verschluss
der Poren nicht mehr effizient genug ist, da zu wenige
Oberfldchen-Aminogruppen noch in ihrer protonierten Form
vorliegen; der pK, von APTES betrigt 9.6.* Bis pH 9.0
scheint die Bindungseffizienz des Aptamers somit weitge-
hend unabhéngig vom pH-Wert zu sein.

Als nichstes wurde die Empfindlichkeit von
MMRAA@NPGF im Assay bestimmt, indem Streifen in
300 ul gepufferte Losungen (PB, 10 mM, pHS8; NBEA,
25 mM) getaucht wurden, die 25% Milch und, wie zuvor
beschrieben, verschiedene Mengen an Penicillin enthielten.
Wie in Abbildung 5 zu sehen ist, wurde in beiden Féllen bei
ECL- und Fluoreszenzdetektion eine Zunahme der Farb-
stofffreisetzung in Abhingigkeit von der Penicillin-Konzen-
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Abbildung 5. a) Integrierte Lichtdichte von Ru(bpy),*", freigesetzt aus MMRAA als Funktion der Penicillin-Konzentration in 13 mit Puffer ver-
diinnter Milch (PB, 10 mM, pH 8; NBEA, 25 mM) auf NPGF-Streifen nach 2 min Reaktion und gemessen mit dem Smartphone fiir a) ECL oder b)
Fluoreszenz. Die Linien veranschaulichen vierparametrische logistische Anpassungen. Oben: Entsprechende Bilder, die fur die Datenerfassung
analysiert wurden (ansteigende Analyt-Konzentration von links nach rechts). Bei b) wurde die Helligkeit zur besseren Visualisierung um 15%

gegeniiber den Originalbildern erhsht.

tration beobachtet. Wenn jedoch integrierte Dichtewerte
EEZEN Cpenicinin AUfgetragen wurden, wurde eine héhere Emp-
findlichkeit fiir ECL im Vergleich zur Fluoreszenz gefunden,
wobei Quantifizierungsbereiche von 0.2-3.7 ppb und 6—
119 ppb sowie LODs von 0.05 £ 0.01 pgl™' und 3.1 +£0.7 pgl™
fir die ECL- bzw. Fluoreszenzmessungen erreicht wurden.
Dariiber hinaus iibertraf ECL nicht nur die Fluoreszenz er-
neut, sondern die Empfindlichkeit auf Papier war auch ge-
geniiber dem gAID-System in Suspension verbessert. Ein
Vergleich der Bilder in Abbildung Sa,b zeigt zudem, dass die
Verwendung einer Elektrode zur Anregung zu einem homo-
generen punktformigen Signal fiihrt.

Um die Signalverstarkung in Suspension (siche oben in
Verbindung mit Abbildung 2) und auf den Streifen zu ver-
gleichen, wurde das ECL-Signal von MMRAA@NPGF bei
den beiden oben verwendeten unterschiedlichen Penicillin-
Konzentrationen, 1 und 7 ppb, mittels einer Kalibrierungs-
kurve, die durch Auftragen bekannter Mengen an Ru(bpy),>"
auf NPGF und Messung der ECL unter identischen Bedin-
gungen erstellt wurde, in eine Ru(bpy),*"-Konzentration
konvertiert. Die gefundenen Verstdrkungsfaktoren fiir das
gAID-System im LFA waren mit 400 bzw. 1600 Molekiilen
Ru(bpy);**, die im Durchschnitt pro Analyt-Molekiil fiir ¢,
nicilin = 7 Ppb bzw. 1 ppb abgegeben wurden, ca. 4-fach hoher
als fiir den Assay in Suspension, was auf eine bessere Kon-
zentration des Farbstoffs in der Nachweiszone zuriickzufiih-
ren ist.

SchlieBlich wurden Kreuzreaktivititen gegen andere
Antibiotika untersucht, indem mehrere Proben mit 250 ppb
Ampicillin, Amoxicillin, Enoxacin, Oxacillin, Cefazolin, Ce-
fapirin, Sulfamethazin und Sulfathiazol mit den Streifen
MMRAA@NPGF analysiert wurden (chemische Strukturen
siche Abbildung S19). Abbildung 6 zeigt, dass nur Penicillin
den Indikator signifikant aus den Poren freisetzen konnte,
wobei Enoxacin und Sulfathiazol eine geringe Kreuzreakti-
vitdt zeigten. Die anderen Antibiotika zeigten eine vernach-
lassigbare Farbstofffreisetzung, dhnlich des Hintergrundsi-
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gnals des gAID-Materials, was gut mit der publizierten Se-
lektivitit des Aptamers iibereinstimmt.”*

Fiir den praktischen Nutzen sind die Reproduzierbarkeit
des Materialherstellungsprozesses und die Langzeitlagerung
des Materials entscheidend. MMRAA zeigte eine unverin-
derte Performanz in Suspension, wenn es 1 Monat lang bei
8°C im Kiihlschrank unter normaler Atmosphére gelagert
wurde, bevor bei ldngerer Lagerung die Freisetzung von
Farbstoff auch in Abwesenheit des Analyten anstieg. In Be-
zug auf die Reproduzierbarkeit erhohte sich der Fehler von
6-8 % bei Wiederholmessungen mit einer einzelnen Materi-
alcharge auf 7-15% fiir Messungen mit unterschiedlichen
Materialchargen, was fiir solch einfache Tests akzeptabel ist.
Auch wenn Streifen mit aufgetragenem MMRAA ca. 3 Mo-
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Abbildung 6. Integrierte Lichtdichte von Ru(bpy),*", freigesetzt aus
MMRAA in Gegenwart der Antibiotika Ampicillin, Amoxicillin, Enoxa-
cin, Oxacillin, Cefazolin, Cefapirin, Sulfatiazol und Sulfamethazin

(250 ppb) in Puffer (PB 10 mM; NBEA 25 mM; 75%; pH 8) mit 25%
Milch auf den Streifen nach 2 min Reaktion gemessen mit dem Smart-
phone im ECL-Modus.
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nate unter gleichen Bedingungen wie oben gelagert wurden,
zeigten sie eine gleichbleibende Performanz, bevor der Fluss
bei lingerer Lagerung langsamer wurde und Messfehler von
ca. 5% fiir Wiederholmessungen mit zwei Streifen aus einer
Charge bzw. von 6-12% bei Verwendung unterschiedlicher
Chargen gefunden wurden. Bei einer Lagerung von >11
Monaten zeigte das System noch eine sehr gute Leistung bei
nur leicht reduzierter Effizienz (LODs im unteren ppb-Be-
reich), wofiir wahrscheinlich die Alterung der beschichteten
Fasern und/oder Wachsbarrieren verantwortlich ist. Da die
allgemeine Leistungsfiahigkeit jedoch unveridndert bleibt,
gehen wir vorldufig davon aus, dass die Stabilitdt des Mate-
rials sowie des fertigen Teststreifens bei einer Verpackung
unter kA-Bedingungen (kontrollierte Atmosphire) verbes-
sert werden kann.

Zusammenfassung

Zusammenfassend berichtet die vorliegende Arbeit zum
ersten Mal iiber die Synergismen, die durch die Kombination
der elektrogenerierten Chemilumineszenz (ECL)-Detektion
auf papierbasierten Teststreifen mit Indikator-freisetzenden
Materialien erzielt werden konnen. Im Sinne eines generi-
schen Ansatzes wurden kovalent gebundene Aptamere fiir
die Analyt-induzierte Freisetzung eines ECL-Reporters ver-
wendet, was dem System eine hohe Robustheit verleiht, die
die direkte Bestimmung von Penicillin in einer anspruchs-
vollen Matrix wie Milch ermoglicht. Der Assay ist durch
schnelle Ansprechzeiten, gute Selektivitdit und aullerge-
wohnliche Empfindlichkeit gekennzeichnet und erreicht eine
Nachweisgrenze von 50 £ 9 ppt in einem LFA, der in <5 min
durchgefiihrt werden kann. Der Erkennungsmechanismus
beruht auf der Faltung des Aptamers bei der Penicillin-Bin-
dung, was zu einer Dissoziation nicht-kovalenter Wechsel-
wirkungen fiihrt, die die Poren ver- und den ECL-Farbstoff
darin einschlieBen. Neben den intrinsischen Eigenschaften
der chemischen Signalverstirkung von gAID-Systemen
fithrte die Optimierung des ECL-Co-Reaktanden, der SPE-
Elektrode und der Konzentrationen der Komponenten zu
einem deutlichen Gewinn an Empfindlichkeit. Bei den Mes-
sungen mit Teststreifen konnte insbesondere die kovalente
Modifikation der Papierfasern mit hydrophilen, aber unge-
ladenen PEG-Einheiten und die zusétzliche Immobilisierung
von Co-Reaktand-Einheiten den Assay in Suspension iiber-
treffen. Im Vergleich zu anderen gAID-Systemen zur De-
tektion kleiner Molekiile schneidet der vorliegende Ansatz
deutlich besser ab als z. B. Strategien, die eine Laborumge-
bung erfordern, und lediglich LODs wie 10.5 ppm fiir Ade-
nosin erreichen.™ Selbst der empfindlichste laborbasierte
gAID-Assay fiir Thrombin mit einer LOD von 0.13 ppb er-
fordert eine Analysezeit von > 120 min.*”! Unser System
ibertrifft auch andere papierbasierte ECL-Assays mit Aus-
lesung iiber mobile Kommunikations- und andere tragbare
Geriite, da er um viele GroBenordnungen empfindlicher ist.[*!
Dariiber hinaus sind kommerziell erhiltliche Lateral-Flow-
Tests fiir Penicillin oder andere Antibiotika, die auf der Ag-
gregation von Goldnanopartikeln beruhen, ebenfalls auf eine
ppb-Sensitivitit beschrinkt.*”! Bedenkt man, dass in der Li-

© 2021 Die Autoren. Angewandte Chemie versffentlicht von Wiley-VCH GmbH

teratur liber eine grofe Zahl von Aptameren fiir andere Ar-
ten von Analyten berichtet worden ist, ldsst sich dieses Kon-
zept leicht verallgemeinern, was es fiir die Point-of-Care-
Diagnostik, Umweltanalytik oder die Analyse illegaler Dro-
gen sehr attraktiv macht. Wie wir kiirzlich demonstriert ha-
ben,™ birgt der Ansatz an sich ein enormes Potenzial fiir die
simultane Bestimmung einer geringen Zahl an Zielanalyten
(Multiplexing), was im konkreten Fall Fortschritte im Elek-
troden- und Reporterdesign erfordern wiirde, die derzeit in
unserem Labor erforscht werden. Der erfolgreiche Nachweis
von Penicillin in Milch legt nahe, dass solche Assays tat-
sdachlich eine breite Anwendbarkeit haben konnen, insbe-
sondere fiir komplexe realistische Matrices.
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