Lateralflusstest 2.0

Maximale Sensitivitdt mittels verstarkter Raman-Streuung
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assay) werden in der Vor-Ort-Tes-

tung (POCT, Point-of-care testing)
in Bereichen wie z.B. der klinischen
Chemie, der Umweltanalytik sowie
dem Drogennachweis eingesetzt. Sie
sind robust und schnell durchfiihrbar,
jedoch nicht besonders empfindlich;
eine Steigerung der Nachweisgrenze
um gleich mehrere GréBenordnungen
ist mit Hilfe der verstdrkten Raman-
Streuung erreichbar (LFA 2.0).

Lateralflusstests (LFA, lateral flow
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Eine empfindlichere Vor-Ort-Testung (LFA 2.0) ist wiinschenswert,

denn erst ein Nachweis in niedrigeren Konzentrationen ermaglicht eine

Friiherkennung, beispielsweise von Biomarken in der Krebsvorsorge.

Vor- und Nachteile von Lateralflusstests

Lateralflusstests (LFA, lateral flow assay)
sind immunologische Schnelltests, die auf
der Erkennung eines Analyten (Antigen)
durch einen spezifisch bindenden Antikor-
per basieren. Zwei prominente Beispiele sind
der Schwangerschaftstest und der Corona-
Schnelltest. Ein LFA ist in der Anwendung
fiir den Verbraucher einfach, schnell und
iiberall einsetzbar sowie zudem noch kos-
tengiinstig. Neben diesen wichtigen Vor-
teilen gibt es aber auch einen gravierenden
Nachteil: seine beschriankte Empfindlichkeit.

Aufbau und Funktionsweise eines LFA

Der Teststreifen eines LFA ist in vier Berei-
che unterteilt: Probenkissen, Konjugatkis-
sen, Membran mit Test- und Kontroll-Linie
(Abb. 2) sowie Absorptionskissen. Die zu un-
tersuchende Probe kommt auf das Proben-
kissen und flieft dann durch Kapillarkrifte
zum Konjugatkissen. Dort befinden sich die
fiir den Nachweis erforderlichen Konjugate
aus dem Detektions-Antikdrper und den rot-
lichen Goldnanopartikeln. Der nachzuwei-
sende Analyt wird {iber den Detektions-An-
tikorper selektiv erkannt und dadurch an die
Konjugate gebunden. AnschlieBend gelan-
gen die Goldnanopartikel mit dem gebunde-

nen Analyten zur Nitrocellulose-Membran.
Hier sind auf der Kontroll-Linie (CL) solche
Antikdrper immobilisiert, die den Analyten
nicht erkennen und daher nicht ,herausfi-
schen® kénnen, wohl aber die Goldkonjuga-
te; in jedem Fall werden also die Goldkon-
jugate auf der CL gebunden - egal, ob ein
Analyt vorhanden ist (positiver Test) oder
nicht (negativer Test) - und ihre rote Farbe
bestétigt die Funktionalitét des Tests.

Auf der Test-Linie (TL) hingegen befinden
sich spezifische Fanger-Antikorper fiir den
Analyten. Wenn der Analyt in der Probe vor-
handen ist, dann wird er zusammen mit den
an ihn gebundenen Goldkonjugaten ,heraus-
gefischt® und auf der TL festgehalten; der so
entstandene Immunkomplex wird auch als
»Sandwich-Komplex“ bezeichnet: der Analyt
ist quasi der Aufschnitt/Belag zwischen den
beiden Brothilften (oben: Detektions-Anti-
korper, unten: Fanger-Antikorper). Bei einem
positiven Test kann man den entstandenen
Immunkomplex aufgrund der roten Farbe sei-
ner Goldpartikel auf der TL erkennen. Aller-
dings ist die Nachweisempfindlichkeit sol-
cher Tests mit dem bloBen Auge limitiert: als
groben Richtwert kann man eine Nachweis-
grenze von ca. 1-10 ng/mL annehmen. Der
Nachweis von Stoffen im Bereich von pg/mL
oder gar fg/mL ist mit diesem konventionellen
Ansatz (LFA 1.0) nicht méglich. Solche Pro-
ben miissen derzeit noch zur Labordiagnostik

geschickt werden, was Zeit und Kosten verur-
sacht. Daher ist eine empfindlichere Vor-Ort-
Testung (LFA 2.0) wiinschenswert, denn erst
ein Nachweis in niedrigeren Konzentrationen
ermoglicht eine Fritherkennung, beispiels-
weise von Biomarken in der Krebsvorsorge.

LFA 2.0 - maximale Sensitivitat
mit Raman/SERS

Der zentrale Nachteil des konventionellen
LFA ist seine begrenzte Empfindlichkeit. Mit
Hilfe verstarkter Raman-Streuung kann die
LFA-Nachweisgrenze um sieben Grofen-
ordnungen, d.h. um den Faktor 10.000.000,
verbessert werden (Abb. 2). Der einzige Un-
terschied zum konventionellen LFA ist, dass
hierbei die Goldnanopartikel zusétzlich noch
sog. Raman-Reportermolekiile auf ihrer
Oberflache haben; ansonsten werden diesel-
ben Komponenten verwendet.

Woher kommt diese enorme Sensitivi-
tatssteigerung um den Faktor 10 Millionen?
Der Raman-Effekt beschreibt die unelastische
Streuung von Licht an Materie. Allerdings
wird nur ein sehr kleiner Bruchteil der ein-
fallenden Photonen unelastisch gestreut, so
dass die frequenz-verschobenen Raman-Sig-
nale ziemlich schwach sind. Um vergleich-
bare Intensitdten wie bei der Fluoreszenz zu
erhalten (Einzelmolekiildetektion!) kann man

Abb. 1: Schematische Darstellung der Raman/SERS-basierten LFA-Plattform fiir den hochempfindlichen, quantitativen und selektiven Nachweis von
Analyten (hier: Sars-CoV2-spezifischer I[gM-Antikorper).



eine hochempfindliche Variante der Raman-
Streuung nutzen: die oberflichenverstarkte
Raman-Streuung (SERS, surface-enhanced
Raman scattering). Hierbei fungieren Gold-
nanopartikel als Nano-Antenne: sie verstir-
ken das Raman-Signal der Molekiile auf ihrer
Oberfliche und machen es dadurch leicht
detektierbar. Wegen ihrer besonders hohen
Raman-Signalverstirkung wurden Goldna-
nosterne (LFA 2.0) anstelle von quasi-sphé-
rischen Goldnanopartikeln (LFA 1.0) verwen-
det. Dadurch erreicht man eine extrem hohe
Empfindlichkeit bis hin zur Einzelpartikelde-
tektion. Wegen der Proportionalitit zwischen
Partikelanzahl und ihrem Raman/SERS-Signal
ist zudem auch eine Quantifizierung moglich.

Portables und schnelles
Raman [SERS-Auslesegerit

Die ersten Raman/SERS-basierten LFA wur-
den mit sehr teuren und daher nur in For-
schungslaboren vorhandenen konfokalen
Raman-Mikroskopen durchgefiihrt. Mit einem
Mikroskopobjektiv wird dabei sowohl der La-
serstrahl auf den LFA-Teststreifen fokussiert
als auch das gestreute Licht gesammelt, bevor
das Raman-Streulicht iiber ein Gitterspek-
trometer spektral zerlegt und mit einer CCD
detektiert wird. Das Erfassen der mm-grofen
Test-Linie mit dem nur pm-groBen Laserfokus
dauert viele Stunden, da die Test-Linie punkt-
weise abgerastert werden muss. Die sehr ho-
hen Gerite-Kosten als auch die extrem langen
Messzeiten stellten bis dato das zentrale Hin-
dernis fiir den Einsatz dieser Raman/SERS-
Technologie in der POCT dar [2,3].

Genau hier setzte die vorliegende Arbeit
an: es wurde ein Prototyp entwickelt (Abb. 3),
der nur einen Bruchteil eines teuren Raman-
Mikroskops kostet und der vor allem in nur
wenigen Sekunden die Tests auslesen kann,
indem der Laserfokus die ganze Breite des
LFA-Streifens auf einmal erfasst; dies wurde
durch den Einsatz einer speziellen Faser-Sonde
mit einer Zylinderlinse erreicht. Die Test-Linie
muss dann nur noch senkrecht dazu, entlang
der Flussrichtung, abgerastert und mit einem
Spektrometer/CCD-System erfasst werden.
Natiirlich lassen sich auch die Stellen zwischen
TL und CL schnell und automatisiert vermes-
sen: dadurch kann man gezielt das spezifi-
sche Signal der Goldkonjugate ermitteln; dies
ist sowohl fiir eine moglichst niedrige Nach-
weisgrenze als auch eine verléssliche Quan-
tifizierung wichtig. Das Raman/SERS-Ausle-
segerit verfligt zudem {iber eine komfortable
Benutzeroberfliche und liefert unmittelbar
nach der Messung die ausgewerteten Daten.
Die Entwicklung des kompakten und schnellen
Lesegerites (Reader) in Kombination mit einer
quantitativen und hochempfindlichen Detek-
tion wurde vor Kurzem in der Fachzeitschrift
Angewandte Chemie publiziert [4].
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Abb. 2: Vergleich der Nachweisgrenze beim LFA 1.0 (links) und LFA 2.0 (rechts). Mit dem Auge
(links) kann man den Analyten nur bis zu einer Konzentration von 1 ug/mL auf der Testlinie
(TL) erkennen. Mit dem Laser-basierten Raman/SERS LFA (rechts) ist man hingegen 10-millio-
nenfach empfindlicher und kommt in den Femto-POCT-Bereich (fg/mL). Modifiziert nach [1].
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Abb. 3: Aufbau des kompakten und schnellen LFA-Raman/SERS-Auslesegeriites. (Links) Gehdu-
se mit Probenhalterung gezeigt. (Mitte und rechts) Innenleben mit den einzelnen Komponenten.

Fazit

Die Raman/SERS-Technologie eréffnet neue
Moglichkeiten in der POCT: es konnte expe-
rimentell eine Steigerung der Nachweisgren-
ze um den Faktor 10.000.000 demonstriert
und damit das Femto-POCT-Regime (fg/mL)
erreicht werden. Damit konnte dieser inno-
vative POCT-Ansatz der konventionellen
Labordiagnostik, der bislang die Doméne
des hochempfindlichen und quantitativen
Nachweises vorbehalten war, aufgrund sei-
ner Schnelligkeit zu einer ernstzunehmen-
den Konkurrenz werden.
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