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Einleitung

Schnelle Untersuchungen direkt vor Ort (Point-of-Care
Testing, POCT) erlangen immer grofere Relevanz [1]. Der
grofle Vorteil von POCT gegeniiber herkdmmlichen Me-
thoden liegt darin, dass das Versenden der Proben ins La-
bor entfillt, was eine Zeit- und Kostenersparnis bedeutet.
Damit erlangen vor allem Menschen in Entwicklungslén-
dern eine bessere medizinische Versorgung und in Indust-
rielindern wie Deutschland erhalten Arzte und ihre Patien-
ten u.a. neue Moglichkeiten der Medikamenteniiberwa-
chung. POCT eroffnet z.B. bei der Behandlung mit
Psychopharmaka eine besser auf den Patienten abge-
stimmte Therapie, da schnell iiberpriift werden kann, ob bei
Medikamenten mit enger therapeutischer Breite die rich-
tige Dosis gegeben wird. Dies fiihrt zu einer deutlichen
Verbesserung der Situation der Patienten.

Damit ein Testverfahren fiir POCT geeignet ist, muss es
kosteneffizient und leicht zu handhaben sein sowie schnell
Ergebnisse liefern. Da Lateral Flow Tests (LFT) diese An-
forderungen erfiillen, sind sie hervorragend dafiir geeignet.
Ein LFT setzt sich iiblicherweise aus mehreren Komponen-
ten zusammen: Sample Pad, Konjugat Pad, Membran mit
Test- und Kontrolllinie und Absorbent Pad [2].

Auf das Sample Pad wird die Probe aufgegeben, seine
Aufgabe ist es, die Probe aufzunehmen und die Probe kon-
trolliert an das Konjugat Pad abzugeben. Haufig wird es
imprégniert, um die Viskositit, die FlieBgeschwindigkeit
und den pH-Wert anzupassen sowie unspezifische Wech-
selwirkungen zu eliminieren [3]. Auf das Konjugat-Pad
werden die Erkennungselemente aufgebracht, welche
durch den Probenfluss gelost werden. Als Erkennungsele-
mente dienen meist mit Goldnanopartikeln markierte
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Antikorper, aber auch andere Markierungen wie Latex, Se-
len, Kohlenstoff oder Liposome sind denkbar [4]. Der Vor-
teil von Goldnanopartikeln liegt darin, dass sie inert und
stabil sind und eine intensive Farbe aufweisen, die nicht
ausbleicht [5]. Nachdem die Probe das Konjugat Pad pas-
siert hat, gelangt sie auf die Membran, wo sie zunéchst auf
die Testlinie trifft. Hier entsteht ein Farbsignal abhédngig
von der Analyt-Konzentration in der Probe. Nach der Test-
linie trifft die Probe auf die Kontrolllinie, welche den er-
folgreichen Fluss der Probe anzeigt. Am Ende des Test-
streifens befindet sich das Absorbent Pad, welches die Pro-
benfliissigkeit aufnimmt und so dazu beitrdgt, den Fluss
der Probe tber die Membran aufrechtzuerhalten, und den
Riickfluss der Probe verhindert.

Fiir die Empfindlichkeit eines LFTs hat das Erkennungs-
element eine herausragende Bedeutung [6]. Zunichst muss
ein Antikorper mit hoher Affinititskonstante ausgewahlt
werden, woflir es verschiedene direkte optische Methoden
gibt [7]. Der hier verwendete Antikdrper weist eine Disso-
ziationskonstante von 54 nM auf [8]. Dieser Antikdrper
wird iiber verschiedenen Strategien mit Goldnanopartikeln
markiert. Betrachtet werden die direkte Adsorption von un-
verdndertem und reduziertem Antikorper, die kovalente
Anbindung iiber einen Polyethylenglykol (PEG) Linker
und die Anbindung iiber die Streptavidin-Biotin-Wechsel-
wirkung zwischen Streptavidin-Gold und biotinyliertem
Antikdrper (s. Abb. 1).

Bei der Funktionalisierung ist es wichtig, dass der Anti-
korper seine Funktionalitét erhélt und richtig orientiert ist.
Die einfachste Methode Antikdrper an Goldnanopartikel
anzubinden ist die direkte Adsorption [9]. Bei der Direkt-
beschichtung bindet der Antikorper iiber nicht-kovalente
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Abb. 1: Strategien zur Markierung von Antikérpern mit Goldnanopartikeln
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Wechselwirkungen an die Goldoberfliche. Bei dieser Art
der Anbindung ist die Orientierung des Antikdpers zufal-
lig, sodass die Mdglichkeit besteht, dass kein Paratop fiir
die Bindung des Analyten zur Verfiigung steht. Es wurde
festgestellt, dass die Orientierung vom pH der Losung ab-
héngt und die besten Ergebnisse bei pH 7,5 erzielt werden
konnen [10].

Eine Methode fiir eine orientierte Anbindung ist, den An-
tikdrper zu reduzieren [11, 12]. Dabei werden Disulfidbrii-
cken aufgebrochen und Thiolgruppen freigesetzt, welche
an die Goldoberfliche binden. Durch die Reduktion wer-
den die Antikdrper in zwei Hélften geteilt, welche sich so
auf der Goldoberfldche orientieren, dass das Paratop zu-
génglich ist. Besonders gut geeignet als Reduktionsmittel
ist Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin (TCEP), da es ein mil-
des Reduktionsmittel ohne Thiolgruppen ist, sodass es
nach der Reduktion nicht entfernt werden muss.

Ein weiterer Ansatz zur Anbindung der Antikorper an
Goldnanopartikel ist die Ausbildung einer kovalenten Bin-
dung mit einem an die Goldoberfldche gebundenen Linker.
Als Linker kann bifunktionelles PEG verwendet werden
[13—15], welches tiber eine Thiolgruppe an die Goldober-
flaiche anbindet, widhrend auf der anderen Molekiilseite
eine Carboxylgruppe tiber Carbodiimid-Chemie an Ami-
nogruppen der Antikdrper binden kann.

Die vierte Methode zur Konjugatsynthese, die hier be-
trachtet werden soll, ist die Nutzung der starken Wechsel-
wirkung zwischen Biotin und Streptavidin [16]. Dabei
wird der Antikorper biotinyliert und bindet an die mit
Streptavidin beschichteten Goldnanopartikel.

Das Ziel dieser Untersuchungen ist, ein geeignetes Kon-
jugat fiir den Nachweis kleiner Molekiile zu finden. Der
quantitative Nachweis von kleinen Molekiilen {iber LFTs
stellt noch eine Herausforderung dar, da bei kleinen Mole-
kiilen der klassische Sandwich-Assay nicht angewandt
werden kann. Deswegen miissen andere Testformate ge-
wihlt werden, bei denen das Signal negativ mit der Ana-
lytkonzentration korreliert ist. Als Beispiel fiir ein kleines
Molekiil wurde Amitriptylin (AMT) ausgewéhlt. AMT hat
ein Molekulargewicht von 277 Da und zéhlt zur Klasse der
trizyklischen Antidepressiva. Von der Arbeitsgemein-
schaft fiir Neuropsychopharmakologie und Pharmakopsy-
chiatrie (AGNP) liegt eine dringende Empfehlung zu the-
rapeutischem Drug Monitoring (TDM) fiir AMT vor [17].
Bei TDM geht es darum, die Medikamentenkonzentration
im Blut zu quantifizieren, um die Pharmakotherapie zu op-
timieren. Um eine bessere Reproduzierbarkeit im Ver-
gleich zu herkdmmlichen LFTs zu erreichen, wurden die
Teststreifen strukturiert, sodass eine Probe in vier
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Abb. 2: Teststreifen mit parallelen Kanélen

Kontrolllinie

"W

15. Dresdner Sensor-Symposium 2021

DOI 10.5162/15dss2021/3.3

parallelen Kandlen gleichzeitig untersucht werden kann
(s. Abb. 2).

Methoden und Materialien

Herstellung der Konjugate

Alle Konjugatsynthesen wurden in Eppendorf Protein
LoBind Reaktionsgefdflen durchgefiihrt. Wenn nicht an-
ders angegeben, wurden Chemikalien von Sigma-Aldrich
verwendet.

Direktbeschichtung mit unverdndertem Antikorper (DP):
5 ul 1,2 mg ml"! anti-Amitriptylin-Antikérper (anti-AMT,
Klon 202, monoklonal, Maus, Aviva Systems) wurden mit
1 ml 1 OD Goldnanopartikeln (AuNP) (7 - 10'" Partikel
ml™!, 20 nm Durchmesser von BBI solutions) 40 min bei
RT und 300 rpm inkubiert. 100 pl 10 mg ml! Rinderser-
umalbumin (RSA) in 10 mM PBS pH 7,4 wurden zugege-
ben und weitere 20 min inkubiert. Anschliefend wurde die
Losung gewaschen, um iiberschiissigen Antikorper zu ent-
fernen. Dazu wurde dreimal 30 min bei 8000 g und 4 °C
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in 1 mg ml™!
RSA-Ldsung resuspendiert Beim letzten Mal wurde mit
0,1 mgml! RSA auf 1ml aufgefiillt und es wurden
100 mg Saccharose (Fluka) zugegeben.

Direktbeschichtung mit reduziertem Antikorper (DR):
4,2 pl anti-AMT und 5 ul 5 mM TCEP wurden in 40 ul
0,01 M PBS pH 6,8 bei RT und 300 rpm inkubiert. Nach
1 h wurde 1 ml AuNP zugegeben und 2 h weiter inkubiert.
AnschlieBend wurde die Losung wie oben gewaschen.
Nach Abnahme des Uberstandes wurde in 15 mg ml"' RSA
in 10 mM PBS pH 6,8 resuspendiert. Beim letzten Mal
wurde mit 0,1 mg ml! RSA in PBS pH 7,4 auf 1 ml aufge-
fiillt und es wurden 100 mg Saccharose zugegeben.

Kovalente Anbindung iiber PEG-Linker (PE): 2,4 ul
1 mg mlI"' SH-PEG(8)-COOH (459 Da, Iris Biotech) und
1,6 ul 10 mg mI"' SH-PEG-COOH (3000 Da, Rapp Poly-
mere) wurden mit I ml AuNP OD 1 iiber Nacht bei RT und
650 rpm inkubiert. Um iiberschiissiges PEG zu entfernen,
wurde dreimal 20 min bei 13000 g zentrifugiert und nach
Abnahme des Uberstandes in Wasser resuspendiert. Das
letzte Mal wurden zum Sediment 2 ul 10 mg ml! 1-Ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und 3,6 ul
10 mg mI"'  N-Hydroxysulfosuccinimid (sulfo-NHS) in
10 mM MES pH 5 gegeben und 10 min bei 37 °C und
650 rpm inkubiert. Nach Zugabe von 500 ul MES wurde
die Losung bei 13000 g 10 min zentrifugiert. Nach Ab-
nahme des Uberstandes wurden zum Riickstand 16 pl
1,2 mg ml"! anti-AMT und 400 ul MES gegeben und tiber
Nacht bei RT und 300 rpm inkubiert. Anschlieend wurde
30 min bei 8000 g und 4 °C zentrifugiert. Nach Abnahme
des Uberstandes wurde in Hydrogencarbonat-Puffer
pH 8,0 resuspendiert und 30 min inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurde in 20 mg ml! RSA in 10 mM MES
pH 6 resuspendiert und 1 h bei RT und 300 rpm inkubiert.
AbschlieBend wurden zentrifugiert, der Uberstand abge-
nommen und mit PBS pH 7,4 auf 1 ml aufgefiillt und
100 mg Saccharose zugegeben.
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Biotinylierter Antikérper an Streptavidin-Gold (SB): 5 ul
1,2 mg ml"! anti-AMT wurden mit 0,47 ul 1 mg ml"! NHS-
PEG4-Biotin (Thermo Scientific) in 50 ul PBS 1 h bei RT
inkubiert. Um {iberschiissiges Biotinylierungsreagenz zu
entfernen, wurden 400 ul PBS zugegeben und mit Zentri-
fugenfiltern (Amicon Ultra 30 K) dreimal 20 min bei
8000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Riickstand wurde zu
1 ml OD 1 Streptavidin-Gold (SAuNP, microcoat, AuNP-
Durchmesser 40 nm) gegeben und 1 h bei RT und 300 rpm
inkubiert. Anschliefend wurde die Lésung wie oben gewa-
schen und dabei mit 1 mg ml"' RSA in TRIS pH 7,4 resus-
pendiert Beim letzten Mal wurde mit 0,1 mg ml"' RSA auf
1 ml aufgefiillt und es wurden 100 mg Saccharose zugege-
ben.

UV-Vis-Spektroskopie

UV-Vis-Spektren wurden in 1 cm Quartz-Kiivetten mit
einem Lambda 9 Spektrometer aufgenommen. Die Refe-
renzkiivette wurde mit PBS gefiillt und die Spektren von

450 — 700 nm bei einer spektralen Auflosung von 1 nm
aufgenommen.

Dynamische Lichtstreuung

DLS-Messungen wurden mit einem Zetasizer Nano ZS
von Malvern Panalytical mit 50 pl Probe in Einweg-
Mikrokiivetten unter einem Winkel von 173 © bei 25 °C
durchgefiihrt. Die Wellenlinge des HeNe-Lasers war
633 nm. Jede Probe wurde dreifach bestimmt und ein
Durchschnittsergebnis gebildet. Der verwendete Bre-
chungsindex fiir die Partikel war 0,135 und als Probenvis-
kositdt wurde die Viskositdt von Wasser 0,8872 und der
Brechungsindex 1,330 angenommen.

Membranstrukturierung

Nitrocellusemembranen (CN-140 UniSart, Sartorius)
wurden mit Kalt-Laserablation strukturiert [18]. Ein
Yb:KGW-Festkorperlaser (Light Conversion Pharos, Vil-
nius, Litauen) mit einer Wellenldnge von 1030 nm wurde
zur Strukturierung verwendet. Dieser Laser wurde mit ei-
ner Pulsfrequenz von 600 kHz, einer Laserleistung von
6,74W und einer Schreibgeschwindigkeit von
2400 mm s auf die Nitrocellulosemembran fokussiert.
Eine hohe Photonendichte wurde mit ultrakurzen Laserpul-
sen von 212 fs auf einen 19 um groBen Spot fokussiert.
Auf diese Weise wurden Kanalbarrieren im Abstand von
1000 um strukturiert, wodurch vier Kanile entstanden.
Auch Konvexititen wurden wie beschrieben realisiert.

Aufbau Teststreifen

Fiir die Sample Pads wurden Cellulosestreifen (Merck
Millipore) 4 h in 0,5 % RSA und 0,25 % Tween® 20 in
100 mM TRIS pH 8 unter leichtem Schiitteln impréagniert
und anschlieend bei RT iiber Nacht getrocknet. Mit dem
Laser strukturierte Glasfaserstreifen wurden zur Verwen-
dung als Konjugat Pad in 10 mg ml"' RSA in PBS pH 7,4
1 himprégniert und iiber Nacht bei RT getrocknet. Auf den
Stegen der Pads wurden zweimal 2,18 ul DR-Konjugat-
Losung (OD 0,92) aufgebracht und 1 h bei 37 °C getrock-
net. Die Test- und Kontrolllinie wurden auf die Teststreifen
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Abb. 3: Schematischer Aufbau der verwendeten Test-
streifen

mittels eines Kontaktlos-Spotters von M2-Automation auf-
gebracht. Dazu wurden zweimal 45 nl einer 1 mg ml! Lo-
sung mit einer Pulsdauer von 950 us gespottet. Fiir die
Testlinie wurde Nortriptylin-RSA-Konjugat (CalBiorea-
gents) und fiir die Kontrolllinie anti-Maus (polyklonal,
Ziege, Bio-Rad) verwendet. Als Absorbent Pad wurden die
gleichen Cellulosestreifen wie flir die Sample Pads ohne
Imprégnierung verwendet.

Um den Teststreifen aufzubauen, wurde die Nitrocellulo-
semembran auf eine Plastikkarte aufgeklebt. Auf der einen
Seite wurde das strukturierte Konjugat-Pad und das
Sample Pad aufgeklebt, auf der anderen Seite das Absor-
bent Pad (s. Abb. 3). Dabei iiberlappten die einzelnen Be-
standteile 1 mm. Um den Test zu starten, wurde Proben-
fliissigkeit auf das Sample Pad aufgetragen. Die Probe
floss iiber das Konjugat Pad, wo sie die mit Goldnanopar-
tikeln markierten Antikorper 16ste, und durch Kapil-
larkrifte durch die Nitrocellulosemembran bis zum Absor-
bent Pad transportiert wurde, welches iiberschiissige Pro-
benfliissigkeit autnahm. Auf der Testlinie befand sich das
immobilisierte NRT-RSA-Konjugat, an welches freie anti-
AMT-Goldnanopartikel banden. Nach der Testlinie pas-
sierte die Probe die Kontrolllinie, auf welcher anti-Maus
nicht bereits an der Testlinie gebundene anti-AMT-Gold-
nanopartikel fingen und so den erfolgreichen Fluss anzeig-
ten.

Kalibrierung

Fiir die Aufnahme einer Kalibrierung wurden auf acht
strukturierte Teststreifen 250 pl Probenldsung mit ver-
schiedenen AMT-Konzentrationen (0, 1, 10, 30, 100, 300,
1000, 10000 pg I'") in PBS pH 7,4 aufgebracht und im tro-
ckenen Zustand einzeln fotografiert (Kompaktkamera
RX100I1L, Sony).

Auswertung

Die Farbspots auf den Teststreifen wurden mit einer ei-
gens entwickelten Software, die auf Deep Learning basiert,
ausgewertet. Diese verwendet die mit dem Laser aufge-
brachten Strukturen, um die Testzonen im Foto zu finden
und alle Testzonen zu lokalisieren. Da die Sensitivitit ge-
geniiber der Rotfiarbung im griinen Farbkanal am grofiten
ist, wird fiir die Auswertung nur der griine Kanal verwen-
det. Anhand mehrerer Referenzpunkte auf dem Sensor
konnen lokale und globale Beleuchtungsvariationen korri-
giert werden. Um nur die Pixel auszuwerten, in denen der
rote Farbumschlag stattgefunden hat, wird eine Segmentie-
rung durchgefiihrt, die auf der Otsu Schwellwert-Methode
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basiert [19]. Die Intensitdt wird als Differenz der mittleren
Intensitit des roten Spots und einer Referenzzone direkt
davor berechnet. AnschlieBend wird der Quotient aus In-
tensitdt der Testlinie und der Kontrolllinie gebildet und der
Mittelwert und die Standardabweichung der Signale der
vier Kanile eines Teststreifens berechnet. Die Signale wur-
den auf das Signal der Nullkonzentration normiert. Zur Er-
mittlung einer Kalibrierfunktion wurde eine logistische
Funktion mit Origin 2021 an die Werte angepasst. Die
Nachweisgrenze (LOD) wurde als Schnittpunkt der unte-
ren Grenze des 95 % Konfidenzbandes mit der Kalibrier-
kurve und die Bestimmungsgrenze (LOQ) als Schnittpunkt
mit der oberen Grenze des Konfidenzbandes bestimmt.

Ergebnisse

Dynamische Lichtstreuung

DLS-Messungen erlauben die Bestimmung der Grofle
von Partikeln in kolloidalen Losungen. Dabei wird der
hydrodynamische Durchmesser bestimmt. Die Partikel-
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Abb. 5: Groflenverteilung der Konjugate mit DLS be-
stimmt, a) zahlenméBige Verteilung des hydrodynami-
schen Durchmessers der Konjugate DP, DR und PE im
Vergleich zum Edukt Goldnanopartikeln mit 20 nm
Durchmesser, b) Intensitdtsverteilung des hydrodynami-
schen Durchmessers des Konjugats SB im Vergleich zum
Edukt Streptavidin-Gold (SAuNP)
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DP DR SB PE

Abb. 4: Konjugate DP, DR, SB und PE fotografiert in
Kiivetten

grofe der hergestellten Konjugate und der Edukte (AuNP
und SAuNP) wurde bestimmt (s. Abb. 5). Dabei wird deut-
lich, dass die verwendeten AuNP mit einem laut Hersteller
20 nm Durchmesser, einen hydrodynamischen Durchmes-
ser (Z-Average) von (22,73 + 0,16) nm haben s. Abb. Sa.
Die Verteilung der daraus hergestellten Konjugate DR, DP
und PE zeigt, dass der Durchmesser durch die Beschich-
tung zunimmt und im Fall von DR und DP zu einer leichten
Verbreiterung des Peaks fiihrt. Bei PE sind zwei Peaks bei
groferen Durchmessern zu sehen. Beim Vergleich der
GroBenverteilung von SB-Konjugat zu seinem Edukt
SAuNP zeigt sich eine dhnliche Verteilung mit zwei Peaks
zu groferen Durchmessern verschoben s. Abb. 5b.
UV-Vis-Spektroskopie

Die hergestellten Konjugate wurden nach der Synthese in
Kiivetten fotografiert s. Abb. 4. Darauf ist direkt zu erken-
nen, dass alle Konjugate eine intensiv rote Farbe aufwei-
sen, wobei das Konjugat DR die hochste Farbintensitét
zeigt, wahrend die Intensitit von DP und PE geringer aus-
fallt. Da alle Synthesen mit 1 ml Goldnanopartikel-Losung
gestartet und am Ende auf das gleiche Volumen gebracht
wurden, kann aus der Farbintensitit auf die Verluste wih-
rend der Synthesen geschlossen werden. DR weist die ge-
ringsten Verluste auf.

Daher wurde fiir das Konjugat DR und sein Edukt AuNP
ein UV-Vis-Spektrum aufgenommen s. Abb. 6. Das Spekt-
rum von AuNP zeigt ein Maximum bei der Wellenldnge
Amax 522 nm und eine optische Dichte von 1,0 wie vom
Hersteller angegeben. Nach der Beschichtung mit
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Abb. 6: UV-Vis-Spektren von Konjugat DR und AuNP
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Abb. 7: Kalibrierung fiir Konjugat DR: Es wurde das nor-
mierte Signal (Quotient aus Intensitit der Testlinie und
Intensitét der Kontrolllinie) als Funktion der AMT-Kon-
zentration aufgetragen. Zur Erstellung einer Kalibrier-
kurve (rot) wurde eine logistische Funktion verwendet.
Die Konfidenzbéander (95 %, hellrot), LOD und LOQ
(grau) sind eingezeichnet.

reduziertem Antikorper verschiebt sich das Maximum wie
erwartet zu hoheren Wellenldngen, hier zu 534 nm, und ei-
ner optischen Dichte von 0,9.

Kalibrierung

Das Konjugat DR wurde auf seine Funktionsweise auf
den Teststreifen untersucht. Dafiir wurde eine Kalibrierung
mit acht verschiedenen AMT-Konzentrationen aufgenom-
men s. Abb. 7. Die Kalibrierkurve folgt einer logistischen
Funktion, die erfolgreich angepasst wurde s. Tab. 1. An-
hand des Konfidenzbandes wurden LOD und LOQ be-
stimmt. Die LOD liegt bei 4,8 ug 1'' und die LOQ bei
7,2 ug I,

Tab. 1: Formel fiir den logistischen Fit und dic Werte mit
Standardfehlern der angepassten Funktion

A — A,
Formel y_1+(£)p+A2
Xq
Parameter Wert Standardfehler
Ay 99 5
A, 1,9 1,9
X 42 6
p 0,87 0,09
Diskussion

Dynamische Lichtstreuung

Die DLS-Messungen (s. Abb. 5) zeigen, dass die AuNP
mit einem Durchmesser von 20 nm eine schmale Grofen-
verteilung aufweisen. Durch die Beschichtung kommt es
zu einer VergroBerung des Durchmessers, was ein Hinweis
auf eine erfolgreiche Anbindung des Antikdrpers an die
Goldoberflache ist. Gleichzeitig verbreitern sich die Peaks
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bei DP und DR etwas, was durch unterschiedliche Anlage-
rung des Antikdrpers verursacht oder ein Hinweis auf ge-
ringe Agglomeration sein kann. Fiir PE zeigt die DLS-
Messung zwei Peaks bei grofleren Durchmessern und da-
mit die Agglomeration der Partikel. Bei dieser Synthese
wurden mit Carbodiimid-Chemie Bindungen zwischen der
Carboxylgruppe des PEG und Aminogruppen des Antikor-
pers gebildet. Wenn EDC/sulfo-NHS durch die Zentrifuga-
tion nicht vollstindig entfernt wurde, ist es mdglich, dass
Carboxylgruppen der Antikdrper aktiviert wurden und an-
schlieBend mit Aminogruppen anderer Antikdrper reagier-
ten und hier kovalente Bindungen kniipften, die sich als
Agglomerate zeigen.

In der GroBenverteilung von SAuNP und SB sind zwei
Peaks zu sehen. Der kleinere ldsst sich vermutlich RSA zu-
ordnen, welches zur Absittigung zugegeben wurde, wéh-
rend der Peak beim groferen Durchmesser fiir SAuNP den
40 nm grofen Goldpartikeln mit Streptavidin-Beschich-
tung entspricht. Durch die Anbindung des biotinylierten
Antikorpers an die Partikel vergroBert sich der Durchmes-
ser, ohne dass es zu einer Peakverbreiterung kommt. Hier
ist davon auszugehen, dass die Partikel kaum agglomerie-
ren.

Aus den DLS-Messungen ldsst sich schlieBen, dass vor
allem die Anbindung des Antikorpers tiber einen PEG-Lin-
ker zu Agglomeration fithren kann. Somit ist die PE-Syn-
these in dieser Hinsicht am wenigsten geeignet.
UV-Vis-Spektroskopie

Die Fotos der Konjugat-Losungen (s. Abb. 4) zeigen eine
rote Farbe fiir alle Konjugate. Das deutet darauthin, dass
keine Flokkulation aufgetreten ist und bei allen Konjugaten
eine erfolgreiche Beschichtung und Stabilisierung der
Goldnanopartikel stattfindet. Die hochste Farbintensitét
zeigt das Konjugat DR, damit weist dieses Konjugat die
hochste Ausbeute auf. Die geringere Ausbeute des PE-
Konjugats lédsst sich mit der stirkeren Agglomeration er-
klaren. Weitere Verluste lassen sich auf die unterschiedli-
che Stabilisierung der Konjugate durch die jeweilige Be-
schichtung und unterschiedliche starke Adsorption an die
Wiénde der Reaktionsgefille zuriickfithren. AuBerdem
kann es bei jedem Schritt des Uberstands abnehmen dazu
kommen, dass versehentlich auch die Nanopartikel ent-
nommen wurden. Insgesamt wurde bei DR die hochste
Ausbeute erreicht. Daher scheint diese Synthese die beste
Zu sein.

Das UV-Vis-Spektrum des DR-Konjugats zeigt die er-
wartete Verschiebung zu hoheren Wellenldngen. Die
starke Absorption von Goldnanopartikeln ist mit der Ober-
flachenplasmonenresonanz zu erkldren, welche sich mit
der PartikelgroBe dndert. Bei groBeren Partikelgrofen ver-
schiebt sich das Maximum der Absorption zu gréferen
Wellenléingen. AuBerdem lésst sich aus der Anderung der
Extinktion des Maximums erkennen, dass eine Ausbeute
von 90 % erreicht wurde. Da es zu keiner Peakverbreite-
rung durch die Synthese kommt, spielt Agglomeration eine
vernachlédssigbare Rolle.
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Kalibrierung

Eine Kalibrierung auf den Teststreifen konnte erfolgreich
durchgefiihrt werden. Die erreichte LOD von 4,8 pg 1!
liegt eine GroBenordnung hoéher als mit einem markie-
rungsfreien Immunoassay mit Reflektometrischer Interfe-
renzspektroskopie (0,3 ug 1Y) [20] erreicht wurde, ist aber
ausreichend, um AMT in Patientenproben nach einer zehn-
fachen Verdiinnung der Plasmaproben zu quantifizieren.
Die wirksame Plasmakonzentration liegt bei 50 -
139 pg I'' [21].

Fazit

Es wurde gezeigt, dass die Anbindung von anti-AMT an
Goldnanopartikel nach Reduktion der AntikOrper mit
TCEP und anschlieBender direkter Anbindung der durch
Reduktion erhaltenen Antikorperhélften an die Goldober-
flache tiber die freigesetzten Thiolgruppen besser geeignet
ist als andere Methoden. Der Vorteil dieser Synthese liegt
darin, dass sie einfach, schnell, mit groler Ausbeute und
guter Stabilisierung der Goldnanopartikel erfolgt. Mit die-
sem Konjugat wurde erfolgreich eine Kalibrierung auf
Teststreifen aufgenommen und ein Arbeitsbereich erreicht,
indem Amitriptylin in realen Patientenproben quantifiziert
werden kann.
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