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Zusammenfassung:

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines Sub-
strats zur Verstarkung der Fluoreszenz eines fluoreszierenden
Moleklls, wobeil das Substrat einen festen polymeren Trager mit
einer Mehrzahl voneinander getrennter Vertiefungen umfasst und
der feste Trager zumindest teilweise mit mindestens einem Metall

beschichtet ist.
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Die vorliegende Erfindung betrifft die Bereitstellung von
nano-strukturierten Oberflidchen, die sich in besonders vorteil-
hafter Weise dazu eignen, die Fluoreszenz geeigneter Molekiile
bei Anndherung selbiger Molekiile an diese Oberfldchen zu ver-—
starken. Dieser Effekt ist auch als metallverstarkte Fluoreszenz
(MEF, ,Metal Enhanced Fluorescence"“) oder oberflachenverstarkte
Fluoreszenz (SEF, ,Surface Enhanced Fluorescence"Y) bekannt.

MEF und SEF beruhen auf einer elektromagnetischen Interakti-
on des einfallenden (anregenden), meist kohdrenten (d.h. Laser)
Lichtes mit dem Elektronenplasma von Nano-Metallstrukturen. Dies
fihrt zu einer Verstarkung der Lichtausbeute fluoreszierender
Molekile bei deren Anndherung (z.B. Bindung) an eine Oberfl&che,
die derartige Metallstrukturen aufweist. Dadurch leuchten an der
Oberflache gebundene Molekile intensiver, weil ihre Fluoreszenz
verstdrkt wird.

Durch die Verstarkung der Fluoreszenz kénnen an eine Ober-
flache gebundene Molekile in geringsten Konzentrationen gemessen
werden. Beispielsweise ldsst sich die Bindung eines fluoreszenz-
markierten Antikdrpers in Form seiner Bindungskinetik direkt
verfolgen.

Das AusmaB der Verstarkung ist von Form, GrdbBe und Abstand
der Nano-Metallstrukturen und vom der verwendeten Metallart
(z.B. Au, Ag, Al etc.) abhadngig. So finden sich in der Literatur
Beschreibungen von spharischen (haufig Kolloide; siehe z.B. B
Yang et al. Small 6(2010): 1038-43; Corrigan T et al J Flu-
orescence 15(2005) :777-784) dreieckigen bzw. pyramidenfdrmigen
(siehe z.B. Pompa et al. Nature Nanotechnology 1(2006):126 -
130; Cade et al. Nanotechnology. 15(2009):20(28)) oder draht-
bzw. stabfdormigen Metallstrukturen, die nicht zusammenhdngend
sind und sogenannte Metallinseln ausbilden. Die erzielten Ver-—
starkungsfaktoren schwanken jedoch stark und die Nano-—
Metallstrukturen sind in den meisten Fallen nicht reproduzier-—
bar.

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein Substrat
zur Verfligung zu stellen, das reproduzierbar herstellbar und in
der Lage ist, die Fluoreszenz einer fluoreszierenden Substanz zu
verstédrken, sobald die fluoreszierende Substanz in die Nadhe des

Substrats (z.B. 10 nm oder weniger) gebracht wird, wobei diese
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Substrate iliberdurchschnittlich hohe Verstadrkungsfaktoren bei
MEF-Messungen erlauben sollen.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Substrat und deren
Verwendung zur Verstarkung der Fluoreszenz eines oder mehrerer
fluoreszierender Moleklile, wobei das Substrat einen festen poly-
meren Trager mit einer Mehrzahl voneinander getrennter Vertie-
fungen umfasst und der feste Trager zumindest teilweise mit min-
destens einem Metall beschichtet ist.

Es hat sich iUberraschender Weise herausgestellt, dass Sub-
strate mit dem erfindungsgemaBen Aufbau in der Lage sind, die
Fluoreszenzausbeute (Quantenausbeute) eines fluoreszierenden Mo-
lekilils bzw. eines Fluorophors mit und ohne Verwendung kohdrenten
Lichtes signifikant zu steigern sofern sich das mindestens eine
fluoreszierende Moleklil bzw. Fluorophor in der Nahe befindet
(metallverstarkte Fluorezenz; MEF). Unter ,Fluoreszenzausbeute"
bzw. ,Quantenausbeute™ wird das Verhdltnis zwischen der Anzahl
der emittierten und absorbierten Photonen verstanden.

Die Fluoreszenzausbeute mit den erfindungsgemalen Substraten
ist sogar um ein Vielfaches hdher als die Ausbeute unter Verwen-
dung bisher bekannter Substrate, an deren Oberflache sich in der
Regel metallische Inseln befinden. Diese Steigerung in der Fluo-
reszenzausbeute ist dahingehend iliberraschend, da man bisher da-
von ausging, dass der MEF-Effekt nur an Oberflachen zustande
kommen kann, die metallische Inseln in Form von abgelagerten Me-—
tall-haltigen Kolloiden oder sonstigen voneinander isolierter
und Metall-beschichteter Bereiche auf einer Oberfldche aufweisen
(Matveeva E. et al., Anal Biochem 334(2004):303-11; Geddes C.D.,
et al. J Fluoresc 12(2002):121-129). Substrate mit einer durch-
gehenden Metallschicht bzw. ohne Erhebungen sind bekannt dafiir
wegen eines Fluoreszenz-Quenching Effekts der Metalloberflache
selbst, keinen oder einen sehr geringen MEF-Effekt zu zeigen
(Pineda E.C., et al. J. Chem. Phys. 83(1985):5330-5337; Barnes
W.L., J Mod Opt, 45(1998):661-699). Aus diesem Grund hatte ein
Fachmann - ohne Kenntnis der vorliegenden Erfindung - einen fes-
ten Tradger mit Erhebungen und nicht einen Tradger mit Vertiefun-
gen zum Beschichten mit einem Metall ausgewd&hlt.

Das erfindungsgemalbe Substrat wird zur Verstadrkung der Fluo-
reszenz von Fluorophoren eingesetzt. D.h. die erfindungsgemdlen

Substrate finden Uberall dort Anwendung wo die Verstdrkung der
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Fluoreszenz (d.h. eine Erhdhung der Fluoreszenzausbeute) er-
winscht ist. Daher kann das erfindungsgemabe Substrat z.B. bei
Immunoassays, Jjeder Form der molekularen Diagnostik mittels Nuk-
leinsauren (PCR, RT-PCR), zellbasierten Bioassays (wie sie hau-
fig beim High-Throughput-Screening (Hochdurchsatz-Screening)
vorkommen, histologischen oder zellularen Untersuchungen, Multi-
Plexing Testsystemen (z.B. LUMINEX) verwendet werden, sofern
Fluoreszenz zum Nachweis der Zielmoleklile eingesetzt wird.

Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-—
findung erfolgt die Verstarkung der Fluoreszenz in einem Abstand
von 0 bis 50 nm, vorzugsweise von 1 bis 50 nm, noch mehr bevor-
zugt von 1 bis 40 nm, noch mehr bevorzugt von 2 bis 40 nm, noch
mehr bevorzugt von 1 bis 30 nm, noch mehr bevorzugt von 2 bis 30
nm, noch mehr bevorzugt von 3 bis 30 nm, noch mehr bevorzugt wvon
1 bis 20 nm, noch mehr bevorzugt von 2 bis 20 nm, noch mehr be-
vorzugt von 3 bis 20 nm, noch mehr bevorzugt von 5 bis 20 nm,
noch mehr bevorzugt von 5 bis 15 nm, zu dem Metall, welches sich
auf der Oberfldche des festen polymeren Tragers befindet.

Unter ,fluoreszierende Molekilile™, wie hier verwendet, werden
erfindungsgemall Molekiille subsummiert, welche nach Anregung durch
elektromagnetische Wellen, wie z.B. Licht einer bestimmten Wel-
lenlénge, spontan Licht emittieren. ,Fluorophore"™ ist hierbei
ein Uberbegriff und ein Synonym solcher Molekiile und umfasst so-
mit auch Molekile, die fluoreszieren bzw. schwach fluoreszieren
und meist nicht als Fluorophore bezeichnet werden. Beispiele
solcher Molekiile sind Proteine oder Nukleinsauren, deren Fluo-
reszenz (,intrinsische Fluoreszenz“) iber aromatische Strukturen
(z.B. Uber die Aminosauren Tryptophan oder Tyrosin) vermittelt
wird.

Der ,feste Trager"“™ kann erfindungsgemd@B aus einem beliebigen
polymeren Material bestehen, sofern sich dieses mit einem Metall
beschichten lasst und sofern Vertiefungen erzeugt werden kdnnen.
Beispielsweise umfasst oder besteht der feste polymere Trager
aus synthetischen Polymeren wie Polystyrol, Polyvinylchlorid o-
der Polykarbonat, Cyloolefin, Polymethylemthacrylat, Polylaktat
oder Kombinationen davon. . Grundsdtzlich waren auch nicht-
polymere Trager wie Metalle, Keramiken oder auch Glas einsetz-
bar, sofern sich dieser mit einem Metall beschichten lasst und

sofern Vertiefungen erzeugt werden konnen.
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Der feste Tradger umfasst mindestens ein Material ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus der Gruppe der thermoplastischen
Polymere und der Polykondensate.

GemaB einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-—
findung ist das thermoplastische Polymer ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus Polyolefine, Vinylpolymere, Styrolpolymere,
Polyacrylate, Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkunstoffe.

Das Polykondensat ist vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus thermoplastische Polykondensate, duroplastische
Polykondensate und Polyaddukte.

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der vor-
liegenden Erfindung umfasst das Material des polymeren festen
Tragers organische und/oder anorganische Zusatzstoffe und/oder
Fillstoffe, wobei diese vorzugsweise ausgewahlt sind aus der
Gruppe bestehend aus TiO,, Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lipi-
de und Wachse.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Herstellung eines Substrats zur Verstadrkung der
Fluoreszenz eines Fluorophors umfassend den Schritt des Be-
schichtens eines festen Tragers gemal der vorliegenden Erfindung
mit mindestens einem Metall.

Die erfindungsgemalen festen Tradger inklusive Vertiefungen
kénnen grundsdtzlich mit verschiedenen Verfahren hergestellt

werden (siehe Fig. 15).

(a) Die festen Trager werden mit samt den Vertiefungen in ei-
nem Schritt gefertigt (z.B. Spritzguss) (siehe Fig.
15(a))

(b) Die Vertiefungen werden in einen bestehenden festen Tra-
ger in weiteren Prozessschritten einbracht (z.B. HeiRpra-
gen, Elektronenstrahllithografie oder ,Extreme Ultra Vio-
let™ (EUV) in Verbindung mit Reaktiven Ionendtzen oder
Laserablation) (siehe Fig. 15(b))

(c) Auf einem festen Trager wird eine diinne strukturierbare
Polymerschicht aufgebracht, in welche die Vertiefungen
eingebracht werden, wie beispielsweise bei der Herstel-
lung der BD-50 Blu-ray Disc (UV-Nanoimprintlithographie)
(siehe Fig. 15(c)).
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Besonders geeignet zur Herstellung dieser Strukturen ist
auch die sogenannte Nanopragelithografie (Chou S. et al., Nano-
imprint lithography, Journal of Vacuum Science & Technology B
Volume 14, Nr. 6, 1996, S. 4129-4133) angewandt werden. Zur Her-
stellung von Nanostrukturen mittels Nanopragelithografie bend-
tigt man ein Positiv, meist ein Monomer oder Polymer, sowie ei-
nen nanostrukturierten Stempel (,Master™). Der Stempel selbst
kann durch Nanolithographie produziert werden, wobei dieser al-
ternativ auch durch Atzen hergestellt werden kann. Das Positiv
wird auf ein Substrat aufgebracht und anschlieBend ilber die Tem-
peratur des GlasuUbergangs erhitzt, d.h., es wird verflissigt,
bevor der Stempel eingedrickt wird. Um ein kontrollierbares (und
kurzzeitiges) Aufheizen zu erreichen, wird haufig Laser bzw. UV-
Licht eingesetzt. Auf Grund der Viskositadt des Positivs beim Er-
hitzen werden die Zwischenrdume des Stempels vollstandig damit
ausgefiillt. Nach dem Abkilhlen wird der Stempel wieder entfernt.
Das Positiv, das den festen Trager des erfindungsgemalen Sub-
strats darstellt, wird mittels Sputter-Verfahren mit Metall be-
schichtet.

Die Strukturierung der Stempel fir die Lithografie kann wie-
derum mit Nanoimprint erfolgen. Als Materialien wird dabei Glas
oder lichttransparenter Kunststoff verwendet.

Besonders bevorzugt ist die Herstellung des festen Tragers
inklusive Vertiefungen mittels Spritzguss. Die Formeinsadtze hier-
flir werden typischerweise mittels Ni-Galvanik von einem litho-
grafisch hergestellten Si-Wafer abgezogen

Der feste Trager kann grundsatzlich eine beliebige Form
(z.B. kugelfdrmig, planar) aufweisen, wobei eine planare Form
besonders bevorzugt ist.

Eine ,Vertiefung", wie hier verwendet, bezieht sich auf das
Niveau der die Vertiefung umgebenden Oberflache des festen Tra-
gers und erstreckt sich in den Trager hinein und nicht wie eine
Erhebung oder Erhdhung aus diesem heraus. Eine Vertiefung im
Sinne der vorliegenden Erfindung weist einen Boden auf, der
durch die Seitenwande begrenzt ist. Die Tiefe ist somit der Ab-
stand von der Oberflache bis zu einem Boden der Vertiefung. Die
Vertiefungen am festen Trager konnen unterschiedliche Formen

(z.B. rund, oval, viereckig, rechteckig) aufweisen.
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Eine ,Mehrzahl“ von Vertiefungen, wie hier verwendet, bedeu-
tet, dass der erfindungsgemdlRe feste Trager mindestens eine,
vorzugswelise mindestens zwei, noch mehr bevorzugt mindestens 5,
noch mehr bevorzugt mindestens 10, noch mehr bevorzugt mindes-—
tens 20, noch mehr bevorzugt mindestens 30, noch mehr bevorzugt
mindestens 50, noch mehr bevorzugt mindestens 100, noch mehr be-
vorzugt mindestens 150, noch mehr bevorzugt mindestens 200, Ver-
tiefungen aufweist. Diese Vertiefungen konnen auf einer Flache
des festen Tragers von 1000 pm?, vorzugsweise von 500 um?, noch
mehr bevorzugt von 200 um?, noch mehr bevorzugt von 100 um?,
vorgesehen sein. Alternativ kodnnen sich die Vertiefungen Uber
eine La&nge von vorzugsweise 1000 pm, noch mehr bevorzugt von 500
pum, noch mehr bevorzugt von 200 pm, noch mehr bevorzugt von 100
pum, erstrecken.

»vVoneinander getrennte Vertiefungen", wie hier verwendet,
bedeutet, dass die Vertiefungen durch deren Seitenbegrenzungen
voneinander getrennt und keine Verbindung zueinander aufweisen -
auch nicht an der Oberfldche des festen Tragers.

Gema@B einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfin-
dung weisen die Vertiefungen des festen Tradgers eine Lange und
eine Breite aufweisen, wobei das Verhaltnis der Ladnge zur Breite
2:1 bis 1:2, insbesondere ca. 1:1, betragt.

Die Vertiefungen am festen Trager konnen im Prinzip jede
Form aufweisen. Besonders bevorzugt sind jedoch Vertiefungen,
die ein Verhaltnis der Lange zur Breite von 2:1 bis 1:2, vor-
zugsweise 1,8:1, vorzugsweise 1,6:1, vorzugsweise 1,5:1, vor-
zugsweise 1,4:1, vorzugsweise 1,3:1, vorzugsweise 1,2:1, vor-
zugsweise 1,1:1, vorzugsweise 1:1,8, vorzugsweise 1:1,6, vor-—
zugsweise 1:1,5, vorzugsweise 1:1,4, vorzugsweise 1:1,3, vor-
zugsweise 1:1,2, vorzugsweise 1:1,1, insbesondere 1:1, aufwei-
sen.

Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der vorlie-
genden Erfindung betrdgt die Lange und die Breite der Vertiefun-
gen 0,1 pm bis 2 pm, vorzugsweise 0,2 um bis 2 um, vorzugsweise
0,3 pm bis 2 pm, vorzugsweise 0,1 um bis 1,8 pm, vorzugsweise
0,2 ym bis 1,8 um, vorzugsweise 0,3 pm bis 1,8 um, vorzugsweilse
0,1 pm bis 1,5 um, vorzugsweise 0,2 pm bis 1,5 um, vorzugswelse
0,3 pm bis 1,5 um, vorzugsweise 0,1 pm bis 1,2 um, vorzugswelse

0,2 uym bis 1,2 um, vorzugsweise 0,2 pm bis 1,2 um, vorzugsweilse
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0,1 pm bis 1 pm, vorzugsweise 0,2 um bis 1 um, vorzugsweise 0,3
pm bis 1 pm, vorzugsweise 0,1 upm bis 0,8 pm, vorzugsweise 0,2 um
bis 0,8 um, vorzugsweise 0,3 um bis 0,8 um, vorzugsweise 0,1 pm
bis 0,6 um, vorzugsweise 0,2 pm bis 0,6 um, vorzugsweise 0,3 um
bis 0,6 pum, am meisten bevorzugt 0,2 um bis 0,6 pm.

Besonders bevorzugt weisen die Vertiefungen des erfindungs-—
gemaben festen Tragers eine im Wesentlichen runde Form auf, wo-
bei ,im Wesentlichen rund™ auch ovale und ellipsoide Formen ein-
schlieBt. Die Form der Vertiefung ist bei einer Draufsicht auf
die Oberflache des festen Tradgers erkennbar.

Die Vertiefungen weisen vorzugsweise eine Tiefe von 0,1 um
bis 5 pm, vorzugsweise von 0,1 pm bis 4 um, vorzugsweise wvon 0,1
pm bis 3 um, vorzugsweise von 0,1 um bis 2 pm, vorzugsweise von
0,1 pm bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,1 um bis 1,2 pm, vorzugs-—
weise von 0,1 pm bis 1 um, vorzugsweise von 0,1 um bis 0,9 um,
vorzugsweise von 0,1 pm bis 0,8 pm, vorzugsweise von 0,2 pm bis
5 pm, vorzugsweise von 0,2 um bis 4 um, vorzugsweise von 0,2 um
bis 3 pm, vorzugsweise von 0,2 pm bis 2 um, vorzugsweise wvon 0,2
pm bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,2 pm bis 1,2 um, vorzugswelse
von 0,2 um bis 1 pm, vorzugsweise von 0,2 pm bis 0,9 um, vor-
zugsweise von 0,2 pm bis 0,8 um, vorzugsweise von 0,3 um bis 5
pm, vorzugsweise von 0,3 pm bis 4 um, vorzugsweise von 0,3 um
bis 3 pm, vorzugsweise von 0,3 pm bis 2 pm, vorzugsweise von 0,3
pm bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,3 pm bis 1,2 um, vorzugsweilse
von 0,3 pm bis 1 um, vorzugsweise von 0,3 pum bis 0,9 um, vor-
zugsweise von 0,3 um bis 0,8 pm, auf. Die Tiefe der Vertiefung
ist der Abstand von der Oberfldche des festen mit Metall be-
dampften Tragers bis zu dem Boden der Vertiefung.

GemaB einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-—
findung weisen die Vertiefungen einen Abstand (,Periode") zuei-
nander von 0,2 um bis 2,5 pm, vorzugsweise von 0,3 pm bis 1,4
pm, mehr bevorzugt von 0,4 ym bis 1,3 pm, auf. In einer weiteren
bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung wiesen
die Vertiefungen einen Abstand zueinander von 0,2 um bis 2 um,
vorzugsweise von 0,2 um bis 1,8 pm, vorzugsweise von 0,2 um bis
1,6 um, vorzugswelise von 0,2 um bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,2
pm bis 1,4 um, vorzugsweise von 0,2 pm bis 1,3 um, vorzugswelse
von 0,3 um bis 2,5 pm, vorzugsweise von 0,3 pm bis 2 um, vor-

zugsweise von 0,3 pm bis 1,8 um, vorzugsweise von 0,3 um bis 1,6
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pm, vorzugsweise von 0,3 pum bis 1,5 pm, vorzugsweise von 0,3 pm
bis 1,3 um, vorzugsweise von 0,4 um bis 2,5 pm, vorzugsweise von
0,4 uym bis 2 pm, vorzugsweise von 0,4 pm bis 1,8 pm, vorzugswei-
se von 0,4 um bis 1,6 pm, vorzugsweise von 0,4 pm bis 1,5 um,
vorzugsweise von 0,4 um bis 1,4, vorzugsweise von 0,5 pm bis 2,5
pm, vorzugsweise von 0,5 pm bis 2 um, vorzugsweise von 0,5 um
bis 1,8 um, vorzugsweise von 0,5 pum bis 1,6 pm, vorzugsweise von
0,5 pm bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,5 um bis 1,4 pm, vorzugs-—
weise von 0,5 pm bis 1,3 pm, vorzugsweise von 0,6 pm bis 2,5 um,
vorzugsweise von 0,6 um bis 2 um, vorzugsweise von 0,6 pm bis
1,8 pm, vorzugsweise von 0,6 pm bis 1,6 um, vorzugsweise von 0,6
pm bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,6 pm bis 1,4 um, vorzugsweilse
von 0,6 pm bis 1,3 pm, vorzugsweise von 0,7 pm bis 2,5 pm, vor-
zugsweise von 0,7 um bis 2 um, vorzugsweise von 0,5 pm bis 1,8
pm, vorzugsweise von 0,7 pm bis 1,6 pm, vorzugsweise von 0,7 pm
bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,7 pum bis 1,4 um, vorzugsweise von
0,7 pm bis 1,3 um, auf, wobei die Vertiefungen am meisten bevor-
zugt einen Abstand von 0,2 um bis 1,4 pm bzw. 0,3 pm bis 1,3 pm
zueinander aufweisen. Der Abstand zwischen den Vertiefungen
(,Periode™) wird vom Mittelpunkt der Vertiefung gemessen.

Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der vorlie-
genden Erfindung weist die Metallschicht am festen Trager eine
Dicke von 10 nm bis 200 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 100 nm,
auf. Besonders bevorzugt betragt die Dicke der Metallschicht am
festen Tradger 10 nm bis 190 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 180
nm, vorzugsweise von 10 nm bis 170 nm, vorzugsweise von 10 nm
bis 160 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 150 nm, vorzugsweise von
10 nm bis 140 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 130 nm, vorzugswei-
se von 10 nm bis 120 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 110 nm, vor-
zugsweise von 10 nm bis 100 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 90
nm, vorzugsweise von 10 nm bis 80 nm, vorzugsweise von 10 nm bis
70 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 60 nm, vorzugsweise von 10 nm
bis 50 nm, vorzugsweise 15 nm bis 200 nm, vorzugsweise 15 nm bis
190 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 180 nm, vorzugsweise von 15
nm bis 170 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 160 nm, vorzugsweise
von 15 nm bis 150 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 140 nm, vor-
zugsweise von 15 nm bis 130 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 120
nm, vorzugsweise von 15 nm bis 110 nm, vorzugsweise von 15 nm

bis 90 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 80 nm, vorzugsweise von 15
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nm bis 70 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 60 nm, vorzugsweise von
15 nm bis 50 nm, vorzugsweise 20 nm bis 200 nm, vorzugsweise 20
nm bis 190 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 180 nm, vorzugsweise
von 20 nm bis 170 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 160 nm, vor-
zugsweise von 20 nm bis 150 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 140
nm, vorzugsweise von 20 nm bis 130 nm, vorzugsweise von 20 nm
bis 120 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 110 nm, vorzugsweise von
20 nm bis 100 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 90 nm, vorzugsweise
von 20 nm bis 80 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 70 nm, vorzugs-—
weise von 20 nm bis 60 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 50 nm.

Erfindungsgemall ist der feste polymere Trager ,zumindest
teilweise™ mit mindestens einem Metall beschichtet. ,Zumindest
teilweise"™, wie hier verwendet, bedeutet, dass Jjener Bereich des
festen Tragers, in dem sich die Vertiefungen befinden zumindest
zu 20%, vorzugsweise zumindest zu 30%, noch mehr bevorzugt zu-
mindest zu 40%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 50%, noch mehr
bevorzugt zumindest zu 60%, noch mehr bevorzugt zumindest zu
70%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 80%, noch mehr bevorzugt
zumindest zu 90%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 95%, noch
mehr bevorzugt zumindest zu 98%, insbesondere zu 100%, mit min-
destens einem Metall beschichtet ist. Da der MEF-Effekt eine me-
tallische Oberfldche voraussetzt, ist es besonders bevorzugt,
dass die Oberfldche des festen Tragers zumindest im Bereich der
Vertiefungen mit mindestens einem Metall beschichtet ist. Dabei
kann der feste Trager auch mehrere (z.B. mindestens zwei, min-—
destens drei, mindestens vier oder mindestens fiinf) {bereinander
angeordnete Metallschichten aus demselben oder unterschiedlichen
Metallen umfassen. Ein Vorteil fir die Verwendung mehrerer
Schichten an Metall am festen Trager ist, dass die erste Metall-
schicht (z.B. Chrom), die direkt auf den Trager aufgebracht
wird, die Haftung der weiteren Metallschichten verbessern kann.

Der Begriff ,ilbereinander angeordnet™, wie hierin verwendet,
bedeutet, dass eine Metallschicht mittelbar oder unmittelbar auf
einer anderen Metallschicht angeordnet ist. Dadurch ergibt sich
ein mehrschichtiges System aus Metallschichten des gleichen Me-
talls oder unterschiedlicher Metalle.

Die Metallschichten sind vorzugsweise kontinuierlich und
nicht unterbrochen. Erfindungsgemal konnte jedoch festgestellt

werden, dass die Metallschicht oder Metallschichten am festen
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polymeren Tradger auch unterbrochen sein kdnnen, ohne dass der
Fluoreszenz-verstarkende Effekt beeintrachtigt wird. Die unter-
brochene Metallschicht kann beispielsweise durch eine Leitfdhig-
keitsmessung der Oberflidche des erfindungsgemalen Substrats er-
folgen. Eine geringere bzw. keine Leitfahigkeit bedeutet, dass
die Metallschicht (en) an der Substratoberflidche unterbrochen
sind. Unterbrochene Metallschichten kdnnen beispielsweise
dadurch hergestellt werden, in dem ein im Wesentlichen vollstan-
dig mit Metall beschichtetes Substrat mit einer vorzugsweise
salzhaltigen LOsung, wie beispielsweise 10mM Phosphatpuffer mit
150mM NaCl fir einen bestimmten Zeitraum (10-90 Minuten) in Kon-
takt gebracht wird.

Der feste Tradger der vorliegenden Erfindung ist mit ,mindes-
tens einem Metall beschichtet“. Vorzugsweise umfasst die Metall-
schicht mindestens zwei, noch mehr bevorzugt mindestens drei,
noch mehr bevorzugt mindestens vier, noch mehr bevorzugt mindes-—
tens finf, verschiedene Metalle. Die Metalle konnen mit im Stand
der Technik bekannte Methoden auf den festen Trager aufgebracht
werden, wobeil vorzugsweise Sputtern (Kathodezerstaubung) oder
thermisches Verdampfen, Elektronenstrahlverdampfen, Laserstrahl-
verdampfen, Lichtbogenverdampfen, Molekularstrahlepitaxie, Io-
nenstrahl gestitzte Deposition und Ionenplattieren eingesetzt
wird.

Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-—
findung ist das Metall ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, Kupfer, Nickel, Palladi-
um, Platin, Zink, Zinn und Legierungen umfassend eines oder meh-
rerer dieser Metalle.

Erfindungsgemal konnen diese Metalle bzw. Legierungen davon
zum Beschichten des erfindungsgemdben festen Tragers verwendet
werden. Besonders bevorzugt ist die Beschichtung des festen Tra-
gers mit Silber oder Legierungen umfassend Silber, da Silber
bzw. dessen Legierungen einen besonders groBen Verstarkungsef-
fekt zeigen. Besonders bevorzugt ist eine Legierung, die Silber,
Indium und Zinn umfasst. Die Silber-haltigen Legierungen weisen
vorzugswelise einen Silbergehalt von mehr als 10%, noch mehr be-
vorzugt von mehr als 30%, noch mehr bevorzugt von mehr als 50%,
noch mehr bevorzugt von mehr als 70%, noch mehr bevorzugt von

mehr als 80%, noch mehr bevorzugt von mehr als 90%, auf.
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Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform ist das erfindungs-—
gemale Substrat Teil einer Kapillare, einer Mikrotiterplatte,
eines mikrofluidischen Chips, eines Teststreifens (fiir ,Lateral
Flow Assays"), eines Tragers (z.B. Objekttragers) fir die Fluo-
reszenzmikroskopie, insbesondere fir hochaufldsende Verfahren
wie die konfokale Lasermikroskopie nach dem Punktscanner-Prinzip
sowie 4Pi-Mikroskope und STED (Stimulated Emission Depletion)-
Mikroskope, eines Sensor Arrays oder sonstigem optischen Detek-
torfeldes ist.

Besonders bevorzugt ist die Verwendung des erfindungsgemalen
Substrats in Mikrotiterplatten, wobei die Mikrotiterplatten 6,
12, 24, 48, 96, 384 oder 1536 Wells umfassen konnen. Mikrotiter-
platten werden fir verschiedenste Messungen und Assays einge-
setzt, bei denen auch haufig die Fluoreszenz von Proben gemessen
wird. Durch das Vorsehen des erfindungsgemalen Substrats in den
Wells von Mikrotiterplatten kann die Fluoreszenzausbeute der
Proben signifikant gesteigert werden. Die Substrate kdnnen mit
verschiedensten Methoden in den Wells eingebracht und fixiert
werden. Vorzugsweise werden die Substrate dabei mittels Kleben,
SchweiBtechniken (z.B. LaserschweiBen) und thermisches Verfiligen
in den Wells fixiert.

Gema@B einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der vor-
liegenden Erfindung umfasst oder besteht der feste Tradger aus
einem Cyclo-Olefin-Copolymer oder Cyclo-Olefin-Polymer und ist
Teil einer Mikrotiterplatte bzw. Teil der Wells einer Mikroti-
terplatte. Als besonders geeignet hat sich dabei COP 1060R (Zeo-
nor® 1060R) erwiesen. Der Trager ist dabei vorzugsweise mit 10
bis 60 nm, bevorzugt mit bis 40 nm, Metall (z.B. Silber) be-
schichtet.

Bestimmte Messungen mit fluoreszierenden Substanzen wie Flu-
orophore werden in Kapillaren durchgefiihrt. Daher ist es bevor-
zugt die erfindungsgemalBen Substrate in Kapillaren vorzusehen.
Eine beispielhafte Anwendung ist die Zytometrie bzw. die Durch-
flusszytometrie, bei der die Anzahl oder auch die Art fluores-—
zierender Zellen oder fluoreszenzmarkierter Zellen mit Hilfe ei-
ner Fluoreszenzmessung bestimmt wird.

Zahlreiche Anwendungen zur Fluoreszenzmessung erfolgen in

mikrofluidischen Chips (z.B. als ,Lab-on-a-chip“-Anwendung), wo-
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bei im Detektionsbereich solcher Chips die erfindungsgemédflen
Substrate vorgesehen sein konnen.

Auch in herkdmmlichen Kiivetten kdénnen die erfindungsgeméBen
Substrate vorgesehen sein. Dadurch kann bei Fluoreszenzmessungen
die Fluoreszenzausbeute ebenfalls signifikant gesteigert werden,
so dass geringsten Mengen an fluoreszierenden Stoffen in einer
Probe gemessen werden kodnnen. Erfindungsgemal kann jede Klivet-
tenform verwendet werden.

Auch bei Teststreifen Systemen (,Lateral Flow Assays"“), die
flir Schnelltestungen oder In-Feld Testungen (Point of Care) ein-
gesetzt werden, konnen die erfindungsgemé@fBen Substrate (z.B. im
Detektionsbereich (,Detection Line"“) eingesetzt werden, um die
Fluoreszenz eines markierten Analyten (z.B. eines fluoreszenz-
markierten Antikdérpers) zu verstarken und so die Empfindlichkeit
des Tests zu verbessern.

In eine weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung
werden die erfindungsgemalen Substrate auf Objekttrager wie sie
in der Mikroskopie insbesondere der Fluoreszenzmikroskopie ein-
gesetzt werden, aufgebracht. Die Fluoreszenz von zur Markierung
zelluladrer Strukturen eingesetzter Fluorophore konnte damit se-—
lektiv verstarkt und die optische Aufldsung der Methoden dras-—
tisch verbessert werden, da weniger Lichtintensitat bendtigt
wird, was das Signal/Rausch-Verhdltnis optimieren wiirde. Anwen-
dungsbereiche waren hochaufldsende Verfahren wie die konfokale
Lasermikroskopie nach dem Punktscanner-Prinzip sowie 4Pi-
Mikroskope und STED (Stimulated Emission Depletion)-Mikroskope.

GemalR einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der vorlie-
genden Erfindung umfasst die Metallbeschichtung an der Oberfla-
che des Substrats zumindest teilweise Molekiile zur direkten
und/oder indirekten Bindung von fluoreszierenden Molekiilen.

Die erfindungsgemalen Substrate kdnnen die Fluoreszenz von
fluoreszierenden Molekilen bzw. von Fluorophoren verstarken,
wenn sich die Fluorophore in rdumlicher N&he (vorzugsweise weni-
ger als 20 nm) der Substrate befinden. Die Fluorophore bzw. die
fluoreszierenden Substanzen kdénnen sich dabei frei in einer
Flissigkeit bewegen, wobei die Fluoreszenzsteigerung nur dann
zustande kommt, wenn sich diese Fluorophore bzw. fluoreszieren-
den Molekile dem erfindungsgemalen Substrat ndhern. Um die Wahr-

scheinlichkeit der Anndherung der Fluorophore bzw. der fluores-
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zierenden Molekiile an das Substrat zu erhdhen, ist es von beson-
derem Vorteil, wenn an der Oberfldche des Substrats (d.h. an der
Metallbeschichtung) Molekiile irreversibel oder reversibel gebun-
den sind, die entweder das Fluorophor bzw. das fluoreszierende
Molekll selbst (,direkte Bindung") oder ein Molekil, an welchem
ein Fluorophor oder ein fluoreszierendes Molekil (z.B. fluores-
zenzmarkierter Antikdrper; ,indirekte Bindung“) gekoppelt ist,
binden konnen. Verfahren zur Bindung von derartigen Molekilen an
Metallstrukturen sind hinreichend bekannt. Im einfachsten Fall
erfolgt die Bindung durch physikalisch chemische Adsorption
(vermittelt iber ionische und hydrophobe Wechselwirkungen) der
Proteine an die Metalloberfldche (z.B. Nakanishi K. et al. J
Biosci Bioengin 91(2001) :233-244). Auch kovalente Methoden zur
Immobilisierung von Proteinen nach Derivatisierung der Metall-
Oberflédchen sind bekannt (z.B. GB Sigal et al. Anal Chem

68 (1996) :490-7) .

Molekiile zur direkten und/oder indirekten Bindung von fluo-
reszierenden Molekiilen bzw. Fluorophoren sind vorzugsweise aus-
gewadhlt aus der Gruppe bestehend aus AntikOrper, Antikdrperfrag-
mente, vorzugswelse Fab, F(ab)'2 oder scFv Fragmente, Nuklein-
sduren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln, Aptameren und Kombina-
tionen davon.

Diese Molekiile sind einerseits in der Lage Fluorophore bzw.
fluoreszierende Molekiile direkt zu binden (z.B. AntikdOrper und
Fragmente davon, Nukleinsduren, Enzyme), andererseits konnen
diese Molekilile auch andere Molekiile binden, die mit einem Flu-
orophor bzw. einer fluoreszierender Substanz versehen sind.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine
Kapillare, einen Chip, vorzugsweise einen mikrofluiden Chip, ei-
ne Kivette, eine Mikrotiterplatte, ein Tradger fiir die Fluores-
zenzmikroskopie oder ein optisches Detektorfeld umfassend ein
erfindungsgemdflBes Substrat.

Ein noch weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft
ein Set umfassend mindestens eine Mikrotiterplatte, mindestens
eine Kapillare, mindestens einen Chip, vorzugswelse einen mikro-
fluiden Chip, mindestens eine Kiivette und/oder mindestens einen
Teststreifen umfassend ein Substrat gem@B der vorliegenden Er-

findung und ein mit einem Fluorophor markiertes Analyt-bindendes
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Molekll oder ein mit einem Enzym markiertes Analyt-bindendes Mo-
lekll und ein Fluoreszenzsubstrat flir das Enzym.

nFluoreszenzsubstrat fiir ein Enzym“, wie hierin verwendet,
ist ein Substrat, welches in der Lage ist in oder am aktiven
Zentrum des Enzyms zu binden, wodurch das Substrat fluoreszie-
rende Eigenschaften erlangen kann. Selbstverstandlich kann das
Substrat auch vor dessen Anlagerung am Enzym fluoreszierende Ei-
genschaften aufweisen.

Die festen Tradger mit den Vertiefungen wie oben definiert
werden anschlieRBend mit einem oder mehreren Metallen (z.B. zwei,
drei, vier oder finf Metallen) beschichtet. Verfahren zum Be-
schichten von festen Trdgern mit Metallen sind in der Fachwelt
hinreichend bekannt, wobei besonders bevorzugt PVD-Verfahren
(PVD; ,Physical Vapor Deposition) wie Sputter- oder Aufdampfver-—
fahren eingesetzt werden.

Daher wird gemdl einer bevorzugten Ausfihrungsform der vor-
liegenden Erfindung das mindestens eine Metall mittels eines
Sputterverfahrens oder thermisches Verdampfen, mit Elektronen-
strahlverdampfen, Laserstrahlverdampfen, Lichtbogenverdampfen,
Molekularstrahlepitaxie, Ionenstrahl gestiitzte Deposition oder
mit Ionenplattieren auf die Oberfldche des festen Tradgers aufge-
bracht.

Um die direkte und/oder indirekte Bindung von Fluorophoren
oder sonstigen fluoreszierenden Substanzen auf der Oberflache
des erfindungsgemalBen Substrats zu ermdglichen, werden auf der
Metallbeschichtung an der Oberflache des Substrats zumindest
teilweise Molekiile zur direkten und/oder indirekten Bindung von
Fluorophoren iUber Adsorptive oder kovalente chemische Derivati-
sierung der Oberfldche aufgebracht

LZumindest teilweise™, wie hier verwendet, bedeutet, dass
mindestens 10%, vorzugsweise mindestens 30%, noch mehr bevorzugt
mindestens 50%, noch mehr bevorzugt mindestens 70%, noch mehr
bevorzugt mindestens 90%, noch mehr bevorzugt mindestens 90%,
insbesondere 100%, des mit Metall beschichteten festen Tragers
mit Molekiile zur direkten und/oder indirekten Bindung von Flu-
orophoren versehen ist.

GemalB einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung sind die Molekiile zur direkten und/oder indirekten Bin-

dung von Fluorophoren ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
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AntikOrper, Antikdrperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder
scFv Fragmente, Nukleinsduren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln
Aptameren und Kombinationen davon.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Bestimmung oder zur Quantifizierung mindestens ei-
nes Analyten in einer Probe umfassend die Schritte:

a) optionales direktes oder indirektes Markieren mindestens
einen Analyten mit mindestens einem Fluorophor,

b) Aufbringen von mindestens einen markierten Analyten aus
Schritt a) oder eines fluoreszierenden Analyten auf ein Substrat
gemal der vorliegenden Erfindung,

c) Anregen von mindestens einem Fluorophors durch Bestrahlen
des Substrats mit Licht geeigneter Wellenld@nge, und

d) Messen der Fluoreszenz zur Bestimmung des Vorhandenseins
von mindestens einen Analyten in der Probe.

Das erfindungsgemale Substrat, das in der Lage ist die Fluo-
reszenzausbeute von Fluorophoren und sonstigen fluoreszierenden
Molekililen oder Substanzen signifikant zu erhdhen, kann fir Ver-
fahren eingesetzt werden, in denen die Fluoreszenz von Proben
gemessen werden soll. Durch die Verwendung des erfindungsgemaben
Substrats in solchen Verfahren, ladsst sich die Sensitivitat sol-
cher Verfahren signifikant erhohen, so dass nicht nur das Vor-
handensein geringster Mengen an zu bestimmenden Analyten be-
stimmt sondern auch die Quantifizierung (geringer Mengen) von
Analyten exakter durchgefihrt werden kann.

In einem ersten Schritt werden die zu bestimmenden bzw. die
zu quantifizierenden Analyten in einer Probe direkt oder indi-
rekt mit einem Fluorophor oder einer fluoreszierenden Substanz
markiert. Bei einer direkten Markierung des Analyten wird das
mindestens eine Fluorophor oder die mindestens eine fluoreszie-
rende Substanz kovalent oder nicht-kovalent (z.B. durch Wasser-
stoffbriickenbindung, elektrostatische Bindung, Van-der-Waals-—
Krafte, hydrophobe Wechselwirkungen) an den zu bestimmenden bzw.
zu quantifizierenden Analyten gebunden. Bei einer indirekten
Markierung werden in die Probe fluoreszenzmarkierte Molekile
(z.B. AntikOrper oder Fragmente davon) eingebracht, die in der
Lage sind an den Analyten zu binden. Dieser erste Verfahrens-
schritt ist optional, da es zu bestimmende bzw. zu quantifizie-

rende Analyten gibt, die von sich aus bereits in der Lage sind -
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bei entsprechender Anregung - zu fluoreszieren. Proben, die der-
artige Analyten umfassen, k&nnen direkt oder nach einer Proben-
aufbereitung auf das erfindungsgemale Substrat aufgebracht wer-
den (siehe Schritt b) des erfindungsgemadblen Verfahrens).

Nach Aufbringen des mindestens einen markierten Analyten aus
Schritt a) oder des fluoreszierenden Analyten auf das erfin-
dungsgemaBe Substrat wird das Fluorophor bzw. die fluoreszieren-—
de Substanz oder der fluoreszierende Analyt mittels Bestrahlen
des Substrats mit kohdrentem oder nicht kohd@rentem Licht (z.B.
Laser oder Xenon-Blitz Lampe) geeigneter Wellenlange zur Fluo-—
reszenzemission angeregt.

»Licht geeigneter Wellenldnge“, wie hier verwendet, bedeu-
tet, dass das im erfindungsgemalben Verfahren verwendete Licht
eine Wellenlange aufweist, die geeignet ist, die Fluoreszen-—
zemission einer Substanz bei in Kontakt treten zu induzieren.
Beispielsweise ist Licht mit einer Wellenlange von 485 geeignet
die Fluoreszenzemission von Fluorescein Isothiocyanat (FITC) zu
induzieren.

Nach Anregung der fluoreszierenden Substanzen mittels Lichts
emittieren diese Substanzen Licht (Fluoreszenz) einer bestimmten
Wellenlange. Dieses emittierte Licht einer definierten Wellen-
lange wird gemessen und kann zur Quantifizierung oder zur Be-
stimmung der Anwesenheit eines Analyten in einer Probe verwendet
werden. Das emittierte Licht kann mit Hilfe von einem Detektor
(z.B. Photomultiplier) gemessen werden. Zum Einsatz konnen hier-—
bei handelslbliche Mikrotiterplatten Lesegerate (Tecan F200pro,
BioTek Synergy, Molecular Devices FilterMax oder SpectraMax Rei-
he etc.), Flachbett Fluorescence Scanner (z.B. Tecan LS-
Reloaded, Fluoreszenzmikroskope oder jedes andere proprietdre
Analysesystem (Roche COBAS, Abbot AxSYM, Behring Opus Plus),
wenn ein entsprechender Fluoreszenzdetektor integriert wird) ge-
langen.

Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-—
findung weist das mindestens eine Fluorophor eine Anregungswel-—
lenlange im Bereich von 360 bis 780 nm, vorzugsweise von 490 bis
680 nm, auf.

GemalB einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorlie-

genden Erfindung weist das mindestens eine Fluorophor eine Emis-—
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sionswellenldnge im Bereich von 410 bis 800 nm, vorzugsweise von
510 bis 710 nm, auf.

Das mindestens eine Fluorophor ist vorzugsweise ausgewdhlt
aus der Gruppe bestehend aus Methoxycoumarin, Aminocoumarin,
Cy2, Alexa Fluor 488, Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Alexa
Fluor 430, Alexa Fluor 532, Cy3, Alexa Fluor 555, 5-TAMRA, Alexa
Fluor 546, Phycoerythrin (PE), Tetramethyl Rhodamin Isothiocya-
nat (TRITC), Cy3.5, Rhodamin, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594,
Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Cy5, Alexa Fluor 660, Cy5.5,
Alexa Fluor 680 und Cy7, vorzugsweise aus der Gruppe bestehend
aus Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Cy3, Phycoerythrin (PE),
Tetramethyl Rhodamin Isothiocyanat (TRITC), Cy5 und Alexa Fluor
680.

GemalB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Er-—
findung erfolgt das indirekte Markieren des Analyten mit mindes-
tens einem Fluorophor mittels eines Fluorophor-markierten und
Analyt-bindenden Molekils erfolgt.

Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der vorlie-
genden Erfindung ist das Analyt-bindende Molekiil aus der Gruppe
bestehend aus AntikOrper, AntikoOrperfragmente, vorzugsweise Fab,
F(ab) '2 oder scFv Fragmente, Nukleinsduren, Enzymen, Lipiden,
Viruspartikeln, Aptameren und Kombinationen davon ausgewdhlt.

Die vorliegende Erfindung wird anhand der folgenden Figuren
und Beispiele eingehender erldutert, ohne jedoch auf diese be-
schrankt zu sein.

Fig. 1 zeigt eine drei dimensionale AFM (,Atomic Force
Microscope"; Rasterkraftmikroskop) Darstellung eines mit Metall
beschichteten erfindungsgemalen planaren festen Tradgers (siehe
Beispiel 1).

Fig. 2 zeigt den MEF-Effekt in Abh&ngigkeit vom Fluorophor-
typ und einer Silberschichtdicke von 0, 20 und 50 nm Ag. Der
MEF-Effekt duRert sich im beobachteten ,relativen Anstieg“, also
dem Verhdltnis des Signals zum Ende der Messzeit nach 600 Sekun-
den (t600) zum Signal bei Beginn der Messung t (0). Ein relativer
Anstieg von 1,0 bedeutet keine Signaldnderung und damit keinen
MEF. Je hbher der relative Anstieg ausfallt, umso starker ist
der MEF-Effekt. Es ist ein genereller Trend zu hdherem MEF mit
zunehmender Metallschichtdicke zu beobachten, der aber von Flu-

orophor zu Fluorophor variiert.
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Fig. 3 zeigt die Abhangigkeit des MEF von Silberschichtdicke
in 5 nm Schritten fir AlexaFlour 680 (siehe Beispiel 2). Ab ei-
ner Schichtdicke von 5 nm ist eine deutliche Zunahme des MEF-
Effekts zu beobachten.

Fig. 4 und 5 zeigen AFM Aufnahmen von erfindungsgemalen
Substraten/Strukturen umfassend Vertiefungen unterschiedlicher
Periode.

Fig. 6 zeigt die Abhangigkeit des MEF-Effekts von der Perio-
de (0,8 bis 2,2 um) der Strukturen.

Fig. 7 zeigt die Abhangigkeit des MEF von der Tiefe der
Strukturen.

Fig. 8 und 9 zeigen die erhaltenen MEF-Verstadrkungsfaktoren
im Vergleich zu Kolloid beschichteten Oberfldchen und MEF Ober-
flachen aus dem Stand der Technik (Fa. PLASMONIX; Quanta-Wells
2; ,Mitbewerber Struktur"“).

Fig. 10 zeigt eine MEF-Kinetik auf Nano-Pillars (Nano-
Sdulen, Erhebungen) und Inverted Nano Pillars (Vertiefungen).

Fig. 11 zeigt die Durchfihrung eines Anti-Hasen IgG Fluores-
zenz Immunoassays unter Verwendung eines erfindungsgemalben Sub-
strates.

Fig. 12 zeigt das erfindungsgemdfBe Substrat umfassend einen
festen Tradger, der mit einer Metallschicht Uberzogen ist. Der
feste Trager weist Vertiefungen mit einer Tiefe, einer Breite
und einer La&nge auf. Die Vertiefungen befinden sich am festen
Trager in einem bestimmten Abstand (Periode) zueinander.

Fig. 13 zeigt die Draufsicht (A) und einen Querschnitt (B)
eines erfindungsgemdBen festen Trdgers. Die Vertiefungen am fes-
ten Trager sind durch eine Breite, Lange und Tiefe gekennzeich-
net und weisen einen bestimmten Abstand (Periode) zueinander
auf.

Fig. 14 zeigt den MEF Effekt bei Verwendung verschiedener
Puffer.

Fig. 15 zeigt verschiedene Verfahren mit denen die erfin-
dungsgemaBen festen Trager inklusive Vertiefungen hergestellt
werden konnen.

BEISPIELE:

Beispiel 1: Herstellung des erfindungsgemdflen Substrats

Ausgehend vom bekannten Stand der Technik (siehe u.a. Pompa
et al. Nature Nanotechnology 1(2006):126-130; Cade et al. Nano-
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technology. 15(2009):20(28),US 2009/0262640) wurde versucht,
moglichst hohe, schlanke turm- bzw. sdulenfdrmige Strukturen
(,Nano Pillars™) herzustellen, um durch ein groRes Verhadltnis
(1:2 bis 1:3) von Durchmesser der Basis zur HOhe der Struktur
(,Aspect Ratio") zu einer Ausdinnung der Metallschicht beim Be-
dampfen und so zur Ausbildung der laut Literatur fiir den MEF-
Effekt notigen Metallinselstrukturen zu kommen. Daher wurden
»Pillars™ (Saulen; Erhebungen) mit unterschiedlichem Basisdurch-
messer (250-550nm) und unterschiedlicher H&he (250-850nm) herge-
stellt.

Zur Herstellung der Substrate wurde eine Spezialform des
Spritzguss, namlich Spritzpradgen, angewandt. Beim Spritzpragen
wird die von thermoplastischer Kunststoffschmelze in ein leicht
gedffnetes Werkzeug beil gleichzeitigem Pressvorgang (=Pragen)
eingebracht. Der nanostrukturierte Stempel fiir den Spritzguss
wurde mittels Nickel-Galvanik von einem lithografisch herge-
stellten Silizium-Master abgezogen. Unter Silizium-Master ver-—
steht man hier einen mit Positivlack beschichteten Silizium-
Wafer, der mittels ,Laser Lithografie"™ belichtet und anschlie-
RBend entwickelt wurde.

Uberraschender Weise zeigten nur die mit Metall beschichte-
ten festen Tradger mit den Vertiefungen (INPs) einen deutlichen
MEF-Effekt, wohingegen die Substrate basierend auf einem festen
Trager mit Erhebungen keinen oder nur einen minimalen MEF-Effekt
zelgten (siehe Fig. 10). Daher wurden die INP Strukturen weiter
untersucht.

Beispiel 2: Einfluss der Metall-Schichtdicke

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Metallschichtdicke
auf der Oberfldche eines festen Tragers mit Vertiefungen mit ei-
nem Durchmesser von ca. 450 nm hat, wurden unterschiedliche
Schichtdicken aus Silber aufgedampft.

Die direkte Adsorption fluoreszenzmarkierter Antikdrper auf
einer Oberflache ist der einfachste Weg um verschieden struktu-
rierte Oberflachen hinsichtlich Empfindlichkeit und Verstar-
kungsfaktor zu vergleichen. Der MEF-Effekt zeigte sich dabei da-
rin, dass im Gegensatz zu einer Oberfldche ohne MEF die Bin-
dungskinetik (,MEF-Kinetik™) des AntikOrpers direkt in Echtzeit
verfolgt werden konnte. Dies wurde dadurch ermdglicht, dass nur

die Molekiile in der Nahe der Oberfldche starker leuchten, nicht
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jedoch die weiter entfernten, ungebundenen Molekile. Die LOsung
mit dem fluoreszenzmarkierten AntikoOrper wurde dabei auf die
entsprechende nano-strukturierte Oberfldche aufgetropft und die
Veranderung der Signals Uber die Zeit mit einem geeigneten Fluo-
reszentmessgerat (Tecan 200F pro) verfolgt.

Abgesehen vom Parameter ,MEF-Kinetik™ l&sst sich durch den
Vergleich des Signals einer bestimmten Konzentration fluores-
zenzmarkierten Antikdrpers auf einer Oberflache mit Nano—-Metall
Struktur mit dem Signal des gleichen Antikdrpers auf einer Ober-
flache ohne diese Struktur ein Verstarkungsfaktor definieren.
Sicherzustellen ist dabei nur, dass die effektiven Belegungs-—
dichten, also die tatsadchliche Menge AntikoOrper auf den der
Oberfléachen gleich ist.

Dies kann leicht durch Detektion des gebundenen AntikoOrpers
(Goat Anti-Rabbit FITC) mit einem markierten Sekundarantikdrper
(ein mit alkalischer Phosphatase markierter Donkey Anti-Goat An-
tikOrper) erfolgen und erbrachte keine signifikanten Unterschie-
de in den AntikOrperbelegungsdichten der getesteten Oberfldchen.

Im Falle der hergestellten Metallschichtdickenvarianten
zeigte sich nun, dass der MEF-Effekt im Bereich von 0-50 nm Ag
unabhdngig vom getesteten Fluorophor signifikant steigt (siehe
Fig. 2; Rel. Anstieg von 1 bedeutet kein MEF-Effekt).

Fig. 3 zeigt, dass eine Mindest-Schichtdicke von 5 nm nétig
ist, um einen MEF zu erhalten. Fig. 3 zeigt zudem, dass bei ei-
ner Erhohung der Metallschichtdicke in 5 nm Schritten ein konti-
nuierlicher Anstieg des MEF-Effekts zu beobachten ist.

Beispiel 3: Einfluss der Struktur—-Periode

Der Abstand der Vertiefungen zueinander (,Periode™) konnte
einen Einfluss auf den MEF-Effekt des erfindungsgemdlfen Sub-
strats haben. Daher wurden verschiedene feste Tradger mit unter-

schiedlichen Perioden beispielhaft mit Silber beschichtet:

Feld | Periode [um]
1 0,8
2 1,0
3 1,4
4 1,6
5 1,8
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Figuren 4 und 5 zeigen je eine AFM Aufnahme zweier erfin-
dungsgemaler Substrate mit einer Periode von 0,8 pm bzw. 2,2 pm
und einer Silberschichtdicke von 50 nm.

Um den MEF-Effekt nachzuweisen wurden fir samtliche Felder 1
bis 7 MEF-Kinetiken von AlexaFlour 680 (13nM in 10mM PBS, pH
7,4) erstellt (siehe Fig. 6). Dabei konnte festgestellt werden,
dass bei einer Periode von 0,8 und 1,0 um der MEF-Effekt am
groRten war. Ab einer Periode von 1,2 um war der MEF-Effekt zwar
deutlich geringer, aber dennoch vorhanden.

Die nachfolgende Tabelle gibt die relativen Anstiege (Signal
t=300s / Signal t=0s) der MEF-Kinetik Messungen verschiedener
fluoreszenzmarkierter AntikoOrper fir Feld 1 (0,8um) und 2 (1,0)
wieder. Die Silberschichtdicke auf den INPs betrug flir diese
Messungen 20nm, wobeil ein mit dem jeweiligen Fluorophor markier-
ter ZiegenantikdOrper gerichtet gegen Kaninchen IgG (verdinnt in
10mM PBS pH 7,4; c =13nM) verwendet wurde:

Feld 1 Feld 2
FITC 1,6 1,6
Cy5 1,9 2.1
TRITC 1,8 1,5
PE 1,3 1,3
Cy3 2,3 3,2
AlexaFie80 1,7 1,7

Der MEF-Effekt auf den INPs konnte somit fir verschiedenste
Fluorophore im Wellenl&ngenbereich Ex/Em von 485/520 (FITC) bis
680/720 (AlexaFlour 680) demonstriert werden. Die Anwendung der
INPs ist nicht auf spezielle Fluorophore beschrankt.

Beispiel 4: Einfluss der Tiefe der Vertiefungen auf den MEF-
Effekt

Um den Einfluss der Tiefe der Vertiefungen (Inverted Nano-

Pillars; INPs) zu untersuchen, wurden feste Tradger mit unter-

schiedlichen Vertiefungstiefen (60 nm, 240 nm, 550 nm, 755 nm
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und 874 nm) hergestellt und mit Silber bedampft (20 nm Schicht-
dicke).

Adsorptionstests mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern
("MEF-Kinetik”) zeigten, dass der MEF-Effekt mit steigender Ver-
tiefungstiefe ebenfalls ansteigt. Bei festen Tragern mit Vertie-
fungen von weniger als 60 nm Tiefe wurde ein MEF-Effekt festge-
stellt, jedoch war dieser deutlich geringer im Vergleich zu den
anderen Tragern (siehe Fig. 7).

Beispiel 5: Vergleichsversuche

Die erfindungsgemalen Substrate zeigen im Vergleich mit her-
kémmlich verwendeten Strukturen einen verstarkten MEF-Effekt. Um
dies zu belegen, wurden Mikrotiterplatten nach einem aus der Li-
teratur bekannten Verfahren (Direct monitoring of molecular
recognition processes using fluorescence enhancement at colloid-
coated microplates., C Lobmaier et al Jul 2001; 14(4): 215-22)
mit Silber-Kolloiden beschichtet und deren Verstarkungsfaktoren
(definiert als Verhd@ltnis der Signale auf Oberflache ohne und
mit Silberkolloiden bei gleicher Antikdrper-—
Oberflédchenkonzentration) im Vergleich zu den erfindungsgemalBen
Strukturen mit Vertiefungen (20nm Ag, 0.8 pm Periode) ermittelt.
Zusatzlich wurde das einzige laut Herstellerangaben auf MEF be-
ruhende kommerzielle Mikrotiterplatten System (Fa. PLASMONIX;
Quant-Wells 2) untersucht.

Die Verstarkungsfaktoren des erfindungsgemalen Substrats la-
gen, wie in Fig. 9 gezeigt, rund 10x so hoch wie auf Kolloid-
Platten oder auf Platten von PLASMONIX. Abgesehen von den deut-
lich geringeren Verstarkungsfaktoren zeigen die Mikrotiterplat-
ten von PLASMONIX auch nicht die typische MEF-Kinetik (siehe
Fig. 9 im Vergleich zu Fig. 7).

Beispiel 6: Anti-Hasen Ig9G Fluoreszenz-Immunoassay

Die Oberfldchen eines erfindungsgemaBes Substrats, einer
Kolloid beschichtete Mikrotiterplatte (MTP) und einer Standard-
Mikrotiterplatte der Fa. Greiner wie sie dem Stand der Technik
gemal fir Immunoassays eingesetzt wird, wurden mit einer LOsung
von Hasen IgG (2pg/ml) in PBS (10mM Phosphatpuffer mit 150mM
NaCl pH 7,4) fir 2h bei Raumtemperatur in Kontakt gebracht. Da-
nach wurde die Losung entfernt, die Oberfliache mit PBS der 0,1%
Triton X-100 enthielt gewaschen und mit einer 5% Polyviniylpyro-

lidon L&sung zur Blockierung unspezifischer Bindungen fir 1h in
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Kontakt gebracht. Nach einem weitern Waschgang mit PBS/Triton
X100 erfolgte eine Inkubation mit biotinmarkiertem Anti-Hasen
IgG Antikdrper verschiedener Konzentration fir 1h bei RT. Die
Bindung dieses Anti-Hasen IgG AntikOrpers wurde schlieBlich nach
einem finalen Waschgang durch eine MEF-Kinetik Messung mit Cy3-
markiertem Streptavidin iUber einen Zeitraum von 600 Sekunden
nachgewiesen (siehe Fig 11). Es ist deutlich zu erkennen, dass
auf der Standard-Mikrotiterplatte keine MEF-Kinetik auftritt und
damit der Immunoassay auch nicht durchfihrbar ist. Die Kolloid
beschichtete Mikrotiterplatte zeigt nur eine schwache, das er-
findungsgemalBe Substrat hingegen einen sehr deutlich ausgepragte
MEF-Kinetik und damit auch einen Immunocassay mit wesentlich
steilerer Eichkurve d.h. wesentlich hdherer Empfindlichkeit.

Das in diesem Beispiel verwendete erfindungsgemable Substrat
zeigte vor dessen Beschichtung mit Antikdrpern elektrische Leit-
fahigkeit. Nach erfolgter Messung der MEF Kinetik konnte keine
elektrische Leitfadhigkeit des Substrats festgestellt werden.
Dies konnte durch die Ausbildung von Silberchlorid bei Kontakt
mit PBS Puffer bedingt sein.

Beispiel 7: MEF Effekt in Abhdngigkeit des verwendeten Puf-
fers

Um die Abhangigkeit des MEF Effekts vom verwendeten Puffer
zu untersuchen, wurde wie in Beispiel 3 die durch die Adsorption
eines fluoreszenz markierten Antikdrpers (Ziege Anti-Kaninchen
AntikOrper, markiert mit Cy5) bedingte MEF-Kinetik beobachtet,
wobei anstelle des PBS Puffers ein reiner Phosphatpuffer (PB;
10mM Phosphatpuffer), 1% (w/v) wadBrige Natrium Citrat L&sung und
diH20 eingesetzt wurde. Durchgefiihrt wurden die Tests auf Subs-
traten mit einer Periode von lum (entsprechend Feld 2, siehe
Beispiel 3). Wie aus Fig. 14 zu erkennen ist, lieferte die Ad-
sorption aus PBS zwar den hochsten relativen Signalanstieg, aber
es waren auch deutliche Signale bei Adsorption des Antikdrpers
aus den anderen Losungen zu beobachten. Dies kdnnte eine Folge
der auch in Beispiel 6 beschriebenen, moglichen Ausbildung einer
Silberchloridschicht sein, die sich positiv auf den Verstar-

kungseffekt auswirkt.
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Patentanspriiche:

1. Verwendung eines Substrats zur Verstarkung der Fluoreszenz
eines oder mehrerer fluoreszierenden Molekile, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Substrat einen festen polymeren Trager mit
einer Mehrzahl voneinander getrennter Vertiefungen umfasst und
der feste Trager zumindest teilweise mit mindestens einem Metall
beschichtet ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Verstdrkung der Fluoreszenz in einem Abstand von 0 bis 50 nm zu
dem Metall erfolgt.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Vertiefungen des festen Tradgers eine Lange und eine
Breite aufweisen, wobei das Verhadltnis der La&nge zur Breite 2:1

bis 1:2, insbesondere 1:1, betragt.

4., Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekenn-—
zeichnet, dass die Vertiefungen des festen Tragers eine Lange
und eine Breite aufweisen, wobei die Lange und die Breite der

Vertiefungen 0,1 pum bis 2 um betragt.

5. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Vertiefungen eine im Wesentlichen runde Form

aufweisen.

6. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Vertiefungen eine Tiefe von 0,1 pm bis 5 pm

aufweisen.

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Vertiefungen einen Abstand zueinander von 0,2

pm bis 2,5 um aufweisen.

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der feste Trager zumindest teilweise eine oder

mehr als eine lbereinander angeordnete Metallschichten umfasst.
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9. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Metallschicht am festen Trager eine Dicke von

10 nm bis 200 nm aufweist.

10. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Metall ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, Kupfer, Nickel,
Palladium, Platin, Zink, Zinn und Legierungen umfassend eines

oder mehrerer dieser Metalle.

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass

die Legierung Silber, Indium und Zinn umfasst.

12. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der feste Trager mindestens ein Material aus-—
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus der Gruppe der thermoplas-

tischen Polymere und der Polykondensate umfasst.

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass
das thermoplastische Polymer ausgewdhlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus Polyolefine, Vinylpolymere, Styrolpolymere, Polyac-—

rylate, Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkunstoffe.

14. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass
das Polykondensat ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
thermoplastische Polykondensate, duroplastische Polykondensate
und Polyaddukte.

15. Verwendung nach einem der Anspriche 12 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Material des polymeren festen Tragers or-—
ganische und/oder anorganische Zusatzstoffe und/oder Fiillstoffe
umfasst, wobei diese vorzugsweise ausgewahlt sind aus der Gruppe
bestehend aus TiO,, Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lipide und

Wachse.

16. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Substrat Teil einer Kapillare, einer

Mikrotiterplatte, eines mikrofluidischen Chips, eines Teststrei-
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fens, eines Tragers fir die Fluoreszenzmikroskopie, eines Sensor

Arrays oder eines optischen Detektorfeldes ist.

17. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Metallbeschichtung an der Oberflache des
Substrats zumindest teilweise Molekilile zur direkten und/oder in-

direkten Bindung von fluoreszierenden Molekilen umfasst.

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass
die Molekiile zur direkten und/oder indirekten Bindung von fluo-
reszierenden Molekilen ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend
aus Antikorper, Antikorperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab) '2
oder scFv Fragmente, Nukleinsduren, Enzymen, Lipiden, Viruspar-

tikeln, Aptameren und Kombinationen davon.

19. Substrat zur Verstarkung der Fluoreszenz eines oder mehrerer
fluoreszierenden Molekilile, dadurch gekennzeichnet, dass das Sub-
strat einen festen polymeren Tradger mit einer Mehrzahl voneinan-
der getrennter Vertiefungen umfasst und der feste Trager zumin-

dest teilweise mit mindestens einem Metall beschichtet ist.

20. Substrat nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die
Vertiefungen des festen Tragers eine Lange und eine Breite auf-
welsen, wobeil das Verhdltnis der La&nge zur Breite 2:1 bis 1:2,

insbesondere 1:1, betragt.

21. Substrat nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet,
dass die Vertiefungen des festen Tré@gers eine Lange und eine
Breite aufweisen, wobei die La&nge und die Breite der Vertiefun-

gen 0,1 pm bis 2 um betragt.

22. Substrat nach einem der Anspriche 19 bis 21, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Vertiefungen eine im Wesentlichen runde Form

aufweisen.
23. Substrat nach einem der Anspriche 19 bis 22, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Vertiefungen eine Tiefe von 0,1 pm bis 5 um

aufweisen.
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24. Substrat nach einem der Anspriche 19 bis 23, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Vertiefungen einen Abstand zueinander von 0,2

pm bis 2,5 pm aufweisen.

25. Substrat nach einem der Anspriche 19 bis 24, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der feste Trager zumindest teilweise mehr als ei-

ne Ubereinander angeordnete Metallschichten umfasst.

26. Substrat nach einem der Anspriche 19 bis 25, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Metallschicht am festen Trdger eine Dicke von

10 nm bis 200 nm aufweist.

27. Substrat nach einem der Anspriche 19 bis 26, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Metall ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, Kupfer, Nickel,
Palladium, Platin, Zink, Zinn und Legierungen umfassend eines

oder mehrerer dieser Metalle.

28. Substrat nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass die

Legierung Silber, Indium und Zinn umfasst.

29. Substrat nach einem der Anspriche 19 bis 28, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der feste Trager mindestens ein Material ausge-
wahlt aus der Gruppe bestehend aus der Gruppe der thermoplasti-

schen Polymere und der Polykondensate umfasst.

30. Substrat nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass das
thermoplastische Polymer ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus Polyolefine, Vinylpolymere, Styrolpolymere, Polyacrylate,

Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkunstoffe.

31. Substrat nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass das
Polykondensat ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus ther-
moplastische Polykondensate, duroplastische Polykondensate und
Polyaddukte.

32. Substrat nach einem der Anspriliche 29 bis 31, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Material des polymeren festen Tragers organi-

sche und/oder anorganische Zusatzstoffe und/oder Fillstoffe um-

28 /54



_28_

fasst, wobei diese vorzugsweise ausgewahlt sind aus der Gruppe
bestehend aus TiO,, Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lipide und

Wachse.

33. Substrat nach einem der Anspruche 19 bis 32, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Metallbeschichtung an der Oberflache des Sub-
strats zumindest teilweise Molekilile zur direkten und/oder indi-

rekten Bindung von fluoreszierenden Molekilen umfasst.

34. Substrat nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass die
die Molekiile zur direkten und/oder indirekten Bindung von fluo-
reszierenden Molekiilen ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend
aus Antikorper, AntikoOrperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab) '2

oder scFv Fragmente, Nukleinsduren, Enzymen, Lipiden, Viruspar-

tikeln, Apatameren und Kombinationen davon.

35. Kapillare, Chip, vorzugsweise mikrofluider Chip, Kilvette,
Mikrotiterplatte, ein Trager fir die Fluoreszenzmikroskopie oder
optisches Detektorfeld umfassend ein Substrat nach einem der An-

spriuche 19 bis 34.

36. Set umfassend mindestens eine Mikrotiterplatte, mindestens
eine Kapillare, mindestens einen Chip und/oder mindestens eine
Kiivette und/oder mindestens einen Teststreifen umfassend ein
Substrat nach einem der Anspriche 19 bis 34 und ein mit einem
fluoreszierenden Molekilil markiertes Analyt-bindendes Molekiil o-
der ein mit einem Enzym markiertes Analyt-bindendes Molekil und

ein Fluoreszenzssubstrat fir das Enzym.

37. Verfahren zur Herstellung eines Substrats zur Verstirkung

der Fluoreszenz eines Fluorophors umfassend den Schritt des zu-
mindest teilweise Beschichtens eines festen Tradgers wie in den
Ansprichen 19 bis 25 und 29 bis 32 definiert mit mindestens ei-

nem Metall.

38. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass das
mindestens eine Metall mittels eines Verfahrens ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus Sputterverfahren, thermisches Verdamp-

fen, Elektronenstrahlverdampfen, Laserstrahlverdampfen, Lichtbo-
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genverdampfen, Molekularstrahlepitaxie, Ionenstrahl gestiitzte
Deposition und Ionenplattieren auf die Oberflache des festen

Tragers aufgebracht wird.

39. Verfahren nach Anspruch 37 oder 38, dadurch gekennzeichnet,
dass auf die Metallbeschichtung an der Oberfladche des Substrats
zumindest teilweise Moleklle zur direkten und/oder indirekten

Bindung von Fluorophoren aufgebracht werden.

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dass die
Molekiile zur direkten und/oder indirekten Bindung von Fluoropho-
ren ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Antikdrper, An-
tikOrperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder scFv Fragmen-—
te, Nukleinsduren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln und Kombina-

tionen davon.

41, Verfahren zur Bestimmung oder zur Quantifizierung mindestens
eines Analyten in einer Probe umfassend die Schritte:

a) optionales direktes oder indirektes Markieren des mindes-—
tens einen Analyten mit mindestens einem Fluorophor,

b) Aufbringen des mindestens einen markierten Analyten aus
Schritt a) oder eines fluoreszierenden Analyten auf ein Substrat
gemal einem der Anspriche 19 bis 34,

c) Anregen des mindestens eines Fluorophors durch Bestrahlen
des Substrats mit Licht geeigneter Wellenlange, und

d) Messen der Fluoreszenz zur Bestimmung des Vorhandenseins
oder zur Quantifizierung des mindestens einen Analyten in der

Probe.

42 . Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass das
mindestens eine Fluorophor eine Anregungswellenlange im Bereich

von 360 bis 780 nm, vorzugsweise von 490 bis 680 nm, aufweist.

43. Verfahren nach Anspruch 41 oder 42, dadurch gekennzeichnet,
dass das mindestens eine Fluorophor eine Emissionswellenlange im
Bereich von 410 bis 800 nm, vorzugsweise von 510 bis 710 nm,

aufweist.
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44, Verfahren nach einem der Anspriiche 41 bis 43, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das mindestens eine Fluorophor ausgewahlt ist
aus der Gruppe bestehend aus Methoxycoumarin, Aminocoumarin,
Cy2, Alexa Fluor 488, Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Alexa
Fluor 430, Alexa Fluor 532, Cy3, Alexa Fluor 555, 5-TAMRA, Alexa
Fluor 546, Phycoerythrin (PE), Tetramethyl Rhodamin Isothiocya-
nat (TRITC), Cy3.5, Rhodamin, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594,
Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Cyb, Alexa Fluor 660, Cy5.5,
Alexa Fluor 680 und Cy7, vorzugsweise aus der Gruppe bestehend
aus Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Cy3, Phycoerythrin (PE),
Tetramethyl Rhodamin Isothiocyanat (TRITC), Cy5 und Alexa Fluor
680.

45, Verfahren nach einem der Anspriiche 41 bis 44, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das indirekte Markieren des Analyten mit min-
destens einem Fluorophor mittels eines Fluorophor-markierten und

Analyt-bindenden Molekils erfolgt.

46. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, dass das
Analyt-bindende Molekil aus der Gruppe bestehend aus Antikodrper,
AntikOrperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder scFv Frag-

mente, Nukleinsauren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln, Aptame-

ren und Kombinationen davon ausgewahlt ist.
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Patentanspriiche:

1. Verwendung eines Substrats zur Verstarkung der Fluoreszenz
eines oder mehrerer fluoreszierenden Molekile, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Substrat einen festen polymeren Trager mit
einer Mehrzahl voneinander getrennter Vertiefungen umfasst und
der feste Trager zumindest teilweise mit mindestens einem Metall
beschichtet ist, wobei die Vertiefungen einen Abstand zueinander

von 0,2 pm bis 2,5 pm aufweisen.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Verstdrkung der Fluoreszenz in einem Abstand von 0 bis 50 nm zu
dem Metall erfolgt.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Vertiefungen des festen Tradgers eine Lange und eine
Breite aufweisen, wobei das Verhadltnis der La&nge zur Breite 2:1

bis 1:2, insbesondere 1:1, betragt.

4., Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekenn-—
zeichnet, dass die Vertiefungen des festen Tragers eine Lange
und eine Breite aufweisen, wobei die Lange und die Breite der

Vertiefungen 0,1 pum bis 2 um betragt.

5. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Vertiefungen eine im Wesentlichen runde Form

aufweisen.

6. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Vertiefungen eine Tiefe von 0,1 pm bis 5 pm

aufweisen.

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der feste Trager zumindest teilweise eine oder

mehr als eine Ubereinander angeordnete Metallschichten umfasst.

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Metallschicht am festen Trdger eine Dicke wvon

10 nm bis 200 nm aufweist.

48 /54

( ZULETZT VORGELEGTE ANSPRUCHE )




A 50793/2015 - 25 - 47382

9. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Metall ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, Kupfer, Nickel,
Palladium, Platin, Zink, Zinn und Legierungen umfassend eines

oder mehrerer dieser Metalle.

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die

Legierung Silber, Indium und Zinn umfasst.

11. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der feste Trager mindestens ein Material aus-—
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus der Gruppe der thermoplas-

tischen Polymere und der Polykondensate umfasst.

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass
das thermoplastische Polymer ausgewahlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus Polyolefine, Vinylpolymere, Styrolpolymere, Polyac-
rylate, Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkunstoffe.

13. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass
das Polykondensat ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
thermoplastische Polykondensate, duroplastische Polykondensate

und Polyaddukte.

14. Verwendung nach einem der Anspriiche 11 bis 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Material des polymeren festen Tragers or-—
ganische und/oder anorganische Zusatzstoffe und/oder Fiillstoffe
umfasst, wobei diese vorzugsweise ausgewahlt sind aus der Gruppe
bestehend aus Ti0;, Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lipide und

Wachse.

15. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Substrat Teil einer Kapillare, einer
Mikrotiterplatte, eines mikrofluidischen Chips, eines Teststrei-
fens, eines Tragers flir die Fluoreszenzmikroskopie, eines Sensor

Arrays oder eines optischen Detektorfeldes ist.
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16. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Metallbeschichtung an der Oberflache des
Substrats zumindest teilweise Molekilile zur direkten und/oder in-

direkten Bindung von fluoreszierenden Molekilen umfasst.

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass
die Molekile zur direkten und/oder indirekten Bindung von fluo-
reszierenden Molekilen ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend
aus Antikorper, Antikorperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab) '2
oder scFv Fragmente, Nukleinsauren, Enzymen, Lipiden, Viruspar-

tikeln, Aptameren und Kombinationen davon.

18. Substrat zur Verstarkung der Fluoreszenz eines oder mehrerer
fluoreszierenden Molekilile, dadurch gekennzeichnet, dass das Sub-
strat einen festen polymeren Trager mit einer Mehrzahl voneinan-
der getrennter Vertiefungen umfasst und der feste Tradger zumin-
dest teilweise mit mindestens einem Metall beschichtet ist, wo-
bei die Vertiefungen einen Abstand zueinander von 0,2 pm bis 2,5

pm aufweisen.

19. Substrat nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die
Vertiefungen des festen Tragers eine Lange und eine Breite auf-
weisen, wobeil das Verhaltnis der Lange zur Breite 2:1 bis 1:2,

insbesondere 1:1, betragt.

20. Substrat nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet,
dass die Vertiefungen des festen Tradgers eine Lange und eine
Breite aufweisen, wobei die Lange und die Breite der Vertiefun-

gen 0,1 pm bis 2 pm betragt.

21. Substrat nach einem der Anspriche 18 bis 20, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Vertiefungen eine im Wesentlichen runde Form

aufweisen.
22. Substrat nach einem der Anspriche 18 bis 21, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Vertiefungen eine Tiefe von 0,1 pm bis 5 pm

aufweisen.
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23. Substrat nach einem der Anspriche 18 bis 22, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der feste Trager zumindest teilweise mehr als ei-

ne uUbereinander angeordnete Metallschichten umfasst.

24. Substrat nach einem der Anspriche 18 bis 23, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Metallschicht am festen Trager eine Dicke von

10 nm bis 200 nm aufweist.

25. Substrat nach einem der Anspriche 18 bis 24, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Metall ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, Kupfer, Nickel,
Palladium, Platin, Zink, Zinn und Legierungen umfassend eines

oder mehrerer dieser Metalle.

26. Substrat nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die

Legierung Silber, Indium und Zinn umfasst.

27. Substrat nach einem der Anspriche 18 bis 26, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der feste Tradger mindestens ein Material ausge-
wahlt aus der Gruppe bestehend aus der Gruppe der thermoplasti-

schen Polymere und der Polykondensate umfasst.

28. Substrat nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass das
thermoplastische Polymer ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend
aus Polyolefine, Vinylpolymere, Styrolpolymere, Polyacrylate,

Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkunstoffe.

29. Substrat nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass das
Polykondensat ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus ther-
moplastische Polykondensate, duroplastische Polykondensate und
Polyaddukte.

30. Substrat nach einem der Anspriiche 27 bis 29, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Material des polymeren festen Tragers organi-
sche und/oder anorganische Zusatzstoffe und/oder Flillstoffe um-
fasst, wobei diese vorzugsweilse ausgewahlt sind aus der Gruppe
bestehend aus TiO,, Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lipide und

Wachse.
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31. Substrat nach einem der Ansprlche 18 bis 30, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Metallbeschichtung an der Oberflache des Sub-
strats zumindest teilweise Molekiile zur direkten und/oder indi-

rekten Bindung von fluoreszierenden Molekiilen umfasst.

32. Substrat nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass die
die Molekile zur direkten und/oder indirekten Bindung von fluo-
reszierenden Molekilen ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend
aus Antikorper, Antikorperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab) '2

oder scFv Fragmente, Nukleinsauren, Enzymen, Lipiden, Viruspar-

tikeln, Apatameren und Kombinationen davon.

33. Kapillare, Chip, vorzugsweise mikrofluider Chip, Kivette,
Mikrotiterplatte, ein Trager fur die Fluoreszenzmikroskopie oder
optisches Detektorfeld umfassend ein Substrat nach einem der An-

spriche 18 bis 32.

34. Set umfassend mindestens eine Mikrotiterplatte, mindestens
eine Kapillare, mindestens einen Chip und/oder mindestens eine
Kiivette und/oder mindestens einen Teststreifen umfassend ein
Substrat nach einem der Anspriiche 18 bis 32 und ein mit einem
fluoreszierenden Moleklill markiertes Analyt-bindendes Molekil o-
der ein mit einem Enzym markiertes Analyt-bindendes Molekil und

ein Fluoreszenzssubstrat fir das Enzym.

35. Verfahren zur Herstellung eines Substrats zur Verstarkung

der Fluoreszenz eines Fluorophors umfassend den Schritt des zu-
mindest teilweise Beschichtens eines festen Tradgers wie in den
Ansprlichen 18 bis 23 und 27 bis 30 definiert mit mindestens ei-

nem Metall.

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass das
mindestens eine Metall mittels eines Verfahrens ausgewdahlt aus
der Gruppe bestehend aus Sputterverfahren, thermisches Verdamp-
fen, Elektronenstrahlverdampfen, Laserstrahlverdampfen, Lichtbo-
genverdampfen, Molekularstrahlepitaxie, Ionenstrahl gestilitzte
Deposition und Ionenplattieren auf die Oberfldche des festen

Tragers aufgebracht wird.
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37. Verfahren nach Anspruch 35 oder 36, dadurch gekennzeichnet,
dass auf die Metallbeschichtung an der Oberfldche des Substrats
zumindest teilweise Molekiile zur direkten und/oder indirekten

Bindung von Fluorophoren aufgebracht werden.

38. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass die
Molekiile zur direkten und/oder indirekten Bindung von Fluoropho-
ren ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus AntikoOrper, An-
tikorperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder scFv Fragmen-—
te, Nukleinsauren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln und Kombina-

tionen davon.

39. Verfahren zur Bestimmung oder zur Quantifizierung mindestens
eines Analyten in einer Probe umfassend die Schritte:

a) optionales direktes oder indirektes Markieren des mindes-
tens einen Analyten mit mindestens einem Fluorophor,

b) Aufbringen des mindestens einen markierten Analyten aus
Schritt a) oder eines fluoreszierenden Analyten auf ein Substrat
gemal einem der Ansprliche 18 bis 32,

c) Anregen des mindestens eines Fluorophors durch Bestrahlen
des Substrats mit Licht geeigneter Wellenld@nge, und

d) Messen der Fluoreszenz zur Bestimmung des Vorhandenseins
oder zur Quantifizierung des mindestens einen Analyten in der

Probe.

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dass das
mindestens eine Fluorophor eine Anregungswellenlange im Bereich

von 360 bis 780 nm, vorzugsweise von 490 bis 680 nm, aufweist.

41. Verfahren nach Anspruch 39 oder 40, dadurch gekennzeichnet,
dass das mindestens eine Fluorophor eine Emissionswellenlange im
Bereich von 410 bis 800 nm, vorzugsweise von 510 bis 710 nm,

aufweist.

42 . Verfahren nach einem der Anspriiche 39 bis 41, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das mindestens eine Fluorophor ausgewahlt ist
aus der Gruppe bestehend aus Methoxycoumarin, Aminocoumarin,
Cy2, Alexa Fluor 488, Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Alexa
Fluor 430, Alexa Fluor 532, Cy3, Alexa Fluor 555, 5-TAMRA, Alexa
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Fluor 546, Phycoerythrin (PE), Tetramethyl Rhodamin Isothiocya-
nat (TRITC), Cy3.5, Rhodamin, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594,
Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Cy5, Alexa Fluor 660, Cy5.5,

Alexa Fluor 680 und Cy7, vorzugsweise aus der Gruppe bestehend

aus Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Cy3, Phycoerythrin (PE),

Tetramethyl Rhodamin Isothiocyanat (TRITC), Cy5 und Alexa Fluor
680.

43. Verfahren nach einem der Anspriche 39 bis 42, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das indirekte Markieren des Analyten mit min-
destens einem Fluorophor mittels eines Fluorophor-markierten und

Analyt-bindenden Molekilils erfolgt.

44, Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, dass das
Analyt-bindende Molekiil aus der Gruppe bestehend aus Antikdrper,
AntikoOrperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder scFv Frag-

mente, Nukleinsdauren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln, Aptame-

ren und Kombinationen davon ausgewahlt ist.
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