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(54) Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung sowie Verfahren zur Detektion

(57) Eine Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) umfassend eine
Lichtquelle (2) zur Generierung von linear polarisiertem
Anregungslicht (4), wenigstens ein Prisma (6) mit dessen
Basisflache (7) ein  Trager fiir ein anzuregendes oder zu
analysierendes Material verbunden ist, sowie eine parallel zu dem
Trager fir das anzuregende oder zu analysierende Material N
angeordnete Detektionseinheit (13) ist dadurch gekennzeichnet,
dass das wenigstens eine Prisma (6) und der Trager fiir das
anzuregende bzw. zu analysierende Material als einstiickiger
Mikrochip (15) ausgebildet sind, wobei eine Basisflache (7) des
Prismas (6) ausbildende Seite des Mikrochips (15) den Trager fiir
das anzuregende bzw. zu analysierende Material ausbildet, auf
welcher das anzuregende bzw. zu analysierende Material im
Bereich der Totalreflexion des Anregungslichts (4) angeordnet ist
und dass beide Seitenflachen (5, 8) des Prismas (6) im Brewster-
Winkel (8g) zum Anregungslicht (4) angeordnet sind sowie Mikro-
Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) umfassend eine Lichtquelle (2)
zur Generierung von linear polarisiertem Anregungslicht (4),
wenigstens ein Prisma (6) mit dessen Basisflache (7) ein Trager fir
ein anzuregendes oder zu analysierendes Material verbunden ist,
sowie eine parallel zu dem Trager fir das anzuregende oder zu
analysierende Material angeordnete Detektionseinheit (13), dadurch
gekennzeichnet, dass das wenigstens eine Prisma (6) und der
Trager fir das anzuregende bzw. zu analysierende Material als
einstiickiger Mikrochip (15) ausgebildet sind, wobei eine
Basisflache (7) des Prismas (6) ausbildende Seite des Mikrochips
(15) den Trager fir das anzuregende bzw. zu analysierende
Material ausbildet, auf welcher das anzuregende bzw. zu
analysierende Material im Bereich der Totalreflexion des
Anregungslichts (4) angeordnet ist und dass beide Seitenflachen (5,
8) des Prismas (6) im Brewster-Winkel (88) zum Anregungslicht (4)
angeordnet  sind sowie Verfahren zur Detektion von
Fluoreszenzlicht.




Zusammenfassung

Eine Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) umfassend eine Lichtquelle (2) zur
Generierung von linear polarisiertem Anregungslicht (4), wenigstens ein Prisma (6) mit dessen
Basisflache (7) ein Trager fir ein anzuregendes oder zu analysierendes Material verbunden ist,
sowie eine parallel zu dem Trager fir das anzuregende oder zu analysierende Material
angeordnete Detektionseinheit (13) ist dadurch gekennzeichnet, dass das wenigstens eine
Prisma (6) und der Trager fir das anzuregende bzw. zu analysierende Material als einstlckiger
Mikrochip (15) ausgebildet sind, wobei eine Basisflache (7) des Prismas (6) ausbildende Seite
des Mikrochips (15) den Trager fir das anzuregende bzw. zu analysierende Material ausbildet,
auf welcher das anzuregende bzw. zu analysierende Material im Bereich der Totalreflexion des
Anregungslichts (4) angeordnet ist und dass beide Seitenflachen (5, 8) des Prismas (6) im
Brewster-Winkel ~(6sy zum  Anregungslicht (4) angeordnet sind sowie Mikro-
Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) umfassend eine Lichtquelle (2) zur Generierung von linear
polarisiertem Anregungslicht (4), wenigstens ein Prisma (6) mit dessen Basisflache (7) ein
Trager fir ein anzuregendes oder zu analysierendes Material verbunden ist, sowie eine parallel
zu dem Trager fur das anzuregende oder zu analysierende Material angeordnete
Detektionseinheit (13), dadurch gekennzeichnet, dass das wenigstens eine Prisma (6) und der
Trager fir das anzuregende bzw. zu analysierende Material als einstuckiger Mikrochip (15)
ausgebildet sind, wobei eine Basisflache (7) des Prismas (6) ausbildende Seite des Mikrochips
(15) den Trager fur das anzuregende bzw. zu analysierende Material ausbildet, auf welcher das
anzuregende bzw. zu analysierende Material im Bereich der Totalreflexion des Anregungslichts
(4) angeordnet ist und dass beide Seitenflachen (5, 8) des Prismas (6) im Brewster-Winkel (6

zum Anregungslicht (4) angeordnet sind sowie Verfahren zur Detektion von Fluoreszenzlicht.
(Fig. 1)
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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung
umfassend eine Lichtquelle zur Generierung von linear polarisiertem Anregungslicht, wenig-
stens ein Prisma mit dessen Basisflache ein Trager fur ein anzuregendes oder zu analy-
sierendes Material verbunden ist, sowie eine parallel zu dem Trager fur das anzuregende oder
zu analysierende Material angeordnete Detektionseinheit, sowie ein Verfahren zur Detektion
von Fluoreszenzlicht in einer Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung, eines auf einem mit einer
Basisflache eines Prismas verbundenen Trager angeordneten, anzuregenden oder zu analy-
sierenden Materials, bei welchem linear polarisiertes Licht von einer Anregungslichtquelle auf
eine Seitenflaiche des Prismas gerichtet wird wobei an der Basisflache des Prismas das anzu-
regende oder zu analysierende Material zur Emission von Fluoreszenzlicht unter gleichzeitiger
Reflexion des Anregungslichts angeregt wird und das von dem anzuregenden oder zu ana-
lysierenden Material ermittelte Fluoreszenzlicht in einer Detektionseinheit ausgewertet wird.

In den letzten Jahren ist eine Vielzahl von verschiedenen Fluoreszenzdetektions-
vorrichtungen bekannt geworden. Hierbei wurden sowohl Systeme mit Mikrolinsen und/oder
Mikrogittern als auch Strukturen, weiche Wellenleiter und eine TIRF-Anregung verwenden,
beschrieben. Unter diesen beschreibt beispielsweise die US 2010/0225915 ein Prisma fur das
Induzieren einer Brewster-Winkeltransmission und eine Fluoreszenzdetektionsvorrichtung zum
Erhdhen eines Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses derselben, in welcher Struktur evaneszierende
Wellen generiert werden, wenn Licht auf Fluoreszenzmaterial, welches auf eine Probenober-
flache aufgebracht ist, in einem Winkel der groRer als ein kritischer Winkel ist, auftrifft. Die
evaneszierenden Wellen werden hierbei als Anregungslicht fur die Fluoreszenz verwendet, um
eine interne Totalreflexion von Licht derart zu induzieren, dass Licht durch das Prisma in einem
Brewster-Winkel hindurchtritt.

Nachteilig bei einer derartigen Vorrichtung ist, dass der Lichteintritt nicht unter einem
Brewster-Winke! sondern normal zur Prismenflache erfolgt was unerwiinschte Reflexionen des
Anregungslichts auf der Lichteintrittsseite zur Folge hat, und dass zumindest zwischen dem
Prisma und einem Trager fur die zu analysierende Probe eine Grenzflache existiert, an welcher
unerwiinschte Lichtstreuungen stattfinden kénnen. Weiterhin muss zum Verbinden des Tragers
fur die zu analysierende Probe mit dem in die Detektionseinheit integrierten Prisma ein Immer-
sionsmedium verwendet werden, um die nétige Totalreflexion an der Oberflache des Tragers zu
erreichen.

Weitere Systeme, in welchen unterschiedliche Materialien fir den Wellenleiter, d.h.
beispielsweise das Prisma und den Probentréager, auf welchem das anzuregende bzw. zu analy-
sierende Material aufgebracht ist, eingesetzt werden, sind vielfach bekannt.

A. Brandenburg et al., Sensor. Actuat. B-Chem. (2009), 139, 245-249 haben erstmals
Polymerfolien als Wellenleiter verwendet, welche mit einem Einkupplungs- und Auskupplungs-

prisma fur das Anregungslicht durch Heillprégen ausgebildet wurden. Die Lichtqueile umfasst
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bei diesem System eine Laserdiode und das System weist weiterhin Strahlteiler, Aperturen und
einen durch einen Schrittmotor angetriebenen Steuer- bzw. Regelspiegel, bei welchem nach
einem Filtrieren des Fluoreszenzlichts das punktférmige Feld durch eine nicht gekihite CCD-
Kamera detektiert wurde, auf.

Aufgrund der stetig steigenden Nachfrage nach miniaturisierten Vorrichtungen, welche
eine direkte Detektion von insbesondere Biomolekulen oder Pathogenen in Anwendungen, wie
der Diagnose, Nahrungsmitteluntersuchung oder Umweltbeobachtung eingesetzt sind, wurden
die sogenannten "Lab-on-a-Chip" oder "Mikrogesamtanalysensysteme (u-TAS) entwickelt, um
das gesamte Verfahren von der Probenzubereitung, Messung, Reaktion, Inkubation, usw. bis
zur Detektion auf ein und demselben Chip ausfihren zu kénnen. Allerdings wurden frihe der-
artige, miniaturisierte Fluoreszenzvorrichtungen auf Glassubstraten oder Siliziumsubstraten
aufgebaut und es mussten Herstellungstechnologien aus dem Gebiet der Elektronik und Halb-
leiterindustrie angewandt werden, wodurch derartige Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtungen
nicht nur teuer sondern auch kompliziert und aufwendig herzustellen sind und Uberdies die
Systeme noch nicht ausreichend miniaturisiert sind.

In letzter Zeit wurde versucht, derartige Mikroanalysenvorrichtungen in Kunststoffchips
zu integrieren, welche einerseits eine hohe Transparenz und andererseits eine niedrige Auto-
fluoreszenz aufweisen. Ein regelmaRig auftretendes Problem bei derartigen Vorrichtungen,
sowoh! auf Glas- oder Siliziumsubstraten, als auch auf Kunststoffsubstraten, ist, dass eine
Trennung des Fluoreszenzlichts von dem Anregungslicht mittels eines Spektrometers oder
mittels optischer Filter geschehen muss, was sich als nicht zufriedenstellend erweist. Am
glnstigsten ist hierbei eine effektive, geometrische Trennung zwischen Fluoreszenzlicht und
Anregungslicht, da die Intensitat des Anregungslichts Ublicherweise um ein Vielfaches hoher als
die Intensitat des erzeugten Fluoreszenzlichts ist, was insbesondere bei miniaturisierten
Systemen ein grofles Problem in Bezug auf die Messgenauigkeit darstellt, da meist nicht
unbetrachtliche Mengen an Streulicht die Messung storen bzw. verfélschen.

Die vorliegende Erfindung zielt nun darauf ab, eine miniaturisierte Fluoreszenzdetek-
tionsvorrichtung sowie ein Verfahren zur Detektion von Fluoreszenzlicht zur Verfilgung zu
stellen, bei welchem mdglichst viel Anregungslicht in einen Fluoreszenzfarbstoff eines anzu-
regenden bzw. zu analysierenden Materials eingekoppelt wird und gleichzeitig moglichst wenig
Anregungslicht den Detektor erreicht, um eine effektive, geometrische Trennung von Fluores-
zenzlicht und Anregungslicht und somit eine erhéhte Messgenauigkeit zu erzielen. Weiterhin
zielt die Erfindung darauf ab, die unerwiinschte Reflexion des Anregungslichts beim Ein- und
Austritt in das Prisma und eine darauffolgende mégliche Streuung von Anregungslicht auf ein
Minimum herabzusetzen und somit nach einer effektiven Anregung des fluoreszierenden
Materials in einem zu analysierenden Material bzw. zu detektierenden Material das Fluores-

zenzlicht ausreichend sensibel und genau mit einem ortsauflésenden Detektor zu messen.
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zeichnet, dass das wenigstens eine Prisma und der Trager fur das anzuregende bzw. zu ana-
lysierende Material als einstickiger (monolithischer) Mikrochip ausgebildet sind, wobei eine
Basisfliche des Prismas ausbildende Seite des Mikrochips den Trager fur das anzuregende
bzw. zu analysierende Material ausbildet, auf welcher das anzuregende bzw. zu analysierende
Material im Bereich der Totalreflexion des Anregungslichts angeordnet ist und dass beide
Seitenflachen des Prismas im Brewster-Winkel zum Anregungslicht angeordnet sind. Indem das
wenigstens eine Prisma und der Tréager fur das anzuregende oder zu analysierende Material als
einstiickiger Mikrochip ausgebildet sind, existiert in der Vorrichtung keine Grenzflache zwischen
dem Trager fur das anzuregende oder zu analysierende Material und dem Lichtwellenleiter,
namlich dem Prisma, wodurch eine unerwinschte Reflexionen bzw. Streulicht vermieden wird.
Indem weiterhin das anzuregende oder zu analysierende Material, auf die eine Basisflache des
Prismas ausbildende Seite des Mikrochip als Trager aufgebracht ist, wird eine Anregung unter
abgeschwéchter Totalreflexion (attenuated total reflection; ATR) erreicht. Hierbei wird das
anzuregende oder zu analysierende Material auf der Seite des Prismas unter einem Winkel,
welcher gréBer als der kritische Winkel der Totalreflexion ist, beleuchtet, weshalb keine
Anregungslichtintensitat aus dem Prisma im Bereich des anzuregenden oder zu analysierenden
Materials herausdringt, sondern im Inneren des Prismas vollstandig reflektiert wird. Die auf
derselben Basisflache des Prismas aufgebrachte anzuregende oder zu analysierende Substanz,
welche gleichzeitig eine absorbierende Substanz fir das Anregungslicht ist, wird somit durch
eine im Nahfeld austretende evaneszente Welle angeregt und zur Abgabe von Fluoreszenzlicht
veranlasst, welches Fluoreszenzlicht, in der Folge in der Detektionseinheit ausgewertet wird.
Indem weiterhin beide Seitenﬂé’chen des Prismas im Brewster-Winkel zum Anregungslicht
angeordnet sind, wird das Anregungslicht in das Prisma ein- oder ausgekoppelt, im
Wesentlichen ohne irgendwelche Reflexionen zu erzeugen. Fir eine Verbesserung bzw. fur
eine weitere Herabsetzung der Reflexionen des Anregungslichts wird hierbei linear polarisiertes
Licht, welches beispielsweise aus einer Laserdiode als Lichtquelle stammen kann, deren
Polarisationsebene parallel zur Einfallsebene eingestellt ist, d.h. p-polarisiertes Licht in dem
Brewster-Winkel auf die Seitenflichen des Prismas eingestrahlt. Eine weitere Erhdhung der
Effizienz der Ein- und Auskopplung des Anregungslichts ohne unerwiinschte Reflexion des
Anregungslichts beim Lichtein- und -austritt wird hierbei gemai der Erfindung dadurch erzielt,
dass der Mikrochip der Fluoreszenzdetektionsvorrichtung aus einem nicht absorbierenden
Material gebildet ist, welches firr p-polarisiertes Licht im Brewster-Winkel nicht reflektierend ist.
Durch eine derartige Konfiguration wird somit eine Maximierung der Ein- und Auskopplung des
Anregungslichts erzielt und gleichzeitig eine Minimierung bzw. vollstandige Vermeidung des
Streulichts erzielt, weshalb insbesondere Fluoreszenzlicht des anzuregenden oder zu analy-

sierenden Materials ohne jedes Streulicht exakt detektiert werden kann.
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Indem, wie dies einer Weiterbildung der Erfindung entspricht, die Fluoreszenzdetek-
tionsvorrichtung so ausgebildet ist, dass die den Trager fur das anzuregende oder zu analy-
sierende Material darstellende Basisflache des Mikrochips strukturiert ausgebildet ist und dass
die Strukturierung eine oder mehrere Komponenten oder Strukturen gewahlt aus mikro-
fluidischen Strukturen und Kanalen, mikrooptischen Strukturen, Elektroden, Ventilen oder
Membranen umfasst, gelingt es in einfacher Weise ein sogenanntes Lab-on-a-Chip-System zur
Verfigung zu stellen, bei welchem die Zahl der Grenzflachen zwischen dem anzuregenden oder
zu analysierenden Material auf ein Minimum herabgesetzt ist, wodurch méglichst viel
Anregungslicht in den in dem anzuregenden oder zu analysierenden Material enthaltenen
Lumineszenzfarbstoff eingekoppelt wird. Uberdies kann mit einer derartigen Vorrichtung bei
Einsatz fur fluide Materialien die Verwendung von Immersionsflissigkeiten vermieden werden.

Indem, wie dies einer Weiterbildung der Erfindung entspricht, das anzuregende oder zu
analysierende Material als Raster aus fluoreszierenden Punkten auf der den Trager aus-
bildenden Seite bzw. die Basisflache des Mikrochips aufgebracht ist, gelingt es bei gleich-
zeitiger effektiver Anregung mit einem herkémmlichen ortsauflésenden Detektor, wie einer CCD-
Kamera, ausreichend sensibel die Fluoreszenz des anzuregenden oder zu analysierenden
Materials zu messen. Eine Zuordnung der einzein zu vermessenden Punkte zu einem speziellen
Analyten bzw. zu vermessendem Material oder Parameter gelingt mit einer herkdmmlichen
Software, welche nicht Teil der Erfindung ist.

Indem, wie dies einer Weiterbildung der Erfindung entspricht, ein Durchmesser jedes
Punkts des Rasters aus fluoreszierenden Punkten 0,05 bis 1mm, insbesondere 0,1 bzw. 0,4 mm
betragt, kann bei gleichzeitiger homogener Bestrahlung auch eine Quantifizierung der mittleren
Intensitat der individuellen Sensorpunkte erreicht werden. Je groRer der Raster aus
fluoreszierenden Punkten und je gréRer der Punktdurchmesser ist, desto inhomogener werden
die Ergebnisse, so dass besonders homogene und aussagekraftige Messwerte erreicht werden
kénnen.

Um insbesondere eine gleichzeitige Anregung mehrerer zu analysierenden Materialien
oder anzuregender Materialien zu ermdglichen ist gemaf einer Weiterbildung die Vorrichtung so
ausgebildet, dass eine Mehrzahl von Prismen auf einem gemeinsamen Mikrochip angeordnet ist
und dass die Prismen in eine Oberflache des Mikrochips integriert sind. Die Mehrzahl von auf
einem gemeinsamen Mikrochip angeordneten Prismen erméglicht es, eine Mehrzahl von Trager
fur zu analysierendes oder anzuregendes Material und insbesondere beispielsweise eine
Mehrzahl von mikrofluidischen Kanélen, welche in die Prismengrundflache eingeschnitten sind,
zur Verflugung zu stellen. Mit einer derartigen Ausbildung gelingt es mit einer einzigen Licht-
quelle, eine Mehrzahl von beleuchteten Detektionszonen zur Verfigung zu stellen und somit
eine kleinbauende Vorrichtung fir die gleichzeitige Vermessung von mehreren untereinander

gleichen oder verschiedenen Materialien bzw. Detektionszonen zur VerflUgung zu stellen.
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Gemal einer Weiterbildung kann die Fluoreszenzdetektionsvorrichtung hierbei so ausgebildet
sein, dass die Mehrzahl von Prismen parallel zueinander mit zu dem Anregungslicht gerichteten
Seitenfldchen angeordnet ist. Eine andere Variante wird hierbei dadurch erreicht, dass die
Mehrzahl von Prismen hintereinander angeordnet ist und ein Lichteinfall des Anregungslichts
auf die Prismen nacheinander erfolgt. Indem eine Mehrzahl von Prismen parallel zueinander mit
zu dem Anregungslicht gerichteten Seitenflachen angeordnet ist, gelingt es, dass mehrere von-
einander verschiedene Proben bzw. eine Mehrzahl untereinander gleicher Proben gleichzeitig
mit Anregungslicht zu Emissionen von Fluoreszenzlicht angezeigt werden. Eine derartige Vor-
richtung ist beispielsweise fur eine Anwendung zur Untersuchung von biologischen Flussig-
keiten oder dgl. bevorzugt, da nur geringste Mengen an Substanz in der Probe enthalten sind
und mit einer derartigen Ausbildung insgesamt eine gleichzeitige und dennoch sehr empfind-
liche Messung mehrerer Parameter erreicht werden kann indem eine Mehrzahl von Prismen
hintereinander angeordnet ist.

Wie dies einer Weiterbildung der Erfindung entspricht, kann die Mikro-Fluoreszenzdetek-
tionsvorrichtung dahingehend weitergebildet sein, dass die Detektionseinheit dem Scheitel des
Prismas gegenlberliegend angeordnet ist. Insbesondere indem die Detektionseinheit dem
Scheitel des Prismas gegenberliegend angeordnet ist, gelingt es, eine extrem kleinbauende
Vorrichtung im Vergleich zu einer Variante, bei welcher die Detektionseinheit der Basisflache
des Prismas gegenuberliegend angeordnet ist, zur Verfugung zu stellen. Weiterhin gelingt es
mit einer Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung, bei welcher die Detektionseinheit dem
Scheitel des Prismas gegenilberliegend angeordnet ist, eine Vorrichtung zur Verfligung zu
stellen, bei welcher ein extrem einfacher Austausch des Biochips aufgrund der leichten Zugang-
lichkeit desselben erméglicht wird und somit die Zeiten und der Aufwand zum Wechsel, der in
der Regel zum Einmalgebrauch bestimmten, Analysenchips gegeniber herkémmlichen Bau-
weisen deutlich herabgesetzt sind.

Indem, wie dies einer Weiterbildung der Erfindung entspricht, der gesamte Mikrochip der
Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung aus ein und demselben Material, insbesondere aus
Kunststoff gebildet ist, gelingt es einerseits ein nicht absorbierendes Medium fir das p-pola-
risierte Licht zur Verfligung zu stellen und andererseits kann eine derartige Vorrichtung einfach,
beispielsweise in einem einzigen Fertigungsschritt, wie mit SpritzgieRen, HeiRpragen und dgl.
hergestellt werden, wodurch insgesamt der Fertigungsaufwand fir die Herstellung der der zum
Einmalgebrauch bestimmten, Analysenchips deutlich herabgesetzt ist. Weiterhin gelingt es,
indem der gesamte Mikrochip aus ein und demselben Material hergestelit ist, einen inerten
Trager fur das zu analysierende Material zur Verfugung zu stellen und gleichzeitig ein Prisma
zur Verfugung zu stellen, welches die fur die Strahlengeometrie, welche fir die Vorrichtung der
vorliegenden Erfindung erforderlich ist, erforderlichen Brechzahlen aufweist zur Verfligung zu

stellen.
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Gemal einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung ist hierbei der Mikrochip, insbe-
sondere der Biochip aus einem Polymermaterial basierend auf Cycloolefinpolymer (COP),
Cycloolefincopolymer (COC), Polykarbonat (PC), Polymethylmethacrylat (PMMA), Polystyren
(PS), Polyethylenterephthalat (PET), Polyacrylat, Polyurethanacrylat (PUA), Polyuretanmeth-
acrylat (PUMA), Polypropylen (PP) gefertigt, insbesondere aus Cycloolefinpolymer oder —
copolymer (COP/COC), Polykarbonat (PC), Polymethylmethacrylat (PMMA) oder Polystyren
(PS) gefertigt. Derartige Materialien sind nicht nur chemisch inert, sondern weisen die fir die
vorliegende Erfindung erforderlichen Brechzahlen und Transparenz auf und sind wegen ihrer
einfachen Verarbeitbarkeit fir eine Massenproduktion von Mikrochips fur eine Mikro-Fluores-
zenzdetektionsvorrichtung gemanR der vorliegenden Erfindung geeignet.

Um insbesondere das zu analysierende oder das anzuregende Material vor einem Uber-
mafigen Fotobleichen zu schitzen, ist gemanl einer Weiterbildung die Vorrichtung so aus-
gebildet, dass sie in einem Gehéiuse, insbesondere einem Aluminiumgehause oder Kunststoff-
gehause angeordnet ist und dass im Inneren des Gehauses eine Trennwand fur eine Trennung
in ein Abteil enthaltend die Lichtquelle und ein Abteil enthaltend die Detektionsvorrichtung,
angeordnet ist. Durch die Abteilung des Gehéauses der Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung
in ein Abteil enthaltend die Lichtquelle und ein Abteil enthaltend die Detektionsvorrichtung kann
die Lichtquelle kontinuierlich betrieben werden und gleichzeitig das zu analysierende Material
bzw. das anzuregende Material vor einem Fotobleichen geschitzt werden. Insbesondere wenn
die Lichtquelle, wie beispielsweise eine Laserdiode kontinuierlich betrieben wird, wird die
Lebensdauer desselben gegeniber einer Lichtquelle, die haufig an- und ausgeschaltet wird,
deutlich erhéht.

Um sicherzustellen, dass auch fir konvergente oder divergente Strahlenbiindel des
Anregungslichts jeder einzelne Lichtstrahl unter einem Brewster-Winkel auf die Seitenflache des
Prismas auftrifft, ist die Erfindung dahingehend weitergebildet, dass die Seitenflichen des
Prismas als gekriimmte Freiformflachen ausgebildet sind.

Die vorliegende Erfindung zielt weiterhin auf ein Verfahren zur Detektion von Fluores-
zenzlicht in einer Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung ab, bei welcher die Menge an
stérendem Streulicht auf eine Detektionseinheit auftrifft, minimiert wird und gleichzeitig sicher
und reproduzierbar wiederholbare Ergebnisse erzielt werden.

Zur Lésung dieser Aufgabe ist das erfindungsgemaRe Verfahren im Wesentlichen da-
durch gekennzeichnet, dass das Anregungslicht im Brewster-Winkel auf die Seitenflache des
Prismas eingestrahlt wird, dass das unmittelbar auf der Basisflaiche des Prismas angeordnete
anzuregende oder zu analysierende Material unter einem Winkel, der gréRer als ein kritischer
Winkel einer Totalreflexion ist, zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt wird.

Indem das Anregungslicht im Brewster-Winkel auf die Seitenfliche des Prismas ein-
gestrahlt wird, wird sichergestellt, dass das Anregungslicht in das Prisma ein- und ausgekoppelt
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werden kann, ohne dass unerwiinschte Reflexion des Anregungslichts beim Lichtein- und -
austritt aus dem Prisma erzeugt wird, wodurch die Messgenauigkeit und insbesondere das
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis einer Messung deutlich verbessert werden kann. Indem weiterhin
das anzuregende oder zu analysierende Material direkt auf der Basisflache des Prismas
angeordnet ist und unter einem Winkel, der gréRer als der kritische Winkel der Totalreflexion ist,
beleuchtet wird, wird weiterhin sichergestellt, dass keine Anregungsintensitét des Anregungs-
lichts aus dem Prisma an der Flache des Prismas, auf welcher die zu detektierende bzw.
anzuregende Probe bzw. das anzuregende Material aufgebracht ist, herausdringt, wodurch
wiederum das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis einer Messung deutlich verbessert werden kann und
insbesondere exakte und scharfe Messpunkte bzw. Messlinien des generierten Fluoreszenz-
lichts in einer Detektionseinheit erhalten werden kénnen.

Indem, wie dies einer Weiterbildung des erfindungsgeméfen Verfahrens entspricht,
gleichzeitig eine Mehrzahl von anzuregenden oder zu analysierenden Materialien detektiert
wird, wird einerseits die Geschwindigkeit des Messverfahrens erhéht und andererseits sicher-
gestellt, dass eine Mehrzahl von verschiedenen zu analysierenden Substanzen rasch und un-
kompliziert analysiert wird oder eine Mehrzaht von untereinander gleichen Substanzen
analysiert werden kann, wodurch nach einer entsprechenden Mittlung der Messfehler im Ver-
gleich zu herkémmlichen Messverfahren deutlich herabgesetzt werden kann.

Wenn, wie dies einer Weiterbildung einer Erfindung entspricht, das Verfahren so gefiihrt
wird, dass die gleichzeitig zu detektierende Mehrzahl von anzuregenden oder zu analysierenden
Materialien auf einer Mehrzahl von parallel zueinander angeordneten Basisflachen von Prismen
aufgebracht wird, bzw. dass die gleichzeitig zu detektierende Mehrzahl von anzuregenden oder
zu analysierenden Materialien auf einer Mehrzahl von hintereinander angeordneten Basis-
flachen von Prismen aufgebracht wird, wird die Mehrzahl von Prismen mit ein und demselben
Anregungslicht hintereinander beaufschlagt und angeregt, wodurch ein und dieselbe Probe
mehrmals angeregt werden kann und auf diese Weise fehlernafte Messungen bzw. Auslese-
fehler nach einer Detektion in der Detektionsvorrichtung durch direkten Vergleich der Mess-
ergebnisse mit Sicherheit hintangehalten werden konnen.

Indem, wie dies einer Weiterbildung der Erfindung entspricht, das anzuregende oder zu
analysierende Material als Raster aus fluoreszierenden Punkten auf der Basisflache des
Prismas aufgebracht wird, gelingt es bei gleichzeitiger effektiver Anregung mit einem herkémm-
lichen ortsauflésenden Detektor, wie einer CCD-Kamera, ausreichend sensibel die Fluoreszenz
des anzuregenden oder zu analysierenden Materials zu messen.

Dadurch, dass, wie dies einer Weiterbildung der Erfindung entspricht, die fluores-
zierenden Punkte durch Bindung von fluoreszenzmarkierten Molekilen aus einer Lésung auf an
der Basisfliche des Prismas festgelegten Fanger- oder Sondenmolekilen gebildet werden,
erlaubt die Vorrichtung den Nachweis und die Quantifizierung von in der Probelésung vorhan-
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denen Analyten. Hierfirr werden die fluoreszierenden Punkte durch die Anlagerung/Bindung von
mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Molekilen oder Partikeln, wie Oligonukleotide, Proteine,
Peptide, Biomarker, Antikérper, Antigene, etc. aus der zur analysierenden Lésung an auf der
Basisflache des Prismas punktformig aufgebrachten Bindungspartner, d.h. wiederum ent-
sprechende komplementsre Oligonukleotide, Proteine, Antigene, etc. gebildet werden, wird der
Nachweis und die Quantifizierung von in der Probelésung vorhandenen Analyten méglich.

Indem, wie dies einer Weiterbildung der Erfindung entspricht, das Verfahren so gefuhrt
wird, dass gleichzeitig eine Mehrzahl von verschiedenen Parametern von einem oder mehreren
anzuregenden oder zu analysierenden Materialien analysiert wird, kénnen beispielsweise in
biologischen Proben verschiedene Bestandteile, wie beispielsweise Nukleinsaduresequenzen,
Proteine, Peptide, Biomarker, Pathogene, Viren und dgl. detektiert und quantifiziert werden
indem an der Basisfliche des Prismas entsprechende Sondenmolekile zur Bindung dieser
Probenbestantteile aufgebracht sind gleichzeitig oder auch hintereinander detektiert werden,
wodurch eine Vielzah! von wesentlichen Messsignalen rasch und unkompliziert erhalten werden.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von in der Zeichnung dargesteliten Aus-
fuhrungsbeispielen naher erldutert. In dieser zeigen

Fig. 1 eine schematische Darstellung einer Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung
geman der vorliegenden Erfindung.

Fig. 2 eine schematische Darstellung von im Brewster-Winkel auf die Seitenflachen
eines in ein Tragersubstrat integrierten Prismas einfaliendem Licht.

Fig. 3 eine teilweise perspektivische Darstellung eines auf einem Tragersubstrat
aufgebrachten Prismas sowie die schematische Darstellung des Lichtdurchtritts durch dieses
Prisma.

Fig. 4 eine zur Fig. 3 dhnliche Darstellung mit einer Mehrzahl von auf einem Tréager
integrierten Prismen,

Fig. 5 eine Mehrzahl von hintereinander angeordneten Prismen, welche nach und nach
durch Anregungslicht durchdrungen werden, gemaR einer anderen Ausbildung der Erfindung
und

Fig.6 ein Diagramm betreffend die Fluoreszenzabbildung und die zeitliche Auswertung
der Fluoreszenzintensitat fiir eine Streptavidinkonzentration von 7 nM.

Im Einzelnen ist die Fig. 1 eine schematische Darstellung einer Mikro-Fluoreszenzde-
tektionsvorrichtung 1 gezeigt, in welcher aus einer Lichtquelle 2 beispielsweise einer Laserdiode
ein Biindel aus linear polarisiertem Licht auf einen Strahlscharfer 3 aufgebracht und von diesem
das schematisch dargestellte Strahlbiindel 4, welches eine Polarisation in einer zur Einfalls-
ebene 5 des Prismas 6 parallelen Ebene aufweist, einfallt. Das Strahlbindel 4, welches mit der
Einfallsebene 5 den in Fig. 1 nicht eingezeichneten den Brewster-Winkel einschlieft, wird im
Inneren des Prismas 6 gebrochen, wird an einer Basisfldche 7 des Prismas 6 vollstandig reflek-
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tiert und tritt an einer zweiten Seitenflache 8 des Prismas 6 wiederum unter dem Brewster-
Winkel aus dem Inneren des Prismas 6 aus. Auf der Basisflache 7 sind insbesondere in dem
Bereich, wo die Totalreflexion des Strahlblindels 4 stattfindet, eine Mehrzahl von fluoreszieren-
den Punkten 9, insbesondere ein Raster aus fluoreszierenden Punkten 9 in einem mikro-
fluidischen System aufgebracht. Das mikrofiuidische System ist in Fig. 1 durch die Vertiefung
10, welche der Basisflaiche 7 des Prismas 6 ausgebildet ist, schematisch dargestellt und soll
beispielsweise einen Mikrokanal symbolisieren. Die fluoreszierenden Punkte 9 kénnen bei einer
derartigen Ausbildung einen Durchmesser von je 0,05 bis 1 insbesondere 0,1 bis 0,4 mm
aufweisen. Indem sich die Punkte 9 bzw. der Raster von Punkten 9 des anzuregenden oder zu
analysierenden Materials befinden, wird sie/er prismenseitig, d.h. auf der Seite der Oberflache 7
des Prismas 6 unter einem Winkel, welcher gréRer als der kritische Winkel der Totalreflexion ist,
beleuchtet, weshalb keinerlei Anregungslicht aus dem Prisma 6 herausdringt. Dadurch, dass
sich eine absorbierende Substanz, insbesondre in den Punkten 9 auf der Oberfliche 7 des
Prismas 6 befindet, kann diese durch eine im Nahfeld austretende evanszente Welle angeregt
werden und das nach Anregung emittierte Fluoreszenzlicht 11 wird in der Folge durch eine
Kameralinse 12, welche eine Sammellinse darstellt, wiederum fokussiert und durch einen
Detektor 13, welcher beispielsweise eine CCD-Kamera ist und einer in Fig. 1 nicht dargesteliten
Auswerteelektronik ausgewertet.

Um das Auftreten von jeglichem Streulicht zu vermeiden, sind hierbei mehrere wesent-
liche Merkmale eingehalten, einerseits ist nur eine Grenzflache zwischen dem Prisma 6 und der
zu analysierenden Probe 9 vorhanden und somit ein ansonsten notiger Verbund des Prismas
mit einem separaten Trager, auf welchem die zu analysierenden Molekuile aufgebracht werden
kénnen, vermieden.

Weiterhin ist es wesentlich, dass das Prisma 6 aus einem nicht absorbierenden Medium
gebildet ist, da nicht absorbierende Medien fur p-polarisiertes Licht, d.h. Licht, dessen Polari-
sationsebene parallel zu Einfallsebene 5 des Prismas 6 eingestellt ist, d.h. fur Licht, welches im
Brewster-Winkel auf die Einfallsebene 5 des Prismas 6 auftrifft, nicht reflektierend sind.
SchlieBlich wird das Licht im Brewster-Winkel auf die Oberfliche des Prismas eingestrahit. Der
Brewster-Winkel (0g) ist hierbei durch die Formel tan (6g) =n./n, definiert, wobei n; und n, die
Brechungsindices der beteiligten Medien, d.h. im vorliegenden Fall Luft und das Material des
Prismas 6 sind.

Durch Einhalten einer derartigen Konfiguration, gelingt es, eine Messung des emittierten
Fluoreszenzlichtes durchzufiihren, welche absolut frei von unerwiinschten Reflexionen des
Anregungslichts ist, sodass das Signal-zu-Rauschverhéltnis der Messung optimiert ist.

SchlieRlich ist in der in Fig. 1 dargesteliten Ausfiihrungsform die Detektionseinheit 13 auf
der Seite des Scheitels 14, im vorliegenden Fall einer Scheitelflache, des Prismas 6 angeordnet.

Eine derartige Konfiguration ist gegentiber der ebenfalls von der vorliegenden Erfindung um-
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fassten Konfiguration, in welcher die Detektionseinheit 13 auf der Seite der zu analysierenden
bzw. anzuregenden Probe 9 angeordnet ist, auf Grund ihres verringerten Platzbedarfes begun-
stigt, da durch Anordnung von sowohl der Lichtquelle 2 als auch der Detektionseinheit 13 auf
der Seite des Prismas 6 eine verbesserte Zugangigkeit der die Proben aufweisen Oberflache 7
des Prismas erreicht wird und somit beispielsweise ein Tausch des gesamten Prismas 6
bedeutend einfacher méglich ist, als bei einer Anordnung, in welcher die Lichtquelle 2 und die
Detektionseinheit 13 auf verschiedenen Seiten des Prismas 6 angeordnet sind.

In Fig. 2 ist eine schematische Darstellung eines Tragers mit integriertem Prisma, d.h.
ein Mikrochip 15 gemaR der Erfindung gezeigt. In dem Mikrochip 15 ist das Prisma 6 als Teil der
Basisflache des Mikrochips 15 ausgebildet und eine Grenzflache zwischen dem Chip 15 und
dem Prisma 6 existiert nicht, sodass die Zahl der optischen Grenzflachen minimiert ist.

In Fig. 4 ist weiterhin das Bindel von einfallenden Lichtstrahlen 4 dargestellt, welche auf
die Oberfliche 5 des Prismas 6 unter dem Brewster-Winkel 6z einfallen. Im Inneren des Prismas
6 wird das einfallende Lichtbiindel 4 zur Basisflache 7 gebrochen und von dort reflektiert und tritt
an der an der Seitenfliche 8 wiederum unter dem Brewster-Winkel 6s aus dem Prisma 6 aus.
Das in Fig. 2 dargestelite Prisma 6 ist hierbei ein herkémmliches Prisma 6 mit einem Scheitel
und einer Basisflache 7.

In Fig. 3 ist eine dhnliche Darstellung wie in Fig. 2 in der Perspektive gezeigt, wobei das
Prisma 6 in Fig. 3 als stumpfes Prisma 6 mit zwei waagrechten Seiten ausgebildet ist. Auch in
Fig. 3 ist der Weg des Lichtes schematisch durch die Linie 16 angedeutet. In Fig. 3 ebenso wie
in Fig. 4 ist die Basisfldche 7 ebenso wie auch in Fig. 1 des Prismas 6 verlangert dargestellt und
stellt somit die Basis des Mikrochips 15 dar. Hierbei ist das Prisma 6 direkt an dem Mikrochip 15
angeformt, wie dies durch die punktierte Linie 17 schematisch dargestelit ist, um die Zahl der
Grenzflachen zu minimieren.

In Fig. 4 ist eine Mehrzahl von Prismen 6, welche analog zu jenen von Fig. 3 ausgebildet
sind, parallel zueinander auf einem Mikrochip 15 angeordnet, wobei jedes der Prismen 6 durch
Licht beaufschlagt ist, wobei der Lichtweg wiederum schematisch mit 16 bezeichnet ist. Hierbei
kann die Lichtquelle 2, welche die Mehrzahl von Prismen 6 beaufschlagt, eine gemeinsame
Lichtquelle 2 sein oder es kann eine Mehrzahl von parallel zueinander angeordneten Licht-
quellen 2 verwendet werden. |

SchlieRlich ist in der Darstellung von Fig. 5 eine Mehrzahl von Prismen 6 dargestellt,
welche hintereinander angeordnet sind und welche durch ein Lichtbuindel 4 nacheinander durch-
drungen werden. Aufgrund der Tatsache, dass das einfallende Licht 6 wiederum im Brewster-
Winkel 05 auf die Oberflache 5 des Prismas 6 auftrifft und exakt im Brewster-Winkel 6 aus dem
ersten Prisma 6 austritt, gelingt es séamtliche Prismen 6 mit exakt der gleichen Lichtgeometrie zu
beaufschlagen, sodass Fehler aufgrund von Streulicht, welches durch die Nichteinhaltung der

Lichtgeometrie bewirkt sein kénnen, vermieden werden.
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In der Darstellung von Fig. 5 sind weiterhin in der Basisflache 7 des Prismas 6 wiederum
Vertiefungen 10 dargestellt, welche Mikrokanale symbolisieren sollen, in welchen fluides
Material gefiihrt sein kann.

Es erlibrigt sich, festzuhalten, dass die Prismengeometrie beliebig gewahlt werden kann
und dass beispielsweise auch Freiformprismen eingesetzt werden kénnen, welche zur Kompen-
sation von méglichen Strahlendivergenzen angewandt werden.

Die Erfindung wird weiterhin nachfolgend anhand eines Ausfiihrungsbeispiels erlautert.
Beispiel 1:

Ein Biochip gemaR Fig.3 mit den AuRenmaRen 25 x 75 mm wird durch Heilpressen
oder SpritzgieRen aus COP Material, ndmlich einem thermoplastischen Polyolefinharz, welches
unter dem Markennamen Zeonor® 1060R (eine Marke der Zeon Corporation) vertrieben wird,
hergestellt, wobei der Chip ein integriertes Prisma beinhaltet, dessen Winkel der Seitenflachen
zur Basisfldche 33,2° betragen.

Auf der Basisflache dieses Prismas wird mit Biotin funktionalisiertes bovines Serum-
albumin (BSA) in Form eines punktférmigen Rasters aufgedruckt. AnschlieRend wird dieser
Chip mit einem weiteren Chip, in welchem ein mikrofluidisches Kanalsystem bestehend aus
mindestens einem Kanal, welcher es erlaubt eine Probelésung Uber den auf der Basisflache des
Prismas aufgebrachten Raster zu leiten und in welchem weiterhin ein Flissigkeitsein- und —
auslass) eingearbeitet ist, verbunden. Auf diese Weise wurde ein Mikrochip, insbesondere
Biochip zur Detektion von Biotin oder Biotin bindenden Proteinen, wie Streptavidin oder
Neutravidin hergestelit.

In den mikrofluidischen Kanal wird nun eine Probe oder Lésung welche eine bestimmte
Menge an Biotin und an mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markiertes Streptavidin enthalt
eingebracht und in Folge die Fluoreszenzintensitat des auf der Basisfliche des Prismas
aufgedruckten Rasters mit einer CCD Kamera verfolgt. Eine entsprechende Zunahme der
Fluoreszenzintensitit mit der Inkubationszeit zeigt eine Bindung des Cy3 markierten Strepta-
vidin an die aufgedruckten Rasterpunkte aus biotinyliertem BSA an. Die Geschwindigkeit dieses
Anstiegs bzw. die erreichbaren Fluoreszenzintensitdten hangen von der Konzentration von
Biotin und Streptavidin in der Probelosung ab. Die entsprechende Fluoreszenzabbildung und die
zeitliche Auswertung der Fluoreszenzintensitat sind fir eine Cy3 Streptavidinkonzentration von
7nM in Fig.6 gezeigt.
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Patentanspriche:

1. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) umfassend eine Lichtquelle (2) zur
Generierung von linear polarisiertem Anregungslicht (4), wenigstens ein Prisma (6) mit dessen
Basisflache (7) ein Trager fur ein anzuregendes oder zu analysierendes Material verbunden ist,
sowie eine parallel zu dem Trager fur das anzuregende oder zu analysierende Material
angeordnete Detektionseinheit (13), dadurch gekennzeichnet, dass das wenigstens eine Prisma
(6) und der Trager fur das anzuregende bzw. zu analysierende Material als einstickiger
Mikrochip (15) ausgebildet sind, wobei eine Basisflache (7) des Prismas (6) ausbildende Seite
des Mikrochips (15) den Trager fur das anzuregende bzw. zu analysierende Material ausbildet,
auf welcher das anzuregende bzw. zu analysierende Material im Bereich der Totalreflexion des
Anregungslichts (4) angeordnet ist und dass beide Seitenflachen (5, 8) des Prismas (6) im
Brewster-Winkel (8g zum Anregungslicht (4) angeordnet sind.

2. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die den Trager fir das anzuregende oder zu analysierende Material darstellende
Basisflache (7) des Mikrochips (15) strukturiert ausgebildet ist und dass die Strukturierung (10)
eine oder mehrere Komponenten oder Strukturen gewahlt aus mikrofiuidischen Strukturen und
Kanélen, mikrooptischen Strukturen, Elektroden, Ventilen oder Membranen umfasst.

3 Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das anzuregende oder zu analysierende Material als Raster aus fluoreszieren-
den Punkten (9) auf die Basisflache (7) des Mikrochips (15), insbesondere in mikrofluidischen
Strukturen (10) und Kanélen des Mirkochips (15) aufgebracht ist.

4. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass ein Durchmesser jedes Punkts des Rasters aus fluoreszierenden Punkten 0,05 bis 1 mm,
insbesondere 0,1 bzw. 0,4 mm betragt

5 Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass eine Mehrzahl von Prismen (6) auf einem gemeinsamen
Mikrochip (15) angeordnet ist und dass die Prismen (6) in eine Oberflache des Mikrochips (15)
integriert sind.

6. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach Anspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Mehrzahl von Prismen (8) parallel zueinander mit zu dem Anregungslicht (4)
gerichteten Seitenflachen (5) angeordnet ist.

7. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach Anspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Mehrzahl von Prismen (6) hintereinander angeordnet ist und ein Lichteinfall

des Anregungslichts (4) nacheinander erfolgt.
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8. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da-
durch gekennzeichnet, dass die Detektionseinheit (13) dem Scheitel (14) des Prismas (6)
gegenlberliegend angeordnet ist.

9. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach einem der Anspriche 1 bis 9, da-
durch gekennzeichnet, dass der gesamte Mikrochip (15) aus ein und demselben Material,
insbesondere aus einem Kunststoff gebildet ist.

10. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach Anspruch 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Mikrochip (15) aus einem Polymermaterial basierend auf Cycloolefinpolymer
(COP), Cycloolefincopolymer (COC), Polykarbonat (PC), Polymethylmethacrylat (PMMA),
Polystyren (PS), Polyethylenterephthalat (PET), Polyacrylat, Polyurethanacrylat (PUA),
Polyuretanmethacrylat (PUMA), Polypropylen (PP), und dgl. Gefertigt ist , insbesondere aus
Cycloolefinpolymer oder —copolymer (COP/COC), Polykarbonat (PC), Polymethyimethacrylat
(PMMA) oder Polystyren (PS) gefertigt ist.

11. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach einem der Anspriche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, dass die Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) in einem
Gehause, insbesondere Aluminiumgehaduse oder Kunststoffgehduse angeordnet ist und dass im
Inneren des Gehiuses eine Trennwand fur eine Trennung in ein Abteil enthaltend die
Lichtquelle (2) und ein Abteil enthaltend die Detektionseinheit (13), angeordnet ist.

12. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, dass die Seitenflachen (5, 8) des Prismas (6) als gekrUmmte
Freiformflachen ausgebildet sind.

13. Verfahren zur Detektion von Fluoreszenzlicht in einer Mikro-Fluoreszenzdetek-
tionsvorrichtung (1), eines auf einem mit einer Basisflache (7) eines Prismas (6) verbundenen
Trager angeordneten, anzuregenden oder zu analysierenden Materials, bei welchem linear
polarisiertes Licht (4) von einer Anregungslichtquelle (2) auf eine Seitenflache (5) des Prismas
(6) gerichtet wird, wobei an der Basisflache (7) des Prismas (6) das anzuregende oder zu
analysierende Material zur Emission von Fluoreszenzlicht unter gleichzeitiger Reflexion des
Anregungslichts angeregt wird und das von dem anzuregenden oder zu analysierenden Material
emittierte Fluoreszenzlicht in einer Detektionseinheit (13) ausgewertet wird, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Anregungslicht im Brewster-Winkel (6g) auf die Seitenflache (5) des Prismas
(6) eingestrahlt wird und dass das unmittelbar auf der Basisfliche (7) des Prismas (6)
angeordnete anzuregende oder zu analysierende Material unter einem Winkel, der gréler als
ein kritischer Winkel! einer Totalreflexion ist, zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt wird.

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass gleichzeitig eine
Mehrzahl von anzuregenden oder zu analysierenden Materialien detektiert wird.

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass die gleichzeitig

zu detektierende Mehrzahl von anzuregenden oder zu analysierenden Materialien auf einer
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Mehrzahl von parallel zueinander angeordneten Basisflachen (7) von Prismen (6) aufgebracht
wird.

16. Verfahren nach Anspruch 13, 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass die
gleichzeitig zu detektierende Mehrzahl von anzuregenden oder zu analysierenden Materialien
auf einer Mehrzahl von hintereinander angeordneten Basisflaichen (7) von Prismen (6)
aufgebracht wird.

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass das
anzuregende oder zu analysierende Material als Raster aus fluoreszierenden Punkten auf der
Basisflache (7) des Prismas (6) aufgebracht wird.

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die fluoreszierenden
Punkte durch Bindung von fluoreszenzmarkierten Molekilen aus einer Lésung auf an der
Basisflache (7) des Prismas (6) festgelegten Fanger- oder Sondenmolekilen gebildet werden.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass das
Verfahren so gefihrt wird, das gleichzeitig eine Mehrzahl von verschiedenen Parametern von

einer oder mehreren anzuregenden oder zu analysierenden Materialien analysiert wird.

Wien, 12. April 2013 Joanneuf Research
Forschyn schaft mbH

durch:
Cunow Patentanwalts KG
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Patentanspriche:

1. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) umfassend eine Lichtquelle (2) zur
Generierung von linear polarisiertem Anregungslicht (4), wenigstens ein Prisma (6) mit dessen
Basisflache (7) ein Trager fUr ein anzuregendes oder zu analysierendes Material verbunden ist,
sowie eine parallel zu dem Trager fir das anzuregende oder zu analysierende Material
angeordnete Detektionseinheit (13), dadurch gekennzeichnet, dass das wenigstens eine Prisma
(6) und der Trager fur das anzuregende oder zu analysierende Material als einstuckiger
Mikrochip (15) ausgebildet sind, wobei eine Basisflache (7) des Prismas (6) ausbildende Seite
des Mikrochips (15) den Trager fir das anzuregende bzw. zu analysierende Material ausbildet,
auf welcher das anzuregende oder zu analysierende Material im Bereich der Totalreflexion des
Anregungslichts (4) angeordnet ist und dass beide Seitenflachen (5, 8) des Prismas (6) im
Brewster-Winkel (qs) zum Anregungslicht (4) angeordnet sind.

2. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die den Trager fur das anzuregende oder zu analysierende Material darstellende
Basisflache (7) des Mikrochips (15) strukturiert ausgebildet ist und dass die Strukturierung (10)
eine oder mehrere Komponenten oder Strukturen gewahlt aus mikrofluidischen Strukturen und
Kanalen, mikrooptischen Strukturen, Elektroden, Ventilen oder Membranen umfasst.

3. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das anzuregende oder zu analysierende Material als Raster aus fluoreszieren-
den Punkten (9) auf die Basisflache (7) des Mikrochips (15), insbesondere in mikrofluidischen
Strukturen (10) und Kanalen des Mirkochips (15) aufgebracht ist.

4. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass ein Durchmesser jedes Punkts des Rasters aus fluoreszierenden Punkten 0,05 bis 1 mm,
insbesondere 0,1 bzw. 0,4 mm betragt

5. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach einem der Anspriche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass eine Mehrzahl von Prismen (6) auf einem gemeinsamen
Mikrochip (15) angeordnet ist und dass die Prismen (6) in eine Oberflache des Mikrochips (15)
integriert sind.

6. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Mehrzahl von Prismen (6) parallel zueinander mit zu dem Anregungslicht 4
gerichteten Seitenflachen (5) angeordnet ist.

7. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Mehrzahl von Prismen (6) hintereinander angeordnet ist und ein Lichteinfall
des Anregungslichts (4) nacheinander erfolgt.
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8. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach einem der Anspriche 1 bis 7, da-
durch gekennzeichnet, dass die Detektionseinheit (13) dem Scheitel (14) des Prismas (6)
gegeniberliegend angeordnet ist.

9. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach einem der Anspriche 1 bis 9, da-
durch gekennzeichnet, dass der gesamte Mikrochip (15) aus ein und demselben Material,
insbesondere aus einem Kunststoff gebildet ist.

10. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Mikrochip (15) aus einem Polymermaterial basierend auf Cycloolefinpolymer
(COP), Cycloolefincopolymer (COC), Polykarbonat (PC), Polymethylmethacrylat (PMMA), Poly-
styren (PS), Polyethylenterephthalat (PET), Polyacrylat, Polyurethanacrylat (PUA), Polyuretan-
methacrylat (PUMA) oder Polypropylen (PP) gefertigt ist, insbesondere aus Cycloolefinpolymer
oder —copolymer (COP/COC), Polykarbonat (PC), Polymethylmethacrylat (PMMA) oder Poly-
styren (PS) gefertigt ist.

11. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, dass die Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) in einem
Gehause, insbesondere Aluminiumgeh&use oder Kunststoffgehduse angeordnet ist und dass
im Inneren des Geh&uses eine Trennwand fur eine Trennung in ein Abteil enthaltend die
Lichtquelle (2) und ein Abteil enthaltend die Detektionseinheit (13), angeordnet ist.

12. Mikro-Fluoreszenzdetektionsvorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, dass die Seitenflaichen (5, 8) des Prismas (6) als gekrimmte
Freiformflachen ausgebildet sind.

13. Verfahren zur Detektion von Fluoreszenzlicht in einer Mikro-Fluoreszenzdetek-
tionsvorrichtung (1), eines auf einem mit einer Basisflache (7) eines Prismas (6) verbundenen
Trager angeordneten, anzuregenden oder zu analysierenden Materials, bei welchem linear
polarisiertes Licht (4) von einer Anregungslichtquelle (2) auf eine Seitenflache (5) des Prismas
(6) gerichtet wird, wobei an der Basisflache (7) des Prismas (6) das anzuregende oder zu
analysierende Material zur Emission von Fluoreszenzlicht unter gleichzeitiger Reflexion des
Anregungslichts angeregt wird und das von dem anzuregenden oder zu analysierenden
Material emittierte Fluoreszenzlicht in einer Detektionseinheit (13) ausgewertet wird, dadurch
gekennzeichnet, dass das Anregungslicht im Brewster-Winkel (qs) auf die Seitenflache (5) des
Prismas (6) eingestrahlt wird und dass das unmittelbar auf der Basisflache (7) des Prismas (6)
angeordnete anzuregende oder zu analysierende Material unter einem Winkel, der groRer als
ein kritischer Winkel einer Totalreflexion ist, zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt wird.

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass gleichzeitig eine
Mehrzah! von anzuregenden oder zu analysierenden Materialien detektiert wird.

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass die gleichzeitig

zu detektierende Mehrzahl von anzuregenden oder zu analysierenden Materialien auf einer
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Mehrzahl von parallel zueinander angeordneten Basisflachen (7) von Prismen (6) aufgebracht
wird.

16. Verfahren nach Anspruch 13, 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass die
gleichzeitig zu detektierende Mehrzahl von anzuregenden oder zu analysierenden Materialien
auf einer Mehrzahl von hintereinander angeordneten Basisflachen (7) von Prismen (6)
aufgebracht wird.

17. Verfahren nach einem der Anspriche 13 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass das
anzuregende oder zu analysierende Material als Raster aus fluoreszierenden Punkten auf der
Basisflache (7) des Prismas (6) aufgebracht wird.

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die fluoreszierenden
Punkte durch Bindung von fluoreszenzmarkierten Molekilen aus einer Lésung auf an der
Basisflache (7) des Prismas (6) festgelegten Fanger- oder Sondenmolekulen gebildet werden.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass
gleichzeitig eine Mehrzahl von verschiedenen Parametern von einem oder mehreren

anzuregenden oder zu analysierenden Material(ien) analysiert wird.

Wien, 26. Marz 2014 Joanneum Researct™
Forschungsges@siha\ft_mbH
durch: -
Cunow Patentanwalts KG
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