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Zusammenfassung:

pre——

"t dle Verwendung elnes Sub-

Die vorlilegenden Erfindung betr:

strats zur Verstarkung der Chemillumlineszenz elnes oder mehrerer

1n elner Chemilumlneszenzreaktion erzeugten Lumlnophore, wobel

das Substrat eilnen festen polymeren Trager mlt elner Mehrzahl

vonelnander getrennter Vertiefungen umfasst und der feste Tra-

ger zumlndest tellwelse mit mindestens elnem Metall beschichtet

1st.
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Substrat zur Verstarkung der Chemilumineszenz

—

"t die Verwendung eilnes

Die vorliegende Erfindung betr:

Substrats mi1t elner nano-strukturilierten Oberflache zur Verstar-

kung der Chemillumineszenz. Dleser Effekt 1st auch als metall-

verstarkte Chemilumineszenz (MEC, "Metal Enhanced Chemilumine-

scence') bekannt.
Chemilumineszenz 1st eiln Prozess, bel dem durch elne chemi-

sche Reaktion elektromagnetische Strahlung i1m Bereilch des ult-

ravioletten und/oder sichtbaren Lichts emittiert wird. Bei Che-

mlluminiszenz—-Reaktionen sind melst oxilidatlonsempfindliche Ver-

bindungen beteilligt, welche zunachst zu i1nstabillen Zwischenver-

bindungen oxidieren, um 1n elner anschlielRenden Reaktion Licht

freizusetzen. Derartige Verbindungen werden auch als Luminopho-

re bezelchnet. Ein bekanntes und hauflig eingesetztes Lumlinophor

1st Luminol. Dieses wird u. a. bel der Spurensicherung verwen-

det, da sich mit Luminol Blutreste nachwelsen lassen. Dabel
macht man sich zunutze, dass Luminol nach dessen Oxidation mit
elnem Oxldationsmittel unter Abgabe von blaulichem Licht rea-

glert. Diese Reaktilon verlauft jedoch nur i1n Anwesenheit von

Katalysatoren (z.B. komplex—-gebundenes Fe3') ausreichend

schnell, d.h. 1n Abwesenheilit von Katalysatoren 1st keine Reak-

tion und damit keine Chemllumlineszenz zu beobachten. Luminopho-

re konnen auch mittels Umsetzung bestimmter Verbindungen 1n An-

wesenhelt von Enzymen erzeudt werden. Die Tatsache, dass Enzyme

1n der Lage sind, Luminophore zu erzeudgen, wilird u.a. 1n der

Analytik zunutze gemacht. So werden beilispilielswelse beili ELISA

(Enzyme—-linked Immunosorbent Assay) Anwendungen vielmals Ana-

lvt-bindende Molekile mi1t entsprechenden Enzymen gekoppelt, um

die Anwesenhelt bestimmter Analyvten 1n einer Probe durch Erzeu-

gung von Lumlophoren zu bestlmmen.
Insbesondere bel analytischen Verfahren 1st es von grofler

Bedeutung bereits geringe Mengen elnes Analyten 1n elner Probe

ZzU bestimmen. Herkdmmliche Verfahren zur Bestimmung und Quanti-

fizierung von Analyten 1n einer Probe haben haufig den Nach-

te1l, dass diese nicht 1n der Lagen sind Analvyvtkonzentrationen

1m Nano- oder Pikogrammbereilich zu erfassen.
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Fs 1st somlt elne Aufgabe der vorlilegenden Erfindung Mittel

und Verfahren bereitzustellen, dile 1n der Lage sind, dile Sensi-

tivitat der zuvor beschriebenen analytischen Verfahren zu erhd-

hen.

Diese Aufgabe wird durch dilie Verwendung elnes Substrats zur

Verstarkung der Chemilumineszenz elnes oder mehrerer 1n elner

Chemilumineszenzreaktion erzeudgten Luminophore geldst, wobel

das Substrat eilnen festen polymeren Trager mlt elner Mehrzahl

vonelnander getrennter Vertiefungen umfasst und der feste Tra-
ger zumlndest tellwelse mit mindestens eilnem Metall beschichtet

1st.

Derartige Substrate sind fiur die Fluoreszenzvertarkung z.B.
aus der WO 2017/046320 bekannt. Durch die nano-strukturierte

Oberflachen dileser Substrate 1st es moglich die Fluoreszenzaus-

beute von fluoreszierenden Verbindungen signifikant zu erhohen,

wodurch dile Sensitivitat von Fluoreszenzmessungen durch einen

sogenannten MEF (,Metal enhanced Fluorescence")-Effekt dras-

tilsch erhoht wird. Dadurch wilird die Messung geringster Fluoro-

phor-Konzentrationen ermdglicht. Dilese Fluoreszenzverstakrung

1st jedoch nur dann beobachtbar, wenn sich das Fluorophor 1in

unmlittelbarer Nahe (weniger als 50 nm) des Substrats befindet
(Hawa et al. Analytical Biochemistry 549 (2018): 39-44). Dileser

MEF-Effekt 1st nur dann beobachtbar, wenn die Fluoreszenz ent-

weder durch das transparente Substrat oder nach Entfernung eil-

ner etwalg vorhandenen Losung, dle nicht oberflachengebundenes

und damlt nicht verstarktes Fluorophor enthalt, direkt an der

Oberflache gemessen wilird. Elne Verstarkung mittels elnes MEF-

™ —
-]

‘ekts von frel 1in Losung befindlichen Moleklilen 1st somilt

nicht mdéglich.

Fs hat sich jedoch Uberraschenderweilise herausgestellt, dass

Oberflachenstrukturen, welche 1n der Lage sind, dile Fluoreszenz

pre——

von fluoreszierenden Stoffen zu verstarken auch dazu verwendet

werden konnen, um dile elektromagnetische Emlssion von 1n elner

Chemilumineszenzreaktion erzeugten Luminophoren zu verstarken.

Jedoch zeiligte sich, dass der Lumlneszenz-verstarkende Effekt

nicht nur dann zu beobachten 1st, wenn sich das Luminophor 1in

unmittelbarer Nahe (d.h. weniger als 50 nm) zum eilngangs be-

schriliebenen Substrat befindet und dieser Effekt sich scheinbar
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pre——

auf die gesamte LdOsung erstreckt. Er kann also auch bei der

Messung von oben durch die gesamte Bulkldsung beobachtet wer-

den. Im Gegensatz zu analytilischen Verfahren, 1n denen die Fluo-

reszenz elnes 1ndilrekt an elnem festen Trager gebundenen Flu-

orophors bestimmt wird (z.B. ELISA), befinden sich Luminophore,

die von 1ndilrekt an elnem festen Trager Jgebundenen Enzyme er-

zeudgt werden, 1n freier Losung und kdnnen 1n der zu untersu-

pre——

"undilieren. Dadurch befinden

chenden wassrigen LOsung frei di

sich die melsten Lumlinophore 1n eilnem Reaktionsansatz nicht 1n

pre——

"undleren von dile-

unmittelbarer Nahe des Substrats sondern di

pre——

sem weg. Trotz dieser Diffusionseffekte zeigt sich, dass das

erfindungsgemale Substrat dle Chemilumineszenz der Lumlnophore

1n unerwarteter Welse signifikant verstarkt. Dies 1st 1n Anbe-

tracht der Erkenntnisse aus Hawa et al. (Analvyvtical Biloche-
mistry 549 (2018): 39-44) nicht zu erwarten, da dile Autoren dilie-

ser Publikation zeigen konnten, dass eln Fluoreszenz-

verstarkender Effekt nur 1n unmittelbarer Nahe des erfindungs-

gemallen Substrats beobachtet werden kann.

Die erfindungsgemallen festen Trager 1nklusive Vertiefungen

konnen grundsatzlich mit verschledenen Verfahren hergestellt
werden, wie dies auch 1in der WO 2017/046320 dargelegt ist.

(a) Dle festen Trager werden mit samt den Vertlefungen 1in

elnem Schritt gefertigt (z.B. Spritzguss)

(b) Die Vertiefungen werden 1n elnen bestehenden festen

Trager 1n welteren Prozessschritten einbracht (z.B.

HelBpragen, Elektronenstrahllithografie oder "Extreme

Ultra Violet" (EUV) 1n Verbindung mit Reaktiven Ionen-

atzen oder Laserablation)

(c) Auf einem festen Trager wilird elne diunne strukturlerbare

Polymerschicht aufgebracht, 1n welche dile Vertiefungen
elngebracht werden, wlie beilsplelswelse bel der Herstel-
lung der BD-50 Blu-ray Disc (UV-

Nanolmprintlithographie)

Besonders geeignet zur Herstellung dieser Strukturen 1ist

auch die sogenannte Nanopragelithografie (Chou S. et al., Nano-

imprint lithography, Journal of Vacuum Science & Technology B
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Volume 14, Nr. o, 1990, S. 4129-4133) angewandt werden. Zur

Herstellung von Nanostrukturen mittels Nanopragelithografie be-

notigt man ein Positiv, melst eln Monomer oder Polymer, sowle

elnen nanostrukturierten Stempel ("Master"). Der Stempel selbst

kann durch Nanolilthographle produzlert werden, wobel dileser al-

ternativ auch durch Atzen hergestellt werden kann. Das Positiv

pre——

wird auf ein Substrat aufgebracht und anschlilelBend Uber die

Temperatur des Glasubergangs erhitzt, d.h., es wilird verflis-

s1gt, bevor der Stempel eingedriuckt wird. Um ein kontrollierba-

res (und kurzzeitlges) Aufheilzen zu erreichen, wilird haufig La-

pre——

ser bzw. UV- Licht elngesetzt. Auf Grund der Viskositat des Po-

s1tivs beim Erhitzen werden die Zwlschenraume des Stempels

vollstandig damit ausgefillt. Nach dem AbkiUhlen wird der Stem-

pel wieder entfernt. Das Positilv, das den festen Trager des er-

findungsgemalen Substrats darstellt, wird mittels Sputter-
Verfahren mit Metall beschichtet.

Dle Strukturierung der Stempel fir dile Lithografie kann

wlederum mit Nanoilmprint erfolgen. Als Materlallen wird dabel

pr

Glas oder lichttransparenter Kunststo verwendet.

Besonders bevorzugt 1st die Herstellung des festen Tragers

inklusive Vertiefungen mittels Spritzguss. Dle Formelnsatze

hierfir werden typlscherwelse mittels Ni-Galvanilk von einem 1li-

thografisch hergestellten Si-Wafer abgezogen.

Der feste Trager kann grundsatzlich eilne beliebige Form

(z.B. kugelfdrmig, planar) aufwelsen, wobel eline planare Form

besonders bevorzugt 1st.

—

Fine "Vertiefung", wle hler verwendet, bezieht sich auf das

Niveau der die Vertlefung umgebenden Oberflache des festen Tra-

gers und erstreckt sich 1n den Trager hineiln und nicht wile eilne

Erhebung oder Erhdhung aus diesem heraus. Eine Vertiefung 1im

pre——

Sinne der vorllegenden Erfindung welst elnen Boden auf, der

durch die Seltenwande begrenzt 1st. Die Tiefe 1st somit der Ab-

stand von der Oberfldache bis zu einem Boden der Vertiefung. Die

Vertlefungen am festen Trager konnen unterschiedliche Formen

(z.B. rund, oval, viliereckig, rechteckiqg) aufwelsen.

Fine "Mehrzahl" von Vertiefungen, wle hler verwendet, be-

deutet, dass der erfindungsgemalle feste Trager mindestens eilne,

vorzugswelse mindestens zwel, noch mehr bevorzugt mindestens b5,
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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
bevorzugt mindestens 150, noch mehr bevorzugt mindestens 200,

pre——

Vertlefungen aufwelst. Diese Vertiefungen konnen auf elner Fla-

che des festen Tragers von 1000 pym#, vorzugswelise von 500 um?,

noch mehr bevorzugt von 200 pm?, noch mehr bevorzugt von 100

um<4, vorgesehen sein. Alternativ konnen sich die Vertiefungen
Uber eine Lange von vorzugswelse 1000 pum, noch mehr bevorzugt
von 500 pum, noch mehr bevorzugt von 200 pm, noch mehr bevorzugt

von 100 pum, erstrecken.

"Vonelnander getrennte Vertiefungen", wle hler verwendet,

bedeutet, dass die Vertiefungen durch deren Seltenbegrenzungen

vonelnander Jgetrennt und keine Verbindung zuelnander aufwelsen

- auch nicht an der Oberflache des festen Tragers.

Gemall elner bevorzugten Ausfihrungsform der vorlilegenden

T

crfindung welsen die Vertiefungen elnen Abstand ("Perilode')

zuelnander von 0,2 pym bis 2,5 um, vorzugswelse von 0,3 pm bis

pre——
—

1,4 pm, mehr bevorzugt von 0,4 ym bis 1,3 pum, auf. In elner

welteren bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung

wlesen die Vertilefungen einen Abstand zueilnander von 0,2 pm bils
2 1um, vorzugswelse von 0,2 um bis 1,8 um, vorzugswelse von 0,2
um bis 1,6 pm, vorzugswelse von 0,2 um bils 1,5 um, vorzugswelse
von 0,2 pym bis 1,4 pm, vorzugswelse von 0,2 um bis 1,3 um,
vorzugswelse von 0,3 uyum bis 2,5 um, vorzugswelse von 0,3 pm bis
2 um, vorzugswelse von 0,3 pm bis 1,8 pm, vorzugswelse von 0,3
um bis 1,6 pm, vorzugswelse von 0,3 um bils 1,5 um, vorzugswelse
von 0,3 pym bis 1,3 pm, vorzugswelse von 0,4 uym bis 2,5 um,
vorzugswelse von 0,4 pm bis 2 um, vorzugswelse von 0,4 pm bis
1,8 pm, vorzugswelse von 0,4 um bis 1,6 pum, vorzugswelse VvVon
0,4 pym bis 1,5 um, vorzugswelse von 0,4 pym bis 1,4 um,
vorzugswelse von 0,5 pym bis 2,5 um, vorzugswelse von 0,5 um bis
2 um, vorzugswelse von 0,5 um bis 1,8 pm, vorzugswelse von 0,5
um bis 1,6 pm, vorzugswelse von 0,5 pm bis 1,5 um, vorzugswelse
von 0,5 um bis 1,4 pm, vorzugswelse von 0,5 uym bis 1,3 um,
vorzugswelse von 0,6 pm bis 2,5 upm, vorzugswelse von 0,6 um bis
2 um, vorzugswelse von 0,6 um bilis 1,8 um, vorzugswelse von 0,60

um bis 1,6 pm, vorzugswelse von 0,6 pm bis 1,5 um, vorzugswelse
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von 0,6 um bis 1,4 pm, vorzugswelse von 0,6 uym bis 1,3 pm, vor-
zugswelse von 0,7 uym bis 2,5 um, vorzugswelse von 0,7 um bis 2
um, vorzugswelse von 0,5 pm bis 1,8 um, vorzugswelse von 0,7 pm

bis 1,6 um, vorzugswelse von 0,7 uym bils 1,5 um, vorzugswelse

B

von 0,7 uym bis 1,4 pm, vorzugswelse von 0,7 uym bis 1,3 pm, auf,

wobel dile Vertiliefungen am melsten bevorzugt eilnen Abstand von

0,2 um bis 1,4 pym bzw. 0,3 pm bils 1,3 pm zuelnander aufwelsen.

Der Abstand zwilischen den Vertiefungen ("Periode") wird vom Mit-

telpunkt der Vertiefung gemessen.

Gemal elner bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden

T

Lrfindung welsen dile Vertlefungen des festen Tragers elne Lange

pre——

und elne Breilite auf, wobel das Verhaltnilis der Lange zur Breite

2:1 bis 1:2, 1nsbesondere ca. 1:1, betragt.

Die Vertiefungen am festen Trager kdnnen 1m Prinzip jede

Form aufwelsen. Besonders bevorzudgt sind jedoch Vertiefungen,

die eln Verhaltnis der Lange zur Breite von 2:1 bis 1:2,

vorzugswelse 1,8:1, vorzugswelse 1,6:1, vorzugswelse 1,5:1,
vorzugswelse 1,4:1, vorzugswelse 1,3:1, vorzugswelse 1,2:1,
vorzugswelse 1,1:1, vorzugswelse 1:1,8, vorzugswelse 1:1, 6,
vorzugswelse 1:1,5, vorzugswelse 1:1,4, vorzugswelse 1:1, 3,

vorzugswelse 1:1,2, vorzugswelse 1:1,1, 1nsbesondere 1:1,

aufweilsen.

Gemall elner welteren bevorzugten Ausfihrungsform der

vorliegenden Erfindung betragt die Lange und die Brelte der

Vertlefungen 0,1 pum bis 2 pm, vorzugswelse 0,2 um bls 2 um,

vorzugswelse 0,3 um bis 2 pum, vorzugswelse 0,1 pm bis 1,8 um,
vorzugswelse 0,2 um bis 1,8 pm, vorzugswelse 0,3 pm bis 1,8 um,
vorzugswelse 0,1 um bis 1,5 um, vorzugswelse 0,2 um bis 1,5 um,
vorzugswelse 0,3 um bis 1,5 pm, vorzugswelse 0,1 pm bis 1,2 um,
vorzugswelse 0,2 um bis 1,2 um, vorzugswelse 0,2 um bis 1,2 um,
vorzugswelse 0,1 uym bis 1 um, vorzugswelse 0,2 um bis 1 um,
vorzugswelse 0,3 um bis 1 pum, vorzugswelse 0,1 pm bis 0,8 um,
vorzugswelse 0,2 um bis 0,8 pm, vorzugswelse 0,3 pm bis 0,8 um,
vorzugswelse 0,1 um bis 0,6 um, vorzugswelse 0,2 um bis 0, 6 um,
vorzugswelse 0,3 um bis 0,6 um, am melsten bevorzugt 0,2 pm bis
0, 6 um.

Besonders bevorzugt welsen dile Vertiefungen des

erfindungsgemallen festen Tragers eine 1m Wesentlichen runde

7/29



-/ = 24800-AT

pre——

Form auf, wobeil "i1m Wesentlichen rund" auch ovale und

ellipsolde Formen einschlielRt. Dle Form der Vertlefung 1st bel

pre——

elner Draufsicht auf dile Oberflache des festen Tragers

erkennbar.

Dle Vertilefungen welsen vorzugswelse elne Tiefe von 0,1 pm
bis 5 pym, vorzugswelse von 0,1 um bils 4 um, vorzugswelse von
O,1lum bis 3 um, vorzugswelse von 0,1 pm bils 2 pm, vorzugswelse
von 0,1 pm bis 1,5 pm, vorzugswelse von 0,1 uym bis 1,2 um,
vorzugswelse von 0,1 pm bis 1 pm, vorzugswelse von 0,1 pm bis
0,9 um, vorzugswelse von 0,1 um bis 0,8 pm, vorzugswelse VvVon
0,2 pm bis 5 pm, vorzugswelse von 0,2 um bils 4 um, vorzugswelse
von 0,2 um bis 3 um, vorzugswelse von 0,2 um bis 2 um,
vorzugswelse von 0,2 yum bis 1,5 pm, vorzugswelse von 0,2 pm bis
1,2 pym, vorzugswelse von 0,2 um bis 1 pm, vorzugswelse von 0,72
um bis 0,9 um, vorzugswelse von 0,2 um bils 0,8 um, vorzugswelse
von 0,3 pm bls 5 um, vorzugswelse von 0,3 pm bis 4 um,
vorzugswelse von 0,3 uym bis 3 um, vorzugswelse von 0,3 pm bis 2
um, vorzugswelse von 0,3 um bis 1,5 um, vorzugswelse von 0,3 um
bis 1,2 pm, vorzugswelse von 0,3 pm bilis 1 pm, vorzugswelse von

pre——
h—

0,3 pum bis 0,9 um, vorzugswelse von 0,3 ypm bis 0,8 upm, auf. Die

Tlefe der Vertiefung 1st der Abstand von der Oberflache des

festen mi1t Metall bedampften Tragers bis zu dem Boden der

Vertiefung.

Erfindungsgemall 1st der feste polymere Trager "zumindest

tellwelse™ mit mindestens einem Metall beschichtet. "Zumindest

telilwelse", wle hiler verwendet, bedeutet, dass jener Bereilch

des festen Tragers, 1n dem sich die Vertiefungen beflnden zu-
mindest zu 20%, vorzugswelse zumlndest zu 30%, noch mehr bevor-
zugt zumindest zu 40%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 50%,
noch mehr bevorzugt zumilndest zu ©0%, noch mehr bevorzugt zu-
mindest zu 703, noch mehr bevorzugt zumindest zu 80%, noch mehr
bevorzugt zumindest zu 90%, noch mehr bevorzugt zumlndest zu

95%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 98%, 1nsbesondere zu

100%, mit mindestens einem Metall beschichtet 1st. Da der MEF-

| pr—
-]

ekt eine metallische Oberflache voraussetzt, 1st es beson-

ders bevorzugt, dass die Oberflache des festen Tragers zumln-

dest 1m Bereich der Vertlefungen mit mindestens elnem Metall

beschichtet 1st. Dabei kann der feste Trager auch mehrere (z.B.
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mindestens zwel, mlndestens drel, mlndestens vier oder mlndes-

tens funf) Ubereinander angeordnete Metallschichten aus demsel-

pre——

ben oder unterschiedlilichen Metallen umfassen. Ein Vorte1ll flr

die Verwendung mehrerer Schichten an Metall am festen Trager

B

1st, dass dile erste Metallschicht (z.B. Chrom), die direkt auf

den Trager aufgebracht wird, dile Haftung der welteren Metall-

schichten verbessern kann.

e g~

Der Begri ,Ubereinander angeordnet", wle hilerin verwen-

det, bedeutet, dass eline Metallschicht mittelbar oder unmittel-

pre——

bar auf elner anderen Metallschicht angeordnet 1st. Dadurch

erglbt sich eln mehrschichtiges System aus Metallschichten des

gleichen Metalls oder unterschiedlicher Metalle.

Die Metallschichten sind vorzugswelse kontinulerlich und

nicht unterbrochen. Erfindungsgemall konnte jedoch festgestellt

werden, dass die Metallschicht oder Metallschichten am festen

polyvmeren Trager auch unterbrochen sein kdnnen, ohne dass der

| pr—
-]

Fluoreszenz—-verstarkende

ekt beelntrachtigt wird. Die unter-

brochene Metallschicht kann belspielswelse durch elne Leltfa-

higkeltsmessung der Oberflache des erfindungsgemallen Substrats

erfolgen. Eilne geringere bzw. kKelne Leitfahigkelt bedeutet,

dass dilie Metallschicht(en) an der Substratoberflache unterbro-

chen sind. Unterbrochene Metallschichten kdonnen beilsplelswelse
dadurch hergestellt werden, 1n dem eln 1m Wesentlichen voll-
standig mit Metall beschichtetes Substrat mit eilner vorzugswel-

pr

se salzhaltligen Losung, wle beilsplelswelse 10mM Phosphatpuffer

mit 150mM NaCl fir einen bestimmten Zeitraum (10-90 Minuten) 1n
Kontakt gebracht wird.

T 1

Der feste Trager der vorliliegenden Erfindung 1st mit "min-

destens elnem Metall beschichtet". Vorzugswelise umfasst dilie Me-
tallschicht mindestens zwel, noch mehr bevorzugt mindestens
drel, noch mehr bevorzugt mlindestens vier, noch mehr bevorzugt

™ e o .

mindestens funf, verschiedene Metalle. Die Metalle kOnnen mit

pre——

1m Stand der Technik bekannte Methoden auf den festen Trager

aufgebracht werden, wobel vorzugswelse Sputtern (Kathodezer-

staubung) oder thermisches Verdampfen, Elektronenstrahlverdamp-

fen, Laserstrahlverdampfen, Lichtbogenverdampfen, Molekular-

strahlepltaxie, Ionenstrahl gestiutzte Deposition und Ionenplat-

tleren elngesetzt wird.

9729



- 9 - 24800-AT

Gemald elner bevorzugten Ausfihrungsform der vorliliegenden

T1

rfindung 1st das Metall ausgewahlt aus der Gruppe bestehend

aus Sillber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, Kupfer, Nickel,

Palladium, Platin, Zink, Zinn und Leglerungen umfassend eines

oder mehrerer dieser Metalle.

Erfindungsgemall konnen diese Metalle bzw. Leglerungen davon

zum Beschilichten des erfindungsgemallen festen Tragers verwendet

werden. Besonders bevorzugt 1st dile Beschilichtung des festen

Tragers mit Sillber oder Leglierungen umfassend Silber, da Silber

pre——
h—

bzw. dessen Leglerungen elnen besonders groBRen Verstarkungsef-

fekt zeigen. Besonders bevorzugt 1st elne Leglerung, dilie Sil-

ber, Indium und Zinn umfasst. Die Silber-haltigen Leglerungen
welsen vorzugswelse elnen Sllbergehalt von mehr als 10%, noch
mehr bevorzugt von mehr als 303, noch mehr bevorzugt von mehr
als 50%, noch mehr bevorzugt von mehr als 70%, noch mehr bevor-
zugt von mehr als 80%, noch mehr bevorzugt von mehr als 90%,

pre——

alll .

Nach dem Beschichten des festen Tragers mit mindestens eil-

nem Metall oder vor Verwendung des erflindungsgemallen Substrats

bzw. des erfindungsgemalen festen Tragers, wird der feste Tra-

ger bzw. das Substrat vorzugswelse mlt elner wassriligen zZusam-

mensetzung umfassend mindestens elne Saure oder eln Salz eilnes
Halogens ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Fluor, Chlor,

Brom und Iod behandelt.

EFEs hat sich gezeigt, dass dile Fluoreszenzverstarkung durch

die Vorbehandlung des Substrats bzw. des festen Tragers mit el-

pre——

ner wassrigen Losung (z.B. elnem Puffer) umfassend mindestens

elne Saure elnes Halogens oder selnes Salzes davon nochmals

verstarkt werden kann. Daher 1st es besonders bevorzugt den

festen Trager bzw. das Substrat mit eilner saure- bzw. salzhal-

tli1gen LoOsung vorzubehandeln. Alternativ dazu kann die wassrige

pre——

Losung (z.B. eilnem Puffer) umfassend mindestens elne Saure oder

eln Salz elnes Halogens anstelle anderer Ldsungen auch wahrend

der Messung elngesetzt werden. Erfindungsgemall eignen sich
samtlliche Sauren der Halogengruppe oder deren Salze, wobel jJe-

doch dile radilioaktiven Halogene 1n der Praxils nicht erwiunscht

werden. Daher werden besonders bevorzugt die Sauren oder Salze

der Halogene Fluor, Chlor, Brom und Iod, am melsten bevorzugt
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1nsbesondere Metallchloride, verwendet. Die erfin-

dungsgemall eilngesetzten Sauren oder Salze sind besonders bevor-

zugt Alkalimetall- oder

rium-, Kalilum-

oder Lithiumsalze.

Frdalkalimetallsalze, 1nsbesondere Nat-

Gemald elner besonders bevorzugten Ausfiuhrungsform der vor-

liegenden

T1
-ll

rfindung um:

"asst die wassrige Zusammensetzung min-

destens elne Saure oder eln Salz ausgewahlt aus der Gruppe be-
stehend aus HC1l, HF, HBr, HJ, NacCl,
KBr und KJ.

NaF, NaBr, Nad, KC1l, KF,

Dl1e wassrilige Zusammensetzung umfassend mindestens

elner Saure elnes Halogens oder dessen Salzes kann neben der

mindestens elnen Saure oder 1hres Salzes weltere Sto

7 .B. andere Sauren oder Salze um:

werden StTo

pre——

e, welche elne Pu

pr

cr

pre——

e wle

"assen. Besonders bevorzugt

funktion erfillen, eilngesetzt

(z.B. Dlnatriumhvyvdrogenphosphat, Kaliumdihvydrogenphosphat, Car-

bonate) .

Gemald elner welteren bevorzugten Ausfiuhrungsform der vor-

liegenden

sammensetzung

noch mehr bevorzugt

mindesten
behandelt

reszenzverstarkende

T
-|l

S

rfindung wird der

fir mindestens 1,

feste Trager mit der wassrigen Zu-

vorzugswelse fiUr milndestens 2,

10, noch mehr bevorzugt

FEs hat sich er:

™ —
-]

pre——

fir mindestens 5, noch mehr bevorzugt fiur

fiur mindestens 20, Minuten
"1ndungsgemall gezelgt, dass der Fluo-

ekt des mit mindestens einem Metall be-

schichteten Tragers besonders hoch 1st, wenn der feste Trager

fir mindestens 1 Milnute mit der wassriligen Zusammensetzung um-

fassend milndestens elne Saure elnes Halogens oder selnes Sal-

zes, vorzugswelse beil Raumtemperatur (22°C), inkubiert wird.

werden (z.

Jedoch bel tie:

kann die

Erfolgt die

kann die

"eren Temperaturen

mindestens 2 Minuten).

(Z .

Inkubation bel hoheren Temperaturen (z.B. zZwlschen
30°C und 40°C)

B.

Inkubationszelt entsprechend reduziert

T

mindestens 30 Sekunden). Erfolgt die Inkubation

B. zwischen 10°C und 20°C)

Inkubationszeit entsprechend verlangert werden (z.B.

Gemall elner welteren bevorzugten Ausfihrungsform der

vorliegenden Er:

eline Dicke von 10 nm bis 200 nm,

pre——
h—

nm, aut.

11729

“1indung welst dile Metallschicht am festen Trager

vorzugswelse von 15 nm bis 100

Besonders bevorzugt betragt die Dicke der
Metallschicht am

von 10 nm bis 180 nm,

festen Trager 10 nm bilis 190 nm, vorzugswelse

vorzugswelse von 10 nm bis 170 nm,
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vorzugswelse von 10 nm bis 160 nm, vorzugswelse von 10 nm bis
150 nm, vorzugswelse von 10 nm bilis 140 nm, vorzugswelse von 10
nm bls 130 nm, vorzugswelse von 10 nm bis 120 nm, vorzugswelse
von 10 nm bis 110 nm, vorzugswelse von 10 nm bis 100 nm,
vorzugswelse von 10 nm bils 90 nm, vorzugswelse von 10 nm bis 80
nm, vorzugswelse von 10 nm bils 70 nm, vorzugswelse von 10 nm
bis 60 nm, vorzugswelse von 10 nm bils 50 nm, vorzugswelse 15 nm
bis 200 nm, vorzugswelse 15 nm bis 190 nm, vorzugswelse von 105
nm bls 180 nm, vorzugswelse von 15 nm bis 170 nm, vorzugswelse
von 15 nm bis 160 nm, vorzugswelse von 15 nm bis 150 nm,
vorzugswelse von 15 nm bis 140 nm, vorzugswelse von 15 nm bils
130 nm, vorzugswelse von 15 nm bis 120 nm, vorzugswelse von 15
nm bls 110 nm, vorzugswelse von 15 nm bils 90 nm, vorzugswelse
von 15 nm bis 80 nm, vorzugswelse von 15 nm bis 70 nm,
vorzugswelse von 15 nm bls 60 nm, vorzugswelse von 15 nm bis 50
nm, vorzugswelse 20 nm bis 200 nm, vorzugswelse 20 nm bis 190
nm, vorzugswelse von 20 nm bis 180 nm, vorzugswelse von 20 nm
bis 170 nm, vorzugswelse von 20 nm bilis 160 nm, vorzugswelse voh
20 nm bis 150 nm, vorzugswelse von 20 nm bis 140 nm,
vorzugswelse von 20 nm bis 130 nm, vorzugswelse von 20 nm bils
120 nm, vorzugswelse von 20 nm bis 110 nm, vorzugswelse von 20
nm bilis 100 nm, vorzugswelse von 20 nm bis 90 nm, vorzugswelse
von 20 nm bils 80 nm, vorzugswelse von 20 nm bis 70 nm,
vorzugswelse von 20 nm bis 60 nm, vorzugswelse von 20 nm bis 50

nm.

Der "feste Trager" kann erfindungsgemall aus elnem beliebi-

gen polymeren Materilal bestehen, sofern sich dileses mit elnem

Metall beschichten lasst und sofern Vertiefungen erzeudgt werden

konnen. Belsplelswelse umfasst oder besteht der feste polymere

Trager aus synthetischen Polymeren wie Polystyrol, Polyvi-

nylchlorid oder Polvkarbonat, Cvyloolefin, Polymethylemthac-
rvlat, Polylaktat oder Kombinationen davon. Grundsatzlich waren

auch nichtpolymere Trager wlie Metalle, Keramiken oder auch Glas

elnsetzbar, sofern sich dileser mit einem Metall beschichten

lasst und sofern Vertiefungen erzeudgt werden kdnnen.

Der feste Trager umfasst vorzugswelse mlndestens ein Mate-

rial ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus der Gruppe der

thermoplastischen Polymere und der Polykondensate.

12 /29
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Gemald elner bevorzugten Ausfihrungsform der vorliliegenden

T1

wrfindung 1st das thermoplastische Polymer ausgewahlt aus der

Gruppe bestehend aus Polyolefine, Vinylpolymere, Styrolpolyme-

re, Polvacrylate, Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkun-

pr

sTorLfe.

Das Polvkondensat 1st vorzugswelse ausgewahlt aus der Grup-
pe bestehend aus thermoplastische Polykondensate, duroplasti-

sche Polvyvkondensate und Polvaddukte.

Gemald elner besonders bevorzugten Ausfiuhrungsform der vor-

liegenden Erfindung umfasst das Material des polymeren festen

pre——

Tragers organische und/oder anorganische Zusatzstoffe und/oder

Fullstoffe, wobel diese vorzugswelse ausgewahlt sind aus der

Gruppe bestehend aus Ti102, Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lip-

1de und Wachse.

Gemall elner bevorzugten Ausfiuhrungsform 1st das erfindungs-

gemale Substrat Teil einer Kapillare, elner Mikrotiterplatte,

elnes milkrofluidischen Chilips, elnes Teststreifens (fur "Lateral

Flow Assavys'"), eilnes Tragers (z.B. Objekttragers) fur die Fluo-

reszenzmlkroskople, 1nsbesondere fir hochaufldosende Verfahren

wle dle konfokale Lasermikroskoplie nach dem Punktscanner-

Prinzip sowle 4P1-Mikroskope und STED (Stimulated Emission

Depletion) Mikroskope, elnes Sensor Arrays oder sonstigem optl-

schen Detektorfeldes 1st.

Besonders bevorzugt 1st die Verwendung des erfindungsgema-

Ben Substrats 1n Mikrotiterplatten, wobel die Mikrotiterplatten
o, 12, 24, 48, 96, 384 oder 1536 Wells umfassen konnen. Mikro-

tilterplatten werden fur verschiedenste Messungen und Assays

elngesetzt, bel denen auch haufig die Fluoreszenz von Proben

gemessen wilrd. Durch das Vorsehen des erfindungsgemallen Sub-

strats 1n den Wells von Mikrotilterplatten kann die Fluoreszenz-

ausbeute der Proben signifikant gestelgert werden. Dle Substra-

te kdnnen mit verschiedensten Methoden 1n den Wells elngebracht

und fixiert werden. Vorzugswelse werden dle Substrate dabel

mittels Kleben, SchweililRtechniken (z.B. Laserschweillen) und

thermisches Verfigen 1n den Wells fixiert.

Gemall elner besonders bevorzugten Ausfiuhrungsform der vor-

liegenden Erfindung umfasst oder besteht der feste Trager aus

elnem Cyclo-Olefin-Copolymer oder Cyclo-Olefin-Polymer und 1st

13729
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Tell der Wells einer Mikroti-

terplatte. Als besonders geeignet hat sich dabei COP 1060R (Ze-
onor°1060R) erwiesen. Der Trager ist dabeili vorzugsweise mit 10
bevorzugt mit bis 40 nm, Metall (z.B. Silber) be-

bis 60 nm,
schichtet.

Fluorophore werden 1n Kapillaren durchge:

vorzugt dile er:

hen.

oreszilierender Zellen oder

milkro:

wWObel 1m

Durch:

Bestimmte Messungen milt

FEine belspielha:

“lusszytometrile,

fe einer Fluoreszenzmessung bestimmt wird.

"luoreszlerenden Substanzen wie

"iihrt. Daher 1st es be-

"1ndungsgemallen Substrate 1n Kapillaren vorzuse-

"te Anwendung 1st die Zytometrle bzw. dile

bel der die Anzahl oder auch die Art flu-

fluoreszenzmarkierter Zellen mit Hil-

Zahlreiche Anwendungen zur Fluoreszenzmessung erfolgen 1in

"luidischen Chips (z.B. als "Lab-on-a-chip"-Anwendung),

Detektlonsbereich solcher Chips dilie erfindungsgemalien

Substrate vorgesehen sein konnen. Auch 1n herkdmmlichen Kivet-

ten konnen dle er:

cben:

"1ndungsgemallen Substrate vorgesehen seiln.

Dadurch kann bel Fluoreszenzmessungen dle Fluoreszenzausbeute

"alls signifikant gesteigert werden, so dass Jgeringsten

Mengen an

pre——

fluoreszlerenden Sto

"en 1n elner Probe gemessen wer-

den konnen. Erfindungsgemall kann jJjede Kiuvettenform verwendet

werden.

die

fir Schnelltestungen oder

Auch be1l Teststreifen Systemen ("Lateral Flow Assays"),

pre——

In-Feld Testungen (Polnt of Care)

elngesetzt werden, kdnnen dile erfindungsgemalien Substrate (z.B.

im

die Fluoreszenz elnes markilierten Analyten (z.

zenzmarkierten Antikorpers)

lichkeit des Tests zu verbessern.

bestimmten Reaktion

stTO

pre——

Gemald

Lrfindung wird das Luminophor durch ein

Detektlionsbereich (, Detection Line") eingesetzt werden, um

B. eines fluores-

zl verstarken und so die Empfind-

elner bevorzudgten Ausfiuhrungsform der vorliegenden

Enzym erzeugt.

Luminophore sind chemilische Verbilindungen, welche bel elner

(z.B. Oxidation mit Sauersto

pr—

oder Wasser-

"peroxld) zu eilnem Produkt reagleren. Wahrend dieser Reak-

tion wird elektromagnetische Strahlung 1m ultravioletten

und/oder sichtbaren Bereich emittiert. Luminophore kdnnen er-

den.

Diese

findungsgemall mit Hilfe elnes oder mehrerer

14 /29
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phoren umzusetzen, um diliese Vorstufen 1n energlerelche und 1n-

stablle Luminophore zu Uberfihren.

Vorzugswelse 1st das oder sind dile erfindungsgemall elinge-

setzten Enzyme ausgewahlt aus der Gruppe der Peroxidasen und
OxXxvgenase, vorzugswelse ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus

Meerrettichperoxidase (HRP), alkalischer Phosphatase (ALP) und

Luciferase. Dlese Enzyme sind 1n der Lage, bestimmte Verbindun-
gen 1n elner Welse umzusetzen, dass dlese elektromagnetilische

Strahlung emittieren. Geelgnete chemilumineszente Verbindungen

sind dem Fachmann hinreichend bekannt (siehe z.B. ,Chemilumline-

scence 1n Organic Chemistry“Y, Karl-Dietrich Gundermann Frank

McCapra, Springer-Verlag Berlin Heidelberg 1987, ISBN 978-3-042-

71647-8) und werden dem Enzvym entsprechend ausgewahlt.

Gemald elner welteren bevorzugten Ausfiuhrungsform der vor-

liegenden Erfindung 1st das Luminophor ausgewahlt aus der Grup-

pe bestehend aus Lumlinol und seilinen Derivaten, 1,2-Dioxetane,

Acridniumestern und Luciferinen. Zusatzllich zu elnem oder meh-

reren dleser Lumlnophore, kdnnen auch Oxalsaurederivate, vor-

zugswelse Oxalsaurearvylester, wie z.B. Bis (2,4, 6-

trichlorphenvyl)oxalat (TCPO), Bis(2,3-dinitrophenvyl)oxalat
(DNPO) oder Bis (2,4, 5-trichlorophenyl-6-
carbopentoxyphenvl)oxalat (CPPO), elngesetzt werden, dilie be-

kannter Welse bel Umsetzung milt Peroxiden, wle z.B. Wasser-

pre——

stoffperoxid, 1nstablle Peroxvoxalate, wie z.B. 1,2-

Dioxetandion, bilden konnen, welche wahrend deren Zerfallsreak-

tion z.B. UV Licht emittlieren kodonnen.

Das oder die erfindungsgemalen Lumlinophor-erzeugenden Enzy-

me sind vorzugswelse direkt und/oder indirekt an das Substrat

gebunden. Dadurch 1st es mdglich das erfindungsgemalle Substrat,

belspielswelse, mit Enzyme zu beschichten, die 1n der Lage

sind, Luminophore zu erzeugen. Dles 1st 1nsbesondere be1l der

Bestimmung von Analvten 1n elner LoOosung durch Bindung der zu

bestimmenden Analyten an eilner Oberflache von Vorteil (z.B.

[*]
o
|

zyme—-linked Immunosorbent Assay (ELISA)).

Je nach Anwendungsgebiliet kann das Enzym direkt oder 1ndi-

rekt Uber eln oder mehrere weltere Molekile an das Substrat ge-

bunden werden. Verfahren zur Bindung von derartigen Molekilen

an Metallstrukturen sind hinreichend bekannt. Im einfachsten

15729
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Fall erfolgt die Bindung durch physikalisch chemilische Adsorptil-

on (vermittelt Uber 1onische und hydrophobe Wechselwlrkungen)

der Proteine an die Metalloberflache (z.B. Nakanishi K. et al.
J Bioscl Bioengin 91 (2001) :233-244) . Auch kovalente Methoden

zur Immobillisierung von Protelnen nach Derivatisierung der Me-
talloberflachen sind bekannt (z.B. GB Sigal et al. Anal Chem
08 (19906) :490-7) .

Gemal elner bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden

T

wrfindung 1st das Enzym 1ndilrekt Uber ein Tragermolekil ausge-

wahlt aus der Gruppe bestehend aus Antikdrper, AntikdOrperfrag-
mente, vorzugswelse Fab, F(ab)2 oder scFv Fragmente, Nuklelnsau-
ren, Lilipiden, Viruspartikeln, Aptameren und Kombilinationen davon

an das Substrat gebunden.

g

T eln

Fin welterer Aspekt der vorlilegenden Erfindung betr:

Verfahren zur Verstarkung der Chemilumlneszenz elnes oder meh-

rerer 1n elner Chemililumlineszenzreaktlion erzeugten Lumlnophore

1n elner wassriligen LoOsung umfassend den Schritt des Inkontakt-

pr— |}
h—

bringens der wassridgen LoOosung mit elnem Substrat wie oben defi-

niert.

In dem erfindungsgemallen Verfahren kann das von Luminopho-

ren 1n elner wassrigen Losung freilgesetzte Licht durch Inkon-

taktbringen dieser LdOsung milt dem erfindungsgemallen Substrat

verstarkt werden. Damlit erhoht sich die Sensitivitat von Reak-

tlonen, belsplelswelse, 1n denen eln Luminophor erzeugt wird.

Beispielhaft kann der Nachwels von Blutspuren mit Hilfe von Lu-

minol erwahnt werden. Dabel kann 1n wassrigen Proben bzw. 1n

elner wassriligen LOsung gespulte bzw. geldste Proben, die nur

geringste Mengen an Blut aufwelsen, Blut nachgewiesen werden.

—

T eln

FEin welterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betr]

Verfahren zur Bestimmung oder zur Quantifizilierung mindestens

elnes Analyten 1n elner wassridgen Probe umfassend dile Schritte:

a) Inkontaktbringen der Probe mit einem erfindungsgemalen

Substrat umfassend eiln direkt oder 1ndirekt am Substrat

gebundenes Analyt-bindendes Molekil,

b) Zugabe mindestens elnes welteren Analvt-bindenden Mole-

kiils, an das mindestens eln Enzym direkt oder 1ndirekt

gebunden 1st, das 1n elner Chemilumlneszenzreaktion aus
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elnem oder mehreren Substraten ein oder mehrere LUumino-

phore erzeudgt und

c) Messen der durch die Chemilumineszenzreaktion 1n Schritt

b) entstehenden Lichtemission.

Fin erfindungsgemalles Verfahren zur Bestimmung oder zur

Quantifizierung mindestens elnes Analyten 1n elner wassrigen

pre——

Probe beruht auf Nachweisverfahren, die dem Fachmann hinrei-

chend bekannt sind (z.B. ELISA), mit dem Unterschied, dass die

wassrige Probe mit dem nachzuweisenden und/oder zu guantifizie-

renden Analysten mit elnem erfindungsgemallen und 1n der
WO 2017/046320 offenbarten Substrat in Kontakt gebracht wird.

Durch das Vorhandenseln dieses Substrats 1st es mdglich das 1m

pre—— 1

/uge elner Chemilumineszenzreaktlion freigesetzte Licht signifi-

kant zu verstarken.

In elnem bevorzugten erflindungsgemalen Verfahren wird eilne

wassrige Probe mit einem Analyt-blindenden Molekul (z.B. Anti-

kdrper oder Antikdrperfragment), das am Substrat mit bekannten

Verfahren gebunden 1st, 1n Kontakt gebracht. Dadurch werden 1in

der wassrigen Probe vorhandene Analytmolekilile 1ndirekt an die

Substratoberflache gebunden. Im Zuge elnes Waschschritts werden

nicht an die Substratoberflache 1ndirekt gebundene Analyten

entfernt. Mit Hilfe elnes welteren Analyt-blindenden Molekils

wlird mindestens ein Enzym ebenfalls i1ndirekt an das erfindungs-

gemalle Substrat gebunden. Nach einem welteren Waschschritt, 1n

welchem das nicht an elnem Analyvten gebundene weltere Analvyvt-

bindende Molekil entfernt wurde, wird eiln Substrat zugesetzt,

aus dem das Enzym eln Lumlnophor erzeugen kann, welches 1n el-

nem der letzten Schritte des Verfahrens Licht freisetzt. Dilese
Licht kann mit herkotmmlichen Methoden qualitatlive oder quanti-

tativ bestimmt werden.

Das Luminophor wilird — wile berelts elngangs ausgefihrt - 1n

elner Chemllumilineszenzreaktion von einem Enzym erzeugt. Gemal

elner bevorzugten Ausfiuhrungsform der vorliegenden Erfindung

1st das Enzym ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Meerret-

tilchperoxidase, Alkalischer Phosphatase, Luciliferase und gene-

rell hydrolvtischen Enzymen.

17729
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Gemall elner welteren bevorzugten Ausfihrungsform der vor-

liegenden Erfindung 1st das Luminophor ausgewahlt aus der Grup-

pe bestehend aus Luminol und seinen Derivaten, 1,2-Dioxetane,

Acridniumestern oder Luciferinen.

Bevorzugte Komblnatlonen aus Enzymen und Substraten kdnnen

ausgewahlt seln aus der Gruppe bestehend aus Meerettlichperoxi-

dase/Luminol, alkalischer Phosphatase/1l,2-Dioxetanen und Luci-

ferase/Luciferin.

Gemald elner bevorzugten Ausfihrungsform der vorliliegenden

T1

crfindung 1st das am Substrat gebundene und das mindestens elne

weltere Analyt-bindende Molekil ausgewahlt aus der Gruppe be-

stehend aus Antikorper, Antikdrperfragmente, vorzugswelse Fab,

F'(ab) '2 oder scFv Fragmente, Nuklelnsauren, und Komblnationen

davon.

Gemall elner welteren bevorzugten Ausfihrungsform der vor-

liegenden Erfindung das Enzym 1ndirekt Uber ein Tragermolekil

ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Antikdrper und Anti-

korperfragmente, vorzugswelse Fab, F (ab) '2 oder sckFv Frag-

mente, Jgebunden 1st.

Gemall elner bevorzugten Ausfihrungsform der vorlilegenden

T

wrfindung die Lichtemlssion 1n Schritt b) beili einer Wellenlange

von 280 nm bilis 850 nm gemessen wird.

Gemall elner besonders bevorzugten Ausfiuhrungsform der vor-

liegenden Erfindung die Lichtemilission 1n Schritt b) 1n elnem

Abstand von mehr als 40 nm, vorzugswelse von mehr als 50 nm,

vom Substrat gemessen wird.

Die gegenstandliche Erfindung wird anhand der folgenden Fi1-

pre——

guren und Belsplele eingehender erlautert ohne jedoch auf diese

beschrankt zu seiln.

Fi1g. 1 zeigt das erfindungsgemalle Substrat umfassend elnen

festen Trager, der mlt elner Metallschicht UtUberzogen 1st. Der

feste Trager welst Vertiefungen mit einer Tiefe, elner Breilte

pre——
—

und elner Lange auf. Die Vertiefungen befinden sich am festen

Trager 1n elnem bestimmten Abstand (Periode) zuelnander.

Fi1g. 2 zeigt die Draufsicht (A) und einen Querschnitt (B)

elnes erfindungsgemallen festen Tragers. Die Vertlefungen am

festen Trager sind durch eine Brelte, Lange und Tilefe gekenn-
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zelchnet und welsen elnen bestimmten Abstand (Periode) zuelnan-

pre——
h—

der autf.

Fig. 3 zeigt die MEC-Verstarkung 1n Abhangigkeit von der

Antikdrper-Konzentration.

Fig. 4 zelgt die Signal/Rauschverhadaltnisse bel 2-stufigem
Assayv—Aufbau SRVs auf MEF- und Standard-MTPs. Tabelle 2 und die
nachfolgende Graphik geben die erhalten SRVs bzw. MEC-

Verstarkungen 1n Abhangigkelt von Konzentration des beschichte-

ten Ziegenantikdrpers
BEISPIELE:

Mittels der 1m folgenden beschriebenen Belsplele wurde un-

tersucht, ob sich die fir die Metal Enhanced Fluorescence ent-
wickelten Substrate auch zur Verbesserung des Signal/Rausch-

Verhaltnisses von Chemillumlineszenzmessungen eilgnen.

Fiur die folgenden Belsplele wurden Mikrotiterplatten ver-

wendet, die auf 1hrem Boden dilie 1n der AT 517 740 offenbarten

Strukturen aufwelsen. Konkret wurden mit Silber beschichtete

polymere Trager mit einer Mehrzahl voneinander Jgetrennter Ver-

tlefungen mit einem Durchmesser von 0,4 um, einer Periode (d.h.

Abstand zwischen zwel Vertiefungen) von 1 pm und elner Tiefe

pre——

von 0,7 um auf dem Boden der Mikrotilterplatten aufgebracht.

Kommerziell erhaltliche Milikrotiliterplatten der Firma Grelner

(Osterreich) wurden zu Vergleichszwecken eingesetzt, um das

pre——

"ektes zu erfassen.

Ausmall des erzielten Verstarkungse

Beispiel 1:Direkte Detektion adsorblierter, enzymmarkierter

Antikdérper

Die einfachste Methode zum Nachweilis elnes MEC (,Metal En-

hanced Chemilumilnescence"Y)-Verstarkungseffektes besteht 1n der

Adsorption elnes enzymmarklerten Antilkdrpers an den Boden einer
oben beschriebenen Mikrotiterplatte und, nach einem Wasch-

schritt, Nachwels des gebundenen Antikdrpers mittels elnes Che-

mllumineszenzsubstrates flir das entsprechende Enzym.

Vorgehenswelse

¢ 50 pl einer Esel Anti-Zi1ege AntikoOrper (S1gma,
SAB3700287, 1mg/ml) Verdinnung in 50mM Phosphatpuf-

fer/100mM NaCl mit Konzentrationen von 10°° bis 10°1%

mol/L wurden fiur 2h bei RT im Dunkeln auf den MEF-
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bzw. Greilner 1x8 HB Strip MTPs (VWR, 737-0195) 1nku-

blert.

pre——

¢ Der Inhalt der Wells (Vertile:

‘ungen auf Mikrotlter-

platten) wurde verworfen und dile Platten 3x mit 200
1l 50mM Phosphatpuffer/100mM NaCl/0,1% TritonX100 ge-

waschen

e Fntsprechend den Herstellerangaben (BM Chemilumline-
scence ELISA Substrate Kit, Sigma, 11759779001)
den 10ul des Chemilumlneszenz-Substrates mit 100ul

WL —

des mitgelieferten Verstarkers und 890ul des eben-

pre——

falls enthaltenen Assavypu

‘ers gemlscht.

Bel dem 1m

Kit enthaltenen Substrat handelt es sich um CSP.

D (D1-

natrium 3- (4d-methoxyspiro {1,2-dioxetan-3,2"'—-(5"-

chloro)tricyclo [3.3.1.137]Jdecan}—-4-vl)phenyl phos-

phat) das von der ALP 1n eiln

1on umgewandelt wird und beil

X1ilmum hat. Als Verstarker zur

ausbeute kommt 1n diesem Kit

instabililes Dioxetane An-

4177nm seln Emissionsma-

pre——

Erhohung der Quanten-

Fmerald zum Elnsatz.

e 150pnl dieses Reaktionsgemilisches wurden auf die MTPs

plpettiert und das entstehende Chemilumlineszenzsignal

mit elinen SPARK Mikrotiterplattenlesegerat von TECAN

verfolgt.

Ergebnisse

Zeitlicher Verlauf des Signal/Rauschverhdltnisses (SRV,

Chemilumineszenz eines Wells mit AntikdSrper/Chemilumineszenz

ohne Antikdérper)

Wle aus Tabelle 1 ersichtlich nahm das SRV bel den Mikroti-

terplatten mit einem strukturierten Bod

schrieben (MEF-MTP) lUber die Zeit zu, w
Standard Mikrotiterplatte (, Greiner MTP

bzw. sogar abnimmt.

1

Tabelle 1: SRV 1m zeltlichen Verlauf

en wle elngangs be-

pre——

ahrend es auf elner

“) von Grelner stagniert

Signal / Rausch-Verhaltnis - MEC Verstarkung

Antikor-
prer (M) t = 30 sec

O 1,0 1,0

t = 300 sec

1,0 1,0

MEF-MTP Greiner MTP MEC MEF-MTP | Greiner MTP MEC
1,0

|_\
.y
-
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107-15 1,9 1,0 1,9 3,2 1,0 3,2
10°-14 4,5 2,0 2,3 10,2 1,9 | 9,5
107°-13 18, 4 4,2 4,4 50,72 3,8 | 13,1
10°-12 147, 4 3, 6 17,1 427, 9 3, 8 | 48,7
100-11 1385, 8 35,3 39,2 35064, 0 36,7 97,2
10°-10 3144, 8 211, 5 38,51 16237,9 170, 3 92,1
10°-9 16176, 0 447, 0 30,7 | 25781, 6 309, 8 33, 2

Dies lasst sich dadurch erklaren, dass aufgrund des MEC,

der jJja dile Quantenausb

ml1t Luminophoren anrel

eute erhdht, ein Quenching durch die sich

chende Bulk-L&sung verhindert wird. Damit

pre——

wird die Detektion des adsorblerten Antikdrpers auf den MEF-MTP

1m Gegensatz zur Standard MTP mit der Zeit i1mmer empfindlicher

und erlaubt das Detektionslimlit mindestens um elnen Zehnerpo-

Centen zu senken.

Konzentrationsabhdngigkeit und Ausmall des MEC

Fine Quantifizierung des AusmalRes der Verstarkung erreicht

man am elnfachsten durch den Vergleilich der SRVs auf MEF- und

Standard-MTPs.

Dabe1l zelgte sich elne deutliche Konzentrationsabhangiligkeit

der GroBe des MECs (Daten nach 300 sec Messdauer) wle 1n Fig. 3

gezelgt. Die Verstarkung steigt bls zu elner Konzentration von

107+ molaren AntikOrperadsorptionsldsungen auf

che an und nimmt dann

pre——

auf zunehmendes Quenching zurickzu:

ringen Konzentrationen 1m sub-pikomolaren

deutliche Verstarkung
MTP sichtbar.

aber wleder ab,

pre——
—

fast das 100 fa-

was vermutlich ebenfalls

"hren 1st. Auch be1l den ge-

Bereich 1st noch eine

vom 3—-13 fachen des SRV elner Standard-

Beispiel 2: Indirekte Detektion adsorbierter, nicht mar-

kierter Antikdrper

Das Ausmall des ME

F' (,Metal Enhanced Fluorescence®)-Effekts

1st u.a. stark vom Abstand der Fluorophore von den Nanostruktu-

ren abhangilg (s. auch Hawa et al. Analytical

049 (2018): 39-44) .

Im Gegensatz zu M

markierten Antikdrpern di

F-Tests mit z.!:

pre——

3.

direkt

Biochemistry

fluoreszenz-

"undiert 1m Falle eilines enzymkataly-

slerten MEC-Testes das erzeugte Lumlnophor wvon der Oberflache

ab und kann somlt nur so lange es sich an der Oberflache befln-

det verstarkt werden.

Um zu zelgen, dass auch bel einem Assay-
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nm) elne Verstarkung der Lumlneszenz au:
1in |
dass zuerst eln Ziegenantikorper autf

wurde und dieser dann, nach einem

- 21 - 24800-AT

"bau Uber zwel Proteinschichten hinweg (mindestens ca. 10-15

"treten kann, wurde der

"1zlert,

Belisplel 1 beschriebene Versuch dahlingehend modi:
- die MEF-MTP aufgebracht

Rlockschritt mit ALP-

marklertem Anti-Ziegen—-Antikdrper detektiert wurde.

Vorgangswelse:
¢ 50 pl einer Ziege AntikoOrper
mg/ml) Verdinnung in 50mM Phosphatpuffer/100mM NaCl mit

Konzentrationen von 0 -1 ug/ml wurden Uber Nacht bei
Grelner 1x8 HB Strip

(Jackson, 111-005-008, Z

pr—

4°C im Dunkeln auf den MEF- Dbzw.
MTPs (VWR, 737-0195) 1inkubiert.

¢ Der Inhalt der Wells wurde verwor:
mit 200 pl 50mM Phosphatpuffer/100mM NaCl/0,1% Tri-

"en und die Platten 3x

tonX100 gewaschen
¢ Die Blocklerung unspezifilischer Bindungen er:

zwelstlindige Inkubation bei RT mit 100 pul einer 50mM
Phosphatpuffer/100mM NaCl/0,1% TritonX100 mit 5% Po-

lyvinylpyrrolidon (5% PBSPTX)
Nach elinem welteren Waschschritt wurden die Platten mit

"olgte durch

50 ul einer 30ng/ml LOsung des auch unter Punkt 2 ver-
fir 2 h

wendeten ALP-markiertem Anti-Zilegen-Antikdrper

bel Raumtemperatur 1nkubiert

¢ Nach einem finalen Waschschritt wurden wieder 150ul des

1n Belspiel 1 beschriebenen Luminophor-

Reaktionsgemilisches zugesetzt und das entstehende Chemi-
RK Mikrotiterplattenle-

lumlineszenzsignal mit elnen SPA

segerat von TECAN verfolgt.

Ergebnisse

"olgte

"1lzlerung des AusmalBes der Verstarkung er

Fine Quanti:
wleder durch den Vergleich der SRVs auf MEF- und Standard-MTPs

4 geben die erhaltenen SRV

(Greiner MTP). Tabelle 2 und Fig.
LC—Verstarkungen i1n Abhangiligkelt von der Konzentra-

Werte bzw. M
tion des beschichteten Ziegenantikdrpers wieder.

Tabelle 2: Signal/Rauschverhdaltnisse bei 2-stufigem Assay-

Aufbau

Signal / Rausch-Verhaltnis
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Antikoérper | MEF-MTP STA-MTP MEC
(rg/ml)

0 1,0 1,0 n.a.

0.01 24,4 1,0 24,4

0.1 35,2 1,06 22,0

1 77,5 2,9 26,7

Auch Uber zwel Proteilnschichten hinweg 1st noch ein Ver-

starkungseffekt beobachtbar. Dies 1st Uberraschend, da 1m Ver-

gleich zum MEF mit oberflachengebundenen Fluorophoren die en-

pre——

"undilieren und sich welter wvon

zymgenerlierten Lumlnophore abdi

der Oberfldache entfernen. Jedenfalls sind Stelgerungen der Emp-

findlichkelt um elnen Faktor von 20-30 analytisch als relevant

ZzU betrachten zumal sl1e mit zunehmender Beschilichtungskonzentra-
tilon anzustelgen scheilnen.

Diskussion

Die flUr Metal Enhanced Fluorescence entwickelten Strukturen

elgnen sich somit auch fiur die Metal Enhanced Chemilumineszenz.

pr—

Das 1st sehr Uberraschend, da die Relchweite des Effekts 7ja

nur etwa 40-50 nm (Distanz zur Oberflache) betragt und das vom

Enzym produzilierte chemilumineszente Substrat von der Oberflache

pre——

weg diffundiert. Scheinbar 1st die Verstarkung so stark, dass
sich 1m zeiltllichen Mittel ausreichend Molekiile nahe der Ober-
flache befinden. Auch das beobachtete Ausmall des MEC E

1st unerwartet und wurde bisher nicht 1n der Literatur be-

pre——

"ektes

schrieben.
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Patentanspriche:

1. Verwendung elnes Substrats zur Verstarkung der Chemilumines-
zenz elnes oder mehrerer 1n elner Chemilumlneszenzreaktion er-

zeugten Luminophore, dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat

elnen festen polymeren Trager mlt elner Mehrzahl vonelnander

getrennter Vertlefungen umfasst und der feste Trager zumindest

tellwelse ml1t mindestens elnem Metall beschichtet 1st.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die

Vertiefungen elnen Abstand zuelnander von 0,2 um bilis 2,5 pum

aufweilsen.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,

dass dile Vertiefungen des festen Tragers elne Lange und elne

Breilte aufwelsen, wobel das Verhaltnis der Lange zur Breite 2:1

bis 1:2, 1nsbesondere 1:1, betragt.

4. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekenn-

zelchnet, dass die Vertilefungen des festen Tragers elne Lange

und eine Breite aufwelsen, wobel die Lange und die Brelte der

Vertiefungen 0,1 pm bis 2 um betragt.

5. Verwendung nach elnem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekenn-

zelchnet, dass die Vertiefungen eine 1m Wesentlichen runde Form

aufweilsen.

6. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bils 5, dadurch gekenn-

zelchnet, dass die Vertiefungen eilne Tiefe von 0,1 pm bis 5 um

aufweilsen.

/7. Verwendung nach elnem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn-

zelchnet, dass der feste Trager zumlindest tellwelse elne oder

mehr als elne Uberelnander angeordnete Metallschichten umfasst

und/oder die Metallschicht am festen Tradger eine Dicke wvon 10

nm bis 200 nm aufweist.

3. Verwendung nach einem der Anspriuche 1 bis 7, dadurch gekenn-

zelchnet, dass das Metall ausgewahlt 1st aus der Gruppe beste-

hend aus Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, Kupfer, Ni-

ckel, Palladium, Platin, Zink, Zinn und Leglerungen umfassend

clnes oder mehrerer dieser Metalle.
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9 Verwendung nach einem der Anspriche 1 bils 8, dadurch gekenn-

zelchnet, dass der der feste Trager mindestens eiln Materilal

ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus der Gruppe der thermo-

plastischen Polymere und der Polvkondensate umfasst, wobel das

thermoplastische Polymer vorzugswelse ausgewahlt 1st aus der

Gruppe bestehend aus Polyolefine, Vinvylpolymere, Styrolpolyme-

re, Polvacrylate, Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkun-

pre——

stoffe und das Polvyvkondensat vorzugswelse ausgewahlt 1st aus

der Gruppe bestehend aus thermoplastische Polvkondensate, duro-

plastische Polvkondensate und Polyaddukte, und das Materilal des

polymeren festen Tragers optional organische und/oder anorgani-

sche Zusatzstoffe und/oder Fullstoffe umfasst, wobei diese vor-

zugswelse ausdewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus T102,

Glas, Kohlenstoff, Farbplgmente, Lipilide und Wachse.

10. Verwendung nach elnem der Anspriuche 1 bis 9, dadurch ge-

kennzeichnet, dass das Luminophor durch ein Enzym erzeugt wird.

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzelchnet, dass

das Enzym ausgewahlt 1st aus der Gruppe bestehend aus Meerret-

tilchperoxidase, alkalischer Phosphatase, Luciferase und hydro-

lvtischen Enzymen.

12. Verwendung nach elnem der Anspriche 1 bis 11, dadurch ge-

kennzeichnet, dass das Lumlnophor ausgewahlt 1st aus der Gruppe

bestehend aus Luminol und seinen Derivaten, 1,2-Dioxetane,

Acridniumestern oder Luciferinen.

13. Verwendung nach elnem der Anspriuche 10 bis 12, dadurch ge-

kennzeichnet, dass das Enzym direkt und/oder indirekt an das

Substrat gebunden 1st.

14. Verfahren zur Verstarkung der Chemillumineszenz elnes oder

mehrerer 1n elner Chemllumlneszenzreaktion erzeugten Lumlinopho-

re 1n elner wassrigen LOsung umfassend den Schritt des Inkon-

taktbringens der wassriligen Losung mlt elnem Substrat wlie 1n el-

nem der Anspriche 1 bis 13 definilert.

15. Verfahren zur Bestimmung oder zur Quantiflzierung mindes-

tens elnes Analyten 1n elner wassrigen Probe umfassend die
Schritte:
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Inkontaktbringen der Probe mit elnem Substrat wilie 1n ei-

nem der Anspriche 1 bis 13 definlert umfassend ein di-
rekt oder i1ndirekt am Substrat gebundenes Analvyt-

bindendes Molekiil,

/ugabe mindestens elnes welteren Analyt-blindenden Mole-

kiils, an das mindestens ein Enzym dilirekt oder indirekt
gebunden 1st, das 1n elner Chemilumlneszenzreaktlon aus

elnem oder mehreren Substraten ein oder mehrere LUumino-

phore erzeudgt und

Messen der durch die Chemilumilineszenzreaktion 1n Schritt

b) entstehenden Lichtemission.

"ahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass

Ver:

Enzym ausgewahlt 1st aus der Gruppe bestehend aus Meerret-

tlchperoxidase, Alkalischer Phosphatase und Lucilferase.

17.

Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet,

dass das Luminophor ausgewahlt 1st aus der Gruppe bestehend aus

Luminol und seinen Derivaten, 1,2-Dioxetane, Acridniumestern

oder Luciferinen.

18.

Verfahren nach einem der Anspriuche 15 bis 17, dadurch ge-

kennzeichnet, dass das am Substrat gebundene und das mindestens

elne weltere Analyt-bindende Molekill ausgewahlt 1st aus der

Gruppe bestehend aus Antikdrper, AntikoOrperfragmente, vorzugs-

welse Fab, F(ab)'2 oder scFv Fragmente, Nukleinsauren, Aptame-

ren,

19.

und Kombilinationen davon.

Verfahren nach einem der Anspriuche 15 bis 18, dadurch ge-

kennzelchnet, dass das Enzym i1ndirekt Uber eln Tragermolekiul

ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Antikdorper und Antikdr-

per

fragmente, vorzugswelse Fab, F (ab) '2 oder scFv Fragmente,

Nukleinsdauren, Aptameren, und Kombinationen davon gebunden 1st.

20.

Ver

fahren nach einem der Anspriche 15 bis 19, dadurch ge-

kennzeichnet, dass dile Lichtemission 1n Schritt b) beili eilner

Wel._

cIl

lange von 280 nm bis 850 nm gemessen wird.
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MEC-Verstarkung in Abhangigkei
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