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(57) Abstract: The invention relates to a method for marker-free examination of physical, chemical and/or biochemical reactions,
bonding and addition or other interactions in/or on a thin layer. According to said method the detection of a range consisting of several
wavelengths, as carried out in a known manner, on the base of reflection measuring is reduced to the detection of one wavelength.
The measurement of the intensity modification of a light fraction reflected on the thin layer taken place as a result of interactions
in/or on the thin layer is carried out for one wavelength in order to evaluate the measurement results. Said wavelength preferably
corresponds to a wavelength whose light intensity modification is maximum after a reaction or interaction carried out on the thin
layer. The optimal measuring wavelength depends on the thin layer properties, in particular on the optical thickness thereof and the
properties of a carrier to which said thin layer is applicable and on the angle of incidence and polarisation of incident light on the

thin layer. A device for carrying out said method is also disclosed.
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur markierungsfreien Unter-suchung physikalischer,
chemischer und/oder biochemischer Reaktionen, Bindungs- und Anlagerungsvorgingen oder sonstiger Wechselwirkungen in oder an
einer diinnen Schicht. Bei diesem Verfahren wird die bekannte auf Reflexionsmessungen basierende Detektion von einem Spektrum,
bestehend aus mehreren Wellenldngen, erfindungsgemadss auf die Detektion nur einer einzigen Wellenldnge reduziert. Die Messung
der Anderung der Intensitit des an der diinnen Schicht reflektierten Lichtanteils als Folge von stattgefunde-nen Wechselwirkungen in
oder an der diinnen Schicht erfolgt dann bei einer fiir die Auswertung der MeBergebnisse optimalen Wellenldnge. Diese ent-spricht
vorzugsweise einer Wellenlinge, bei der die Anderung der Lichtinten-sitit nach einer erfolgten Reaktion oder Wechselwirkung an
oder in der diin-nen Schicht am grdssten ist. Die fiir die Messung optimale Wellenldnge hingt zum einen von den Eigenschaften der
diinnen Schicht, insbesondere ihrer optischen Dicke, sowie den Eigenschaften des Trigers, auf dem die diinne Schicht angeordnet
sein kann, ab. Zum anderen héngt die optimale Wellen-linge vom Einfallswinkel und der Polarisierung des auf die diinne Schicht
einfallenden Lichtes ab. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner eine Vorrich-tung zur Durchfiihrung des beschriebenen Verfahrens.
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Beschreibung

Verfahren zur Untersuchung physikalischer, chemischer und bio-

chemischer Wechselwirkungen

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur zeitaufgelésten mar-
kierungsfreien Untersuchung physikalischer, chemischer und/oder bio-
chemischer Reaktionen, Bindungs- und Anlagerungsvorgédngen oder
sonstiger Wechselwirkungen in oder an einer diinnen Schicht. Die Erfin-
dung bezieht sich weiter auf eine Vorrichtung zur zeitaufgelésten mar-
kierungsfreien Untersuchung physikalischer, chemischer und/oder bio-
chemischer Reaktionen, Bindungs- und Anlagerungsvorgdngen oder

sonstiger Wechselwirkungen in oder an einer diinnen Schicht.

Dem in der vorliegenden Erfindung beschriebenen Verfahren liegt ein
sogenannter Effekt der Optik diinner Schichten zugrunde. Vereinfacht
l1aRt sich der verwendete Effekt durch die diesen Stand der Technik wie-
dergebende Abbildung 1 darstellen. In diesem Fall liegt als Schichtsy-
stem ein Trager 1 (z. B. aus Glas, aus einem speziell beschichteten
Glas oder aus Kunststoff), eine darauf aufgetragene diinne Schicht 2
(die ,selektive® Schicht, an der der Effekt gemessen wird) und ein an
diese Schicht angrenzendes optisches Medium 3 (z. B. eine Flussigkeit
oder ein Gas) vor. Der beobachtete Effekt ist eine von der Wellenlange
des Lichts und der Dicke der (selektiven) diinnen Schicht abhangige In-

tensitat des reflektierten Lichts.

Ein Verfahren zum Nachweis physikalischer, chemischer und/oder bio-
chemischer Reaktionen und Wechselwirkungen basierend auf dem glei-
chen Prinzip ist z. B. aus DE 198 30 727 bekannt. Bei diesem Verfahren
werden mit RIfS (Reflektometrische Interferenzspektroskopie) markie-

rungsfreie optische Bindungsvorgénge mit qualitativ gutem Ergebnis
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beobachtet. Allerdings mussen hierzu spezielle optisch vergitete und
damit teure Trager benutzt werden. Auflerdem ist das Verfahren relativ
aufwendig in der Handhabung und 143t eine Parallelisierung der Mes-

sung sowie eine Miniaturisierung des Mef3aufbaus nur eingeschréankt zu.

Mit SPR (Surface Plasmon Resonance) werden im Prinzip die gleichen
Vorgange beobachtet, allerdings mussen die Trager aufgrund des phy-
sikalischen Funktionsprinzips mit einem Metallfilm beschichtet werden.
In den allermeisten Fallen wird dabei Gold oder Silber verwendet (siehe
Nylander et, al, Sens. Actuators B 3 (1982) 79-88; Liedberg et. al., Sens.
Actuators B 4 (1983) 299-304; Homola et. al.,, Sens. Actuators B 54
(1999) 3-15; Melendez et. al., Sens. Actuators B 38/39 (1997) 375-379).

Bekannte integrierte optische Methoden wie das Mach-Zehnder- oder
Young-Interferometer sind technisch sehr aufwendig und teuer, da die
Trager mit Wellenleiterstrukturen versehen werden missen (siehe J. In-
genhoff et al., Fresenius J. Anal. Chem., 346 (1993) 580; B. Drapp et.
al., Sensors and Actuators B 38-39 (1997) 277; P.V. Lambeck et. al.,
Medical and Biological Engeneering and Computing, Vol. 34, Suppl. 1
(1996), 145-148; A. Brandenburg et. al., O.S. Wolfbeis, ed., Proc. SPIE
1510, (1991) 148-159).

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zum
Nachweis physikalischer, chemischer und/oder biochemischer Reaktio-
nen, Bindungs- und Anlagerungsvorgangen oder sonstiger Wechselwir-
kungen in oder an diinnen Schichten bereitzustellen, bei dem die Mef3-
ergebnisse weitgehend unabhangig vom Tragermaterial sind, das eine
Parallelisierung der Messung und eine Miniaturisierung des MeRaufbaus
ermoéglicht, und bei dem die MelRergebnisse wesentlich schneller und
einfacher als bei bekannten Verfahren, praktisch on-line, ausgewertet

werden kénnen.
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Diese Aufgabe wird durch das Verfahren mit den Merkmalen des An-
spruches 1 sowie durch die Vorrichtung mit den Merkmalen des Anspru-
ches 19 geldst. Bevorzugte Ausflihrungsformen des Verfahrens sind in
den abhangigen Ansprichen 2 bis 18 dargestellt. Der Wortlaut samtli-
cher Anspriche wird hiermit durch Bezugnahme zum Inhalt dieser Be-

schreibung gemacht.

Erfindungsgemall wird diese Aufgabe dadurch gel6st, daR die bisher
bekannte, auf Reflexionsmessungen basierende Detektion von einem
Spektrum, bestehend aus mehreren Wellenldngen, auf die Detektion nur

einer einzigen Wellenlange reduziert wird.

Praktisch wird dies dadurch erreicht, dak die diinne Schicht mittels einer
Lichtquelle mit Licht bestrahit und der an der diinnen Schicht reflektierte
Strahlungsanteil an einem Detektor gemessen wird. Dabei sind die
Anordnung und die Beschaffenheit der Lichtquelle und gegebenenfalls
des mindestens einen zwischen der Lichtquelle und dem Detektor
positionierten Monochromators so gewahlt, dalR am Detektor
monochromatisches Licht einer einzigen Wellenlange (oder eines sehr
schmalen Spektrums) ankommt. Dies kann z. B. dadurch erzielt werden,
dal} die verwendete Lichtquelle gleich monochromatisches Licht aus-
strahlt, so dal3 auf die Verwendung von Monochromatoren verzichtet
werden kann. Als monochromatische Lichtquelle kénnen insbesondere
Leuchtdioden (LED), Laserdioden oder Laser verwendet werden. An-
stelle eines Monochromators kann auch jede spektral auflésende Vor-
richtung, insbesondere ein Interferenzgitter oder eine Prisma verwendet
werden.

Wenn eine polychromatische Lichtquelle benutzt wird, wird ihr, dem
Strahlengang folgend, mindestens ein Monochromator nachgeordnet.
Der Monochromator kann in diesen Fallen wiederum entweder vor (sie-
he auch 3a, Abb. 2) oder hinter (siehe auch 3b, Abb. 2) der diinnen
Schicht angeordnet werden. Wichtig ist hierbei, daR erfindungsgeman

am Detektor das Licht einer einzigen Wellenldnge ankommt. Unter ei-
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nem Detektor wird hier eine Vorrichtung verstanden, die Licht in eine

meRbare Gréle, z. B. in elektrischen Strom umwandelt.

Das auf die diinne Schicht einfallende Licht kann erfindungsgemaf tber
Einkoppelelemente geleitet werden. Zu diesen gehdéren bevorzugt Lin-
sen, Linsensysteme, Spiegel oder vorzugsweise Lichtleiter, z. B. faser-
optische Wellenleiter. Ebenso kénnen statt Einsatz von Einkoppelele-

menten auch entsprechende Freistrahlaufbauten realisiert werden.

Unter dem Begriff ,diinne Schicht* wird in der vorliegenden Erfindung
eine Schicht verstanden, deren Dicke vorzugsweise zwischen 0,1 nm
und 100 um, insbesondere zwischen 10 nm und 2.000 nm, liegt. Die
diinne Schicht besteht immer aus einer sensitiven (der selektiven)
Schicht, deren Dicke und/oder Dichte sich nach einer erfolgten Reaktion,
Bindung oder sonstigen Wechselwirkungen andert, wobei es gilt, diese
Dicken- und/oder Dichtednderung zu bestimmen. Die dunne Schicht
kann auer der sensitiven zuséatzlich weitere Schichten beinhalten, de-
ren Dicke sich bevorzugt durch erfolgte Reaktion, Bindung oder sonstige
Wechselwirkungen nicht andert. Diese zuséatzlichen Schichten kénnen
einer besseren Haftung der sensitiven Schicht auf einem Tréger dienen
oder zur Kopplung mit anderen Analysemethoden oder zur Anderung

der optischen Eigenschaften des Schichtsystems verwendet werden.

Die zu untersuchende dinne Schicht kann in einer besonders bevorzug-
ten Ausfihrungsvariante auf einem festen Trager angeordnet sein. Die
Ausrichtung der diinnen Schicht auf dem Tréager kann sowohl der einfal-
lenden Strahlung zu- als auch abgewandt sein. Im zweiten Fall muf} das
Tragermaterial zumindest teilweise fur das Licht der verwendeten Wel-

lenlange durchldssig sein.

Die diinne Schicht kann bei der Messung im Bezug zur einfallenden
Lichtstrahlung in einem Winkel kleiner 90 ° positioniert sein. Vorzugs-
weise ist die diinne Schicht senkrecht (90 °) zur einfallenden Lichtstrah-



10

15

20

25

30

WO 2006/042746 5 PCT/EP2005/011218

lung positioniert. Im Fall eines auf die dinne Schicht senkrecht einfal-
lenden Lichtstrahis werden fur eine Zu- und Ableitung des einfallenden

bzw. des reflektierten Lichtes Lichtleiter benutzt.

In der Abb. 2 ist eine der bevorzugten Varianten des Mef3aufbaus dar-
gestellt, mit dem das erfindungsgemaéafie Verfahren durchgefiihrt werden
kann. Es handelt sich in diesem Fall um eine Variante mit einer poly-
chromatischen Lichtquelle 1, wobei das Licht tber Einkoppelelemente 2
und eine faseroptische Lichtleitung (Lichtleiter 4) auf einen Trager 5 mit
einer darauf aufgetragenen diinnen Schicht in einem rechten Winkel
(90 °) zugeleitet wird und der ebenfalls im rechten Winkel (90 °) reflek-
tierte Lichtanteil Uber die Lichtleiter 4 auf einen Detektor 6 abgeleitet
wird. Damit am Detektor das Licht einer einzigen Wellenlange ankommt,
wird entweder zwischen der Lichtquelle und dem Trager oder zwischen
dem Trager und dem Detektor ein Monochromator (3a bzw. 3b) positio-

niert.

In der Abb. 3 ist eine weitere bevorzugte Variante abgebildet, bei der
(ausgehend von Abb. 2) ein Zweikanal-Mefplatz unter Zuhilfenahme
zweier Photodioden 6 und einer angepal3ten Wellenleiteranordnung 4
realisiert werden kann. Der zweite Kanal kann z. B. zur Messung von
Referenzwerten benutzt werden, die bei der Auswertung zur Ermittlung

einer Intensitatsédnderung direkt herangezogen werden kénnen.

Einen besonders wichtigen Aspekt des erfindungsgemafien Verfahrens
stellt die Auswahl oder Ermittlung der fir die Auswertung der Mel3er-
gebnisse optimalen Wellenlange dar. Diese entspricht vorzugsweise ei-
ner Wellenlange, bei der die Anderung der Lichtintensitat nach einer er-
folgten Reaktion oder Wechselwirkung an oder in der dinnen Schicht

groly, insbesondere maximal (optimal) ist.

Die optimale Wellenlange hangt von den Eigenschaften der diinnen

Schicht, insbesondere ihrer optischen Dicke, sowie von den Eigenschaf-
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ten des Tragers und seiner eventuellen zusatzlichen Beschichtung ab.
Durch die bekannte Optik an diinnen Schichten entstehen in jeder diin-
nen Schicht Vielfachreflexionen. Unabhangig vom Schichtsystem auf
dem Trager inklusive der diinnen Schicht ergibt sich in der Reflexion fur
jede Wellenldnge eine periodische Reflexion in Abhangigkeit der opti-

schen Dicke der dunnen Schicht.

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsvariante wird die optimale
Wellenlange experimentell so bestimmt, dall sie sich im Bereich eines
Wendepunktes des Dunnschichtspektrums befindet, wobei die Lichtin-
tensitat als Funktion der Wellenldnge aufgetragen wird. Dort liefert die
Ableitung der Steigung der Intensitét des reflektierten Lichtes nach der
optischen Schichtdickenanderung der diinnen Schicht den gréfiten Be-
trag und damit die groRte Signalanderung. Zudem ist die Steigerung der
Intensitat in diesem Bereich aufgrund der Giberaus geringen Effekte, die
zu messen sind, in sehr guter Nahrung linear. Alternativ kann die Ermitt-
lung der optimalen Wellenldnge auch anhand der Daten tGber die Eigen-
schaften der dinnen Schicht, wie z. B. die Schichtdicke und Brechungs-
index, theoretisch berechnet werden (Abb. 4 und 5). Die Wahl der Me-
thode fir die Ermittlung der optimalen Wellenldnge hangt davon ab, ob

die Eigenschaften des Schichtsystems bekannt sind oder nicht.

Alternativ kann auch ein optimales Schichtsystem zu einer vorgegebe-
nen Wellenlange theoretisch ermittelt und angepaf3t werden. Wie in den
Ausfuihrungsbeispielen gezeigt wird, hat die Auswahl der dinnen
Schicht bzw. des Schichtsystems, insbesondere seine Dicke und das
Material, einen groften Einflul auf die Signalhéhe. Weitere Faktoren, die
den Signalhub des Nutzsignals beeinflussen kénnen und bei der Opti-
mierung des Signals beriicksichtigt werden missen, sind beispielsweise

der Einfallswinkel und die Polarisation des eingehenden Lichtes.

Die vorherige Abschatzung eines optimalen Signals eines gegebenen

bzw. des theoretisch zu berechnenden Schichtsystems kann die Aus-
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wahl der zu verdandernden Variablen erleichtern. Insofern ergénzen sich
theoretische Simulationen mit den experimentellen Messungen. Durch
eine gemeinsame Nutzung beider kann das Schichtsystem optimal aus-

gewahit und justiert werden.

Durch die Verwendung einer einzigen Wellenldnge wird erfindungsge-
maf eine weitgehende optische Unabhangigkeit vom Tragermaterial er-
reicht. So kénnen bei dem erfindungsgeméafien Verfahren statt bislang
notwendigen speziell vergiteten Tragern wesentlich preiswertere und in
der Herstellung einfachere Materialien wie Glas, Kunststoff (z.B.
TOPAS, ein Cycloolefin-Copolymer, z. B. von Ticona), beschichtetes

Glas oder sonstige Materialien verwendet werden (Abb. 8 bis 10).

Durch die Anpassung der optimalen Wellenldnge an das jeweilige Mate-
rial und die darauf befindliche Oberflaichenchemie wird der Effekt der
Interferenz an diinnen Schichten durch das zuséatzliche Schichtwachs-
tum an die Trageroberflache maximal. Dadurch wird das Signal/Rausch-
Verhaltnis optimiert. In den spater erlduterten Ausfithrungsbeispielen
wird gezeigt, dal beim Vergleich des erfindungsgemaflen Verfahrens
mit dem bekannten RifS-Verfahren auf einem fir RIfS notwendigen In-
terferenzglas das Signal/Rausch-Verhdltnis um einen Faktor 5 bis 10
verbessert ist (Abb. 6 und 7).

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgeméaflien Verfahrens gegeniiber be-
kannten Verfahren liegt darin, daly damit ein parallelisierter und miniatu-
risierter Aufbau mit erheblich kleinerem technischem Aufwand verbun-
den ist als bei bekannten Verfahren (wie RIfS). Durch eine Beschran-
kung der Messung auf nur eine Wellenlange fallen die bei den herk6mm-
lichen Verfahren notwendigen Umschaltvorgdnge zwischen den ver-
schiedenen Wellenlangen weg. Die dadurch erreichte Verkirzung der
Gesamtmelizeit kann dazu genutzt werden, die einzelnen Mel3zeiten zu
verlangern. Aufgrund der iberaus geringen Signalanderungen tragt eine

langere Melzeit wesentlich zu einer héheren Signalgite bei. Auch der
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technische Aufwand ist beim erfindungsgemé&fen Verfahren um einiges
geringer als bei den bekannten Methoden. Diese Faktoren machen eine
Parallelisierung der Messung wesentlich einfacher als bei den bekann-
ten Verfahren. Verringerte MefRzeit, einfache Handhabung und geringer
technischer Aufwand erméglichen auch eine einfachere technische Rea-

lisierung fir eine miniaturisierte Ausfithrung des Prinzips.

Weitere Vorteile, Merkmale und Anwendungsmdoglichkeiten der Erfin-
dung werden nachstehend anhand der Ausfiihrungsbeispiele mit Bezug

auf die Zeichnungen beschrieben. In den Zeichnungen zeigen:

Abb. 1: Vereinfachtes Schichtmodell zur Veranschaulichung des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips. Auf dem Tréager 1 be-
findet sich die diinne Schicht 2, die in diesem Beispiel direkt an
eine Flussigkeit 3 angrenzt. In der diinnen Schicht finden Viel-

fachreflexionen statt.

Abb. 2: Schematische Darstellung einer erfindungsgeméfen Ausflih-
rungsvariante mit einem Einkanal-Mefplatz. Die Vorrichtung
umfalt eine polychromatische Lichtquelle.1, die Licht im sicht-
baren Bereich aussendet. Mittels einer Einkoppelvorrichtung 2
wird das Licht durch einen Monochromator 3a in einen Y-Wel-
lenleiter 4 eingekoppelt. Der Monochromator 3a kann auch
durch einen Monochromator 3b auf der anderen Seite des Y-
Wellenleiters ersetzt werden. Das eingekoppelte Licht wird auf
den Trager 5 mit einer darauf angeordneten zu messenden
diinnen Schicht geleitet, wo es wieder in den Wellenleiter 4 zu-
rickreflektiert wird und von einer Photodiode 6 detektiert wird.
Der Monochromator kann bei Bedarf fur die Auswahl des opti-

malen Spektralbereiches ausgewechselt werden.

Abb. 3: Schematische Darstellung einer erfindungsgeméRen Ausfiih-

rungsvariante mit einem Zweikanal-MeRplatz. Dieser kann un-
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Abb. 4:

Abb. 5:

Abb. 6:

Abb. 7:

-9-

ter Zuhilfenahme zweier Photodioden 6 und einer angepaldten
Wellenleiteranordnung 4 realisiert werden Der zweite Kanal

kann z. B. zur Referenzmessung benutzt werden.

Reflexion in Abhéangigkeit von der Schichtdicke. Als Modell
wurde hier BK7-Glas (ein bekanntes Qualitatsglas von Schott,
Deutschland) als Tragermaterial, eine (hypothetische) selektive
Schicht mit Brechungsindex n=1,34 und Wasser als Deck-
schicht angenommen. Die Dicke der selektiven Schicht wird auf
der x-Achse variiert, auf der y-Achse ist der Reflexionsgrad

aufgetragen.

Ableitung der Reflexion R in Abhéngigkeit der Dicke d der se-
lektiven Schicht. Fiir die jeweilige Schichtdicke der selektiven
Schicht wird die Wellenlange ausgesucht, die an dieser Stelle
moglichst ein Extremum hat. Aufgrund der Uberaus geringen
Schichtdickenénderungen, die maximal nur wenige nm betragt,
ist in sehr guter Nahrung eine lineare Beziehung von Reflexion

zu Dickenénderung gegeben.

Vergleich des hérkémmlichen RIfS-Verfahrens mit dem erfin-
dungsgemaBen Verfahren anhand einer Messung mit beliebi-
ger DNA auf einem sogenannten Interferenzglas (Borosilicat-
glas D263 von Schott, Deutschland, Dicke 1 mm, beschichtet
mit 10 nm Tax0s und 330 nm SiO;). Die beiden Messungen
wurden mit dem gleichen Chip hintereinander gemacht. Die
Skalierungen in der y-Achse (w. E. = willkiirliche Einheiten)
wurden angepalt, damit die beiden Bindungskurven rein op-
tisch verglichen werden kénnen. Der Signalhub ist mit dem er-

findungsgemafen Verfahren um einen Faktor 5 besser.

Gleiche Messung wie in Abb. 6, nur wurden hier die relativen

Signaldnderungen nicht angeglichen. Der Signalhub ist mit
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Abb. 8:

Abb. 9:

Abb. 10:

Abb. 11:

Abb. 12:

Abb. 13:
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dem erfindungsgemafen Verfahren um einen Faktor 5 bis 10

besser.

ErfindungsgeméalRe Messungen an einem Kunststoff-Trager
aus TOPAS (d = ca. 1 mm) mit zwei verschiedenen DNA-
Konzentrationen (FBMG1, Firma IBA Goéttingen). Die ausge-

suchte Wellenlange war hier 650 nm.

Bindungskurve von Anti-ACA auf Kunststoff (TOPAS s. o.)
(ACA = 4-Chlor-6-(isopropylamino)-1,3,5-triazin-2-(6"-ami-

no)capronsaure.

Bindungskurve von Anti-ACA auf Kunststoff (TOPAS s. 0.) mit
niedriger Konzentration und gehemmte Bindung mit Atrazin

(chemisches Pflanzenbehandlungsmittel).

Bindungskurve von 10pg/ml Anti-ACA auf einem mit 180 nm
Indium-Zinnoxid beschichteten BK7-Trager (d = ca. 1 mm) und
eine gehemmte Bindung mit 1000 ppb Atrazin.

Bindungskurve von 1ug/mi Anti-ACA auf einem D263-Substrat
(d = ca. 1 mm) mit einer 10 nm dicken Ta>Os und 330 nm dik-
ken SiO.-Schicht (s. o. Interferenzglas). Zuséatzlich ist eine
MeRkurve mit Ovalbumin (OVA) abgebildet, um einen eventuel-
len Anteil unspezifischer Bindung an die Sensoroberflache ab-

schétzen zu kénnen.

Bindungskurve von 1 pug/ml Anti-ACA auf einem D263-Substrat
mit einer 45 nm dicken TaxOs und 20 nm dicken SiO,-Schicht.
Zusatzlich ist eine MeRkurve mit Ovalbumin (OVA) abgebildet,
um einen eventuellen Anteil unspezifischer Bindung an die

Sensoroberflache abschatzen zu kénnen.
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Abb. 14:

Abb. 15:

Abb. 16:

Abb. 17:

Abb. 18:

Abb. 19:
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Bindungskurve von 1ug/ml Anti-ACA auf einem transparenten
Kunststoffsubstrat (TOPAS s. 0.). Zusatzlich ist eine MeRRkurve
mit Ovalbumin (OVA) abgebildet, um einen eventuellen Anteil
unspezifischer Bindung an die Sensoroberflache abschéatzen

zu kénnen.

Ableitung der Reflektivitat in Abhangigkeit der Dicke der selek-
tiven Schicht fur ein D263-Substrat mit einer 10 nm dicken
Tax0Os5 und 330 nm dicken SiO2-Schicht.

Ableitung der Reflektivitat in Abhangigkeit der Dicke der selek-
tiven Schicht fiir ein D263-Substrat mit einer 45 nm dicken
Ta>Os und 20 nm dicken SiO,-Schicht.

Ableitung der Reflektivitat in Abhéngigkeit der Dicke der selek-
tiven Schicht und des Einfallswinkels fiir ein transparentes
Kunststoffsubstrat (TOPAS s. 0.) bei einer Wellenlange von
500 nm.

Ableitung der Reflektivitat in Abhangigkeit der Dicke der selek-
tiven Schicht und des Einfallswinkels fur ein D263-Substrat mit
einer 10 nm dicken Ta>Os und 330 nm dicken SiO,-Schicht bei

einer Wellenldnge von 500 nm.

Ableitung der Reflektivitat in Abhéngigkeit der Dicke der selek-
tiven Schicht und des Einfallswinkels fur ein D263-Substrat mit
einer 45 nm dicken TayOs und 20 nm dicken SiO,-Schicht bei
einer Wellenlange von 500nm.



10

15

20

25

30

WO 2006/042746 12 PCT/EP2005/011218

Ausflihrungsbeispiele

Es wurden Messungen mit dem erfindungsgemaéfien Verfahren im Ver-
gleich mit der bekannten und etablierten RIfS-Methode mit sehr guter
Ubereinstimmung vorgenommen. Zur Uberprifung des erfindungsge-
maflen Verfahrens wurden unterschiedliche Antigen-Antikérper- sowie
DNA-DNA-Wechselwirkungen gemessen. Aullerdem wurden verschie-
dene Trager aus Glas sowie verschiedene modifizierte Trager aus

Kunststoff vermessen und verglichen.

Beispiel 1

Vergleichsmessungen von erfindungsgemalien Verfahren mit dem RIfS-
Verfahren am selben Trager aus Interferenzglas (Substrat aus D263-
Glas, 10 nm TazOs und 330 nm SiO3). Der Trager wurde mit PEG (Poly-
ethylenglykol) beschichtet und danach mit einer DNA als sensitive
Schicht funktionalisiert. Die Messungen wurden mit einer hochkonzen-
trierten DNA-PBS-L6sung (PBS = phosphate buffered saline) durchge-
fahrt, so dal} eine diffusionslimitierte Bindungskinetik beobachtet werden
kann (siehe Abb. 6 + 7).

Beispiel 2

Vergleich von zwei DNA-DNA-Messungen auf einem Kunststoff-Trager.
Der Trager wurde mit Aminodextran beschichtet und danach mit DNA
funktionalisiert. Die Messungen wurden mit unterschiedlich hohen DNA-
Konzentrationen in einer PBS-Lésung durchgefuhrt. Man kann die dar-
aus resultierende unterschiedliche Bindungskinetik erkennen: bei der
niedrigeren DNA-Konzentration verlauft die Bindungskurve weniger steil
(siehe Abb. 8).
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Beispiel 3

Antigen-Antikdrper-Messung auf einem Kunststoff-Trager (TOPAS). Der
Trager wurde mit Aminodextran beschichtet und danach mit Atrazin
funktionalisiert. Die Messung wurde mit einer hoch konzentrierten Anti-
ACA-PBS-Losung durchgefiihrt, so dall eine diffusionslimitierte Bin-
dungskinetik beobachtet werden kann (siehe Abb. 9).

Beispiel 4

Antigen-Antikérper-Messung auf einem Kunststoff-Trager (TOPAS). Der
Trager wurde mit Aminodextran beschichtet und danach mit Atrazin
funktionalisiert. Die Messung wurde mit einer niedrig konzentrierten Anti-
ACA-PBS-Losung durchgefiihrt, so dal} eine massentransportlimitierte
Bindungskinetik beobachtet werden kann. Danach wurde eine mit Atra-
zin gehemmte Anti-ACA-PBS-Lésung vermessen, um sicherzugehen,
dafy die vorherigen Signalanderungen tatsdchlich von der Antigen-Anti-

korper-Reaktion herrithren (siehe Abb. 10).

Beispiel 5

Antigen-Antikérper-Messung auf einem mit 180 nm Indium-Zinnoxid be-
schichteten BK7-Trager. Der Trager wurde mit Aminodextran beschich-
tet und danach mit Atrazin funktionalisiert. Die Messung wurde mit einer
Anti-ACA-PBS-L6sung mit einer Anti-ACA-Konzentration von 10 pg/mi
durchgeftihrt (siehe Abb. 11).
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Beispiel 6

Es wird untersucht, inwiefern die Wahl des Tragermaterials bzw. dessen
Beschichtung einen EinfluR auf die Signaldynamik, d. h. die Héhe der
Reflektivitdtsédnderung bei einer optischen Schichtdickendnderung hat.
Um diese ausschlieBlich von der Wahl des optischen Tragersystems
abhangige Grofle experimentell zu bestimmen, wird im Beispiel wieder
das Antigen/Antikérper System Atrazin/Anti-ACA benutzt. Die Trager
wurden mit Aminodextran beschichtet und danach mit Atrazin funktiona-
lisiert. Es werden bei den Messungen aller hier untersuchten Tragersy-
steme die gleichen Melprotokolle verwendet. Bei allen Messungen wur-
de eine Anti-ACA-PBS-Ldsung mit einer Anti-ACA-Konzentration von
1pg/ml verwendet (siehe Abb. 12, 13 und 14). Bei dieser Konzentration
wird eine massentransportlimitierte Bindungskinetik gewéahrleistet. Das
bedeutet, dal3 alle Analytmolekille, die im Flu durch die Diffusions-
grenzschicht an die Sensoroberflache gelangen, auch dort gebunden
werden. Da bei allen Tragern neben den gleichen Antikérpern dieselbe
Fluidik und das gleiche Flu3protokoll verwendet wurde, kann man
durchaus annehmen, dal} ziemlich genau jeweils die gleiche Anzahl von
Antikdrpern an die Sensoroberflache anbindet und dadurch die gleiche
Anderung der optischen Schichtdicke hervorruft. Der unterschiedliche
Signalhub bei den einzelnen Tragern ist deshalb in sehr hohem Malie
allein von den optischen Parametern des Tragersystems abhéngig. Die-
se unterschiedliche Signaldynamik in Abhangigkeit des Tragersystems
lalkt sich theoretisch auch qualitativ durch unterschiedlich hohe Ablei-
tungen der Reflexion nach der Dicke der selektiven Schicht bei unter-
schiedlichen Tragersystemen erkldren (siehe Abb. 5, 15 und 16) mit ei-
nem einfachen Schichtmodell erklaren. Zur Demonstration dieser unter-
schiedlichen Signaldynamik wurden folgende optische Tragersysteme

vermessen:
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1) Substrat aus D263-Glas, 10 nm TazOs und 330 nm SiOo,

2) Substrat aus D263-Glas, 45 nm TaOs und 20 nm SiO,

3) unbeschichteter transparenter TOPAS-Kunststofftrager (die opti-
schen Parameter dieses Substrats stimmen gut mit denen von
BK7-Glas liberein).

Nur durch die Wahl eines anderen optischen Tragersystems ergibt die
gleiche Anderung der optischen Schichtdicke einen bis zu einem Faktor

sieben unterschiedlich hohes Signal.

Beispiel 7

Neben einer angepalten optischen Vergutung fir eine Maximierung der
Signaldynamik kann eine optimierte geometrische Anordnung in Kombi-
nation mit einer daftr angepaflten optischen Vergitung eine weitere

Maximierung der Signaldynamik ergeben.

Eine groRere Reflektivitdat an der Grenzfldche Biopolymer/Umgebungs-
medium, dadurch ein insgesamt hoherer Anteil der reflektierten Strah-
lung héherer Ordnung und damit eine groRere Signaldynamik kann
durch einen schragen Einfallswinkel erreicht werden. Im Zusammen-
hang mit dem jeweiligen verwendeten optischen Tragersystem existiert

dann auch ein optimaler Einstrahlwinkel fur maximale Signaldynamik.

Es werden Simulationen von folgenden optischen Tragersystemen

prasentiert:

1) Substrat aus D263-Glas, 10 nm TazOs und 330 nm SiOy,
2) Substrat aus D263-Glas, 45 nm Ta>Os und 20 nm SiOx,
3) unbeschichteter transparenter Kunststofftrager (TOPAS).
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In den Abbildungen 17, 18 und 19 sind die Signaldynamiken in Abhén-
gigkeit des Einfallswinkels und der Dicke des selektiven Biopolymers fur

eine Wellenlange von 500 nm aufgetragen.

Die maximalen Signalhtibe sind relativ dhnlich, die Unterschiede betra-
gen hier zwischen den verschiedenen Tragersystemen nur ungeféhr ei-
nen Faktor 2. Die Tatsache, dal} die gréRten Signalhiibe erst bei einer
Polymerschichtdicke von ein paar hundert Nanometern erwartet werden
wirden, kénnte man experimentell durch eine gréfere SiO»-Schicht-
dicke als additive GroRRe zum Biopolymer kompensieren. Zu sehen ist
bei allen Graphen, daB der optimale Einfallswinkel jeweils kurz vor dem
Grenzwinkel zur Totalreflexion liegt. Gelingt es, diese GroéR3en fur einen
geeigneten Trager experimentell optimal einzustellen, kénnte der Si-
gnalhub theoretisch um ungefahr anderthalb Gréf3enordnungen verbes-
sert werden. Weiterhin kann bei schrédgem Lichteinfall die Verwendung
nur einer Polarisationsrichtung des Lichts eine zuséatzliche Erhéhung der

Signaldynamik bewirken.

Beispiel 8

Fur den Einsatz von portablen und miniaturisierten Sensoreinheiten
wurde ein 8 x 8 mm? groRer, kommerziell erhaltlicher Sensor mit drei
integrierten Lichtquellen in der Mitte-und zwei Photodioden an der Seite
verwendet. Es sind hier also schon simultane Messungen an zwei Punk-
ten moglich. In diesem Beispiel wurde allerdings nur ein Melpunkt de-
tektiert. Ebenso wurde bisher auch nur eine Diode, die sogenannte Mo-
nitor-Diode, ausgelesen. Fur die Messung wurde Licht einer grinen LED
(light emitting diode) benutzt. Das Licht fallt schrag auf den Tréager und
wird dann unter dem gleichen Winkel reflektiert und von den Photodio-
den detektiert.
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Als biologisches System wurde eine Antigen-Antikérper-Wechselwirkung
auf einem Kunststoffsubstrat (TOPAS) detektiert. Dieses wurde mit Ami-
nodextran beschichtet und danach mit Atrazin funktionalisiert. Es wur-
den Messungen mit einer Anti-ACA-PBS-Lésung mit einer Anti-ACA-
Konzentration von 5 pug/ml durchgefiihrt. Um zu tberprifen, ob die de-
tektierte Reflektivitdtsanderung tatsachlich von der Anbindung der Anti-
kérper in der Losung an die Sensoroberflache herriihrt, wurde am glei-
chen Chip unter gleichen Bedingungen eine reine PBS-L6sung detek-
tiert. Hier konnte im Vergleich zur Antikbrpermessung keine signifikante

Reflektivitatsanderung beobachtet werden (siehe Abb. 21).

Die Messungen zeigen die prinzipielle Eignung der Methode sowohl fir
den Gebrauch von Leuchtdioden als auch fiir eine mdogliche Miniaturisie-

rung.

Der schematische Aufbau des Sensors fiir Beispiel 8 gemall Abb. 20
zeigt eine LED 3 sowie PIN-Dioden 2 (pin = positive intrinsic negative)
und Monitor-Dioden 4, die auf bzw. in ein Silizium-Substrat 5 angebracht
wurden. Uber diesem Silizium-Substrat befindet sich eine Glas-Keramik
1 mit oben gezeigter Struktur. Die keramischen Abschnitte haben eine
Filtereigenschaft und sollen die PIN-Dioden 2 vor ungewollter Strahlung
abschirmen. Uber diese Glas-Keramik 1 wird nun der Trager 6 mit der
selektiven Schicht aufgebracht. Fiur die erfindungsgemafie Methode in-
teressante Strahlen 7 werden an der mit der selektiven Schicht be-
schichteten Tragerseite zur PIN-Diode 2 reflektiert und dort detektiert.

Auch ohne weitere Ausflihrungen wird davon ausgegangen, daf} ein
Fachmann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann.
Die bevorzugten Ausfiihrungsformen und Beispiele fiur das erfindungs-
gemale Verfahren sind deswegen lediglich als beschreibende, keines-

wegs als in irgendeiner Weise limitierende Offenbarung aufzufassen.
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Patentanspriiche

Verfahren zur markierungsfreien Untersuchung physikalischer, chemi-
scher und/oder biochemischer Reaktionen, Bindungs- und/oder Anla-
gerungsvorgangen oder sonstiger Wechselwirkungen an oder in min-
destens einer diinnen Schicht, mit

- Beleuchtung mindestens eines punktférmigen oder flachenhaften
Bereichs der mindestens einer diinnen Schicht mit Licht von
mindestens einer Lichtquelle (1),

- Leitung des an den hintereinander liegenden Begrenzungsfla-
chen der mindestens einer diinnen Schicht reflektierten Strah-
lenanteils an mindestens einen Detektor (6),

- Detektion des an den hintereinander liegenden Begrenzungsfla-
chen der mindestens einer diinnen Schicht reflektierten Strah-
lenanteils mit mindestens einem Detektor (6),

- Messung der durch die physikalischen, chemischen und/ oder
biochemischen Reaktionen, Bindungs- und/oder Anlagerungs-
vorgangen oder sonstigen Wechselwirkungen verursachten An-
derung der detektierten Lichtintensitat,

- Ableitung von Parametern aus der Anderung der detektierten
Lichtintensitat, die die zu untersuchenden Reaktionen und
Wechselwirkungen an und/oder in der mindestens einer diinnen
Schicht kennzeichnen,

dadurch gekennzeichnet, dal® das auf den mindestens einen Detektor

einfallende Licht monochromatisch ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 fur die Ent-
stehung einer maximalen Anderung der detektierten Lichtintensitat die
Wellenldnge des auf den mindestens einen Detektor einfallenden mo-
nochromatischen Lichtes experimentell und/oder theoretisch ermittelt

wird.



WO 2006/042746 19 PCT/EP2005/011218

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafy fir die Er-
mittlung der Wellenlange des auf den mindestens einen Detektor einfal-
lenden monochromatischen Lichtes die Eigenschaften der mindestens
einer dinnen Schicht und/ oder die Eigenschaften des auf mindestens
einen punktférmigen oder flachenhaften Bereich der mindestens einer

dinnen Schicht einfallenden Lichts festgelegt werden.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dal3 die fur die
Entstehung einer maximalen Anderung der detektierten Lichtintensitét
festzulegenden Eigenschaften der mindestens einer diinnen Schicht ih-

re Dicke und/oder ihr Brechungsindex sind.

Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dal} die
fur die Entstehung einer maximalen Anderung der detektierten Lichtin-
tensitdt festzulegenden Eigenschaften des Lichtes der Einfallswinkel

und/oder die Polaritat sind.

Verfahren nach mindestens einem der vorgehenden Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, dal®} die mindestens eine Lichtquelle mo-
nochromatisch ist, insbesondere eine Leuchtdiode (LED), Laserdiode

oder Laser ist.

Verfahren nach mindestens einem der vorgehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dal die Monochromatisierung des am Detektor
ankommenden Lichtes mittels mindestens eines zwischen der minde-
stens einer polychromatischen Lichtquelle und der mindestens einer
diinnen Schicht angeordneten Monochromators (3a) und/oder mittels
mindestens einer zwischen der mindestens einer polychromatischen
Lichtquelle und der mindestens einer diinnen Schicht angeordneten
spektral auflésenden Vorrichtung und/oder mittels mindestens eines
zwischen der mindestens einer diinnen Schicht und dem mindestens
einem Detektor angeordneten Monochromators (3b) und/oder minde-

stens einem zwischen einer mindestens einer diinnen Schicht und dem
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mindestens einem Detektor angeordneten spektral auflésenden Vor-

richtung erfolgt.

Verfahren nach mindestens einem der vorgehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daR die Intensitdten der von mindestens zwei
unterschiedlichen Bereichen reflektierten Lichtstrahlen zum direkten

Vergleich der gemessenen Parameter herangezogen werden.

Verfahren nach mindestens einem der vorgehenden Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, dal® der mindestens eine Detektor eine Photo-

diode ist.

Verfahren nach mindestens einem der vorgehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dal der mindestens eine Detektor ein CCD-

Element ist.

Verfahren nach mindestens einem der vorgehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dal der mindestens einer dinnen Schicht Ein-
koppel- und/oder Auskoppelelemente, die der Lichtleitung, Lichtlenkung

und/oder Strahlformung dienen, vor- bzw. nachgeordnet sind.

Verfahren nach mindestens einem der vorgehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daB die Einkoppel- und/oder Auskoppelelemen-

te Spiegel, Linsen oder Lichtleiter (4) sind.

Verfahren nach mindestens einem der vorgehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daR die mindestens eine dinne Schicht in ei-
nem Winkel zwischen 0 und 90 Grad zur einfallenden Lichtstrahlung

positioniert ist.

Verfahren nach mindestens einem der vorgehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dal die mindestens eine dinne Schicht auf, in

oder an mindestens einem Trager angeordnet ist.
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Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daf’ die minde-
stens auf oder an dem mindestens einen Tréger angeordnete dinne

Schicht der einfallenden Lichtstrahlung zugewandt oder abgewandt ist.

Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daf3

der Trager im wesentlichen aus einem transparenten Material besteht.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch
gekennzeichnet, dal das Tragermaterial im wesentlichen Glas, Kunst-
stoff oder Metall ist.

Verfahren nach mindestens einem der vorgehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dal® damit an mehreren punktférmigen oder fla-
chenhaften Bereichen der mindestens einer diinnen Schicht physikali-
sche, chemische und/oder biochemische Reaktionen, Bindungs-
und/oder Anlagerungsvorgange oder sonstige Wechselwirkungen

gleichzeitig untersucht werden.

Vorrichtung zur markierungsfreien Untersuchung physikalischer, che-
mischer und/oder biochemischer Reaktionen, Bindungs- und/ oder An-
lagerungsvorgéngen oder sonstiger Wechselwirkungen an oder in min-
destens einer diinnen Schicht nach einem Verfahren mindestens eines
vorgehenden Anspruchs, umfassend

- mindestens eine Lichtquelle (1),

- gegebenenfalls mindestens einen zwischen der mindestens einer
Lichtquelle und der mindestens einer diinnen Schicht angeordne-
ten Monochromator (3a) und/oder mindestens eine spektral auf-
I6sende Vorrichtung,

mindestens einen Detektor (6),

- gegebenenfalls mindestens einen zwischen der mindestens einer
dinnen Schicht und dem mindestens einem Detektor angeordneten
Monochromator (3b) und/oder mindestens eine spektral auflésen-
den Vorrichtung,

dadurch gekennzeichnet, dafl
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- die Eigenschaften und die Anordnung der mindestens einer
Lichtquelle und/oder der zuséatzlich zwischen der mindestens ei-
ner Lichtquelle und der mindestens einer diinnen Schicht
und/oder zwischen der mindestens einer diinnen Schicht und
dem mindestens einem Detektor angeordneten Monochromator
und/oder der spektral auflésenden Vorrichtungen derart sind, daf’
auf den mindestens einen Detektor monochromatisches Licht
fallt.
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