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Beschreibung

SUBSTRAT ZUR VERSTARKUNG DER CHEMILUMINESZENZ

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines Substrats mit einer nano-struktu-
rierten Oberflache zur Verstarkung der Chemilumineszenz. Dieser Effekt ist auch als metallver-
starkte Chemilumineszenz (MEC, "Metal Enhanced Chemiluminescence™) bekannt.

[0002] Chemilumineszenz ist ein Prozess, bei dem durch eine chemische Reaktion elektromag-
netische Strahlung im Bereich des ultravioletten und/oder sichtbaren Lichts emittiert wird. Bel
Chemiluminiszenz-Reaktionen sind meist oxidationsempfindliche Verbindungen beteiligt, welche
zunachst zu instabilen Zwischenverbindungen oxidieren, um in einer anschlie3enden Reaktion
Licht freizusetzen. Derartige Verbindungen werden auch als Luminophore bezeichnet. Ein be-
kanntes und haufig eingesetztes Luminophor ist Luminol. Dieses wird u. a. bei der Spurensiche-
rung verwendet, da sich mit Luminol Blutreste nachweisen lassen. Dabel macht man sich
zunutze, dass Luminol nach dessen Oxidation mit einem Oxidationsmittel unter Abgabe von blau-
lichem Licht reagiert. Diese Reaktion verlauft jedoch nur in Anwesenheit von Katalysatoren (z.B.
komplex-gebundenes Fe’*) ausreichend schnell, d.h. in Abwesenheit von Katalysatoren ist keine
Reaktion und damit keine Chemilumineszenz zu beobachten. Luminophore konnen auch mittels
Umsetzung bestimmter Verbindungen in Anwesenheit von Enzymen erzeugt werden. Die Tatsa-
che, dass Enzyme In der Lage sind, Luminophore zu erzeugen, wird u.a. In der Analytik zunutze
gemacht. So werden beispielsweise beil ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) Anwen-
dungen vielmals Analyt-bindende Molekule mit entsprechenden Enzymen gekoppelt, um die An-
wesenheit bestimmter Analyten in einer Probe durch Erzeugung von Lumiophoren zu bestimmen.

[0003] Insbesondere bei analytischen Verfahren ist es von grof3er Bedeutung bereits geringe
Mengen eines Analyten in einer Probe zu bestimmen. Herkdbmmliche Verfahren zur Bestimmung
und Quantifizierung von Analyten in einer Probe haben haufig den Nachteil, dass diese nicht in
der Lage sind Analytkonzentrationen im Nano- oder Pikogrammbereich zu erfassen.

[0004] Es ist somit eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung Mittel und Vertahren bereitzustellen,
die in der Lage sind, die Sensitivitat der zuvor beschriebenen analytischen Vertahren zu erhohen.

[0005] Diese Aufgabe wird durch die Verwendung eines Substrats zur Verstarkung der Chemilu-
mineszenz eines oder mehrerer in einer Chemilumineszenzreaktion erzeugten Luminophore ge-
|0st, wobei das Substrat einen festen polymeren Trager mit einer Mehrzahl voneinander getrenn-
ter Vertiefungen umfasst und der feste Trager zumindest teilweise mit mindestens einem Metall
beschichtet ist.

[0006] Derartige Substrate sind fur die Fluoreszenzvertarkung z.B. aus der WO 2017/046320
bekannt. Durch die nano-strukturierte Oberflachen dieser Substrate ist es moglich die Fluores-
zenzausbeute von fluoreszierenden Verbindungen signifikant zu erhohen, wodurch die Sensitivi-
tat von Fluoreszenzmessungen durch einen sogenannten MEF (,Metal enhanced Fluorescen-
ce’)-Effekt drastisch ernoht wird. Dadurch wird die Messung geringster Fluorophor-Konzentratio-
nen ermoglicht. Diese Fluoreszenzverstakrung ist jedoch nur dann beobachtbar, wenn sich das
Fluorophor in unmittelbarer Nahe (weniger als 50 nm) des Substrats befindet (Hawa et al. Analy-
tical Biochemistry 549(2018): 39-44). Dieser MEF-Effekt ist nur dann beobachtbar, wenn die Flu-
oreszenz entweder durch das transparente Substrat oder nach Entfernung einer etwaig vorhan-
denen Losung, die nicht oberflachengebundenes und damit nicht verstarktes Fluorophor enthalt,
direkt an der Oberflache gemessen wird. Eine Verstarkung mittels eines MEF- Effekts von frei in
Losung befindlichen Molekulen ist somit nicht moglich.

[0007] Es hat sich jedoch Uberraschenderweise herausgestellt, dass Oberflachenstrukturen, wel-
che in der Lage sind, die Fluoreszenz von fluoreszierenden Stoffen zu verstarken auch dazu
verwendet werden konnen, um die elektromagnetische Emission von in einer Chemilumineszenz-
reaktion erzeugten Luminophoren zu verstarken. Jedoch zeigte sich, dass der Lumineszenz-ver-
starkende Effekt nicht nur dann zu beobachten ist, wenn sich das Luminophor in unmittelbarer
Nahe (d.h. weniger als 50 nm) zum eingangs beschriebenen Substrat befindet und dieser Effekt
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sich scheinbar auf die gesamte Losung erstreckt. Er kann also auch bei der Messung von oben
durch die gesamte Bulklosung beobachtet werden. Im Gegensatz zu analytischen Verfahren, in
denen die Fluoreszenz eines indirekt an einem festen Trager gebundenen Fluorophors bestimmt
wird (z.B. ELISA), befinden sich Luminophore, die von indirekt an einem festen Trager gebunde-
nen Enzyme erzeugt werden, in freier LOsung und konnen in der zu untersuchenden wassrigen
Losung frei diffundieren. Dadurch befinden sich die meisten Luminophore in einem Reaktionsan-
satz nicht in unmittelbarer Nahe des Substrats sondern diffundieren von diesem weg. Trotz dieser
Diffusionseftekte zeigt sich, dass das erfindungsgemale Substrat die Chemilumineszenz der Lu-
minophore In unerwarteter Weise signifikant verstarkt. Dies ist in Anbetracht der Erkenntnisse
aus Hawa et al. (Analytical Biochemistry 549(2018): 39-44) nicht zu erwarten, da die Autoren
dieser Publikation zeigen konnten, dass ein Fluoreszenzverstarkender Effekt nur in unmittelbarer
Nahe des erfindungsgemalen Substrats beobachtet werden kann.

[0008] Die erfindungsgemalfen festen Trager inklusive Vertiefungen konnen grundsatzlich mit
verschiedenen Verfahren hergestellt werden, wie dies auch in der WO 2017/046320 dargelegt
Ist.

[0009] (a) Die festen Trager werden mit samt den Vertiefungen in einem Schritt gefertigt
(z.B. Spritzguss)

[0010] (b) Die Vertiefungen werden in einen bestehenden festen Trager in weiteren Pro-
zessschritten einbracht (z.B. Heil3pragen, Elektronenstrahllithografie oder "Ext-
reme Ultra Violet” (EUV) in Verbindung mit Reaktiven lonen- atzen oder Laser-
ablation)

[0011] (c) Auf einem festen Trager wird eine dunne strukturierbare Polymerschicht aufge-
bracht, in welche die Vertiefungen eingebracht werden, wie beispielsweise bel
der Herstellung der BD-50 Blu-ray Disc (UV-Nanoimprintlithographie)

[0012] Besonders geeignet zur Herstellung dieser Strukturen ist auch die sogenannte Nanopra-
gelithografie (Chou S. et al., Nanoimprint lithography, Journal of Vacuum Science & Technology
B Volume 14, Nr. 6, 1996, S. 4129-4133) angewandt werden. Zur Herstellung von Nanostrukturen
mittels Nanopragelithografie benotigt man ein Positiv, meist ein Monomer oder Polymer, sowie
einen nanostrukturierten Stempel ("Master”). Der Stempel selbst kann durch Nanolithographie
produziert werden, wobel dieser alternativ auch durch Atzen hergestellt werden kann. Das Positiv
wird auf ein Substrat aufgebracht und anschlieBend Uber die Temperatur des Glastubergangs
erhitzt, d.h., es wird vertlussigt, bevor der Stempel eingedruckt wird. Um ein kontrollierbares (und
kurzzeitiges) Aufheizen zu erreichen, wird haufig Laser bzw. UV- Licht eingesetzt. Auf Grund der
Viskositat des Positivs beim Erhitzen werden die Zwischenraume des Stempels vollstandig damit
ausgefullt. Nach dem Abkuhlen wird der Stempel wieder entfernt. Das Positiv, das den festen
Trager des erfindungsgemafen Substrats darstellt, wird mittels Sputter-Verfahren mit Metall be-
schichtet.

[0013] Die Strukturierung der Stempel fur die Lithografie kann wiederum mit Nanoimprint erfol-
gen. Als Materialien wird dabei Glas oder lichttransparenter Kunststoff verwendet.

[0014] Besonders bevorzugt ist die Herstellung des festen Tragers inklusive Vertiefungen mittels
Spritzguss. Die Formeinsatze hierfur werden typischerweise mittels Ni-Galvanik von einem litho-
grafisch hergestellten Si-Wafer abgezogen.

[0015] Der feste Trager kann grundsatzlich eine beliebige Form (z.B. kugeltormig, planar) auf-
weisen, wobel eine planare Form besonders bevorzugt ist.

[0016] Eine "Vertiefung”, wie hier verwendet, bezieht sich auf das Niveau der die Vertiefung um-
gebenden Oberflache des festen Tragers und erstreckt sich in den Trager hinein und nicht wie
eine Erhebung oder Erhohung aus diesem heraus. Eine Vertiefung im Sinne der vorliegenden
Erfindung weist einen Boden auf, der durch die Seitenwande begrenzt ist. Die Tiefe ist somit der
Abstand von der Oberflache bis zu einem Boden der Vertiefung. Die Vertiefungen am festen Tra-
ger konnen unterschiedliche Formen (z.B. rund, oval, viereckig, rechteckig) aufweisen.
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[0017] Eine "Mehrzahl" von Vertiefungen, wie hier verwendet, bedeutet, dass der erfindungsge-
mafle feste Trager mindestens eine, vorzugsweise mindestens zwei, noch mehr bevorzugt min-
destens 5, noch mehr bevorzugt mindestens 10, noch mehr bevorzugt mindestens 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, Vertiefungen
aufweist. Diese Vertiefungen kdnnen auf einer Flache des festen Tragers von 1000 pm?, vorzugs-
weise von 500 pm?, noch mehr bevorzugt von 200 um?, noch mehr bevorzugt von 100 um?, vor-
gesehen sein. Alternativ konnen sich die Vertiefungen uber eine Lange von vorzugsweise 1000
um, noch mehr bevorzugt von 500 um, noch mehr bevorzugt von 200 um, noch mehr bevorzugt
von 100 um, erstrecken.

[0018] "Voneinander getrennte Vertiefungen", wie hier verwendet, bedeutet, dass die Vertiefun-
gen durch deren Seitenbegrenzungen voneinander getrennt und keine Verbindung zueinander
aufweisen - auch nicht an der Oberflache des festen Tragers.

[0019] Gemal3 einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung weisen die Ver-
tiefungen einen Abstand ("Periode™) zueinander von 0,2 um bis 2,5 um, vorzugsweise von 0,3
um bis 1,4 um, mehr bevorzugt von 0,4 um bis 1,3 um, auf. In einer weiteren bevorzugten Aus-
fUhrungsform der vorliegenden Erfindung wiesen die Vertiefungen einen Abstand zueinander von
0,2 um bis 2 um, vorzugsweise von 0,2 um bis 1,8 um, vorzugsweise von 0,2 um bis 1,6 um,
vorzugsweise von 0,2 um bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,2 um bis 1,4 um, vorzugsweise von
0,2 um bis 1,3 um, vorzugsweise von 0,3 um bis 2,5 um, vorzugsweise von 0,3 pm bis 2 um,
vorzugsweise von 0,3 um bis 1,8 um, vorzugsweise von 0,3 pum bis 1,6 um, vorzugsweise von
0,3 um bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,3 um bis 1,3 um, vorzugsweise von 0,4 um bis 2,5 um,
vorzugsweise von 0,4 um bis 2 um, vorzugsweise von 0,4 um bis 1,8 um, vorzugsweise von 0,4
um bis 1,6 um, vorzugsweise von 0,4 um bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,4 um bis 1,4 um, vor-
zugsweise von 0,5 um bis 2,5 um, vorzugsweise von 0,5 um bis 2 um, vorzugsweise von 0,5 um
bis 1,8 um, vorzugsweise von 0,5 um bis 1,6 um, vorzugsweise von 0,5 um bis 1,5 um, vorzugs-
weise von 0,5 um bis 1,4 um, vorzugsweise von 0,5 um bis 1,3 um, vorzugsweise von 0,6 um bis
2,9 um, vorzugsweise von 0,6 um bis 2 um, vorzugsweise von 0,6 um bis 1,8 um, vorzugsweise
von 0,6 um bis 1,6 um, vorzugsweise von 0,6 um bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,6 um bis 1,4
um, vorzugsweise von 0,6 um bis 1,3 um, vor zugsweise von 0,7 pum bis 2,5 um, vorzugsweise
von 0,7 um bis 2 um, vorzugsweise von 0,5 um bis 1,8 um, vorzugsweise von 0,7 um bis 1,6 um,
vorzugsweise von 0,7 um bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,7 um bis 1,4 um, vorzugsweise von
0,7 um bis 1,3 um, auf, wobei die Vertiefungen am meisten bevorzugt einen Abstand von 0,2 um
bis 1,4 um bzw. 0,3 um bis 1,3 um zueinander aufweisen.

[0020] Der Abstand zwischen den Vertiefungen ("Periode") wird vom Mittelpunkt der Vertiefung
gemessen.

[0021] Gemal3 einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung weisen die Ver-
tiefungen des festen Tragers eine Lange und eine Breite auf, wobei das Verhaltnis der Lange zur
Breite 2:1 bis 1:2, insbesondere ca. 1:1, betragt.

[0022] Die Vertiefungen am festen Trager konnen im Prinzip jede Form aufweisen. Besonders
bevorzugt sind jedoch Vertiefungen, die ein Verhaltnis der Lange zur Breite von 2:1 bis 1:2,
vorzugsweise 1,8:1, vorzugsweise 1,6:1, vorzugsweise 1,5:1,

vorzugsweise 1,4:1, vorzugsweise 1,3:1, vorzugsweise 1,2:1,

vorzugsweise 1,1:1, vorzugsweise 1:1,8, vorzugsweise 1:1,0,

vorzugsweilse 1:1,9, vorzugsweise 1:1,4, vorzugsweise 1:1,3,

vorzugsweise 1:1,2, vorzugsweise 1:1,1, insbesondere 1:1, aufweisen.

[0023] Gemal3 einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betragt
die Lange und die Breite der Vertiefungen 0,1 um bis 2 um, vorzugsweise 0,2 um bis 2 um,
vorzugsweise 0,3 um bis 2 um, vorzugsweise 0,1 um bis 1,8 um,

vorzugsweise 0,2 um bis 1,8 um, vorzugsweise 0,3 um bis 1,8 um,

vorzugsweise 0,1 um bis 1,5 um, vorzugsweise 0,2 um bis 1,5 um,

vorzugsweise 0,3 um bis 1,5 um, vorzugsweise 0,1 um bis 1,2 um,
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vorzugsweise 0,2 um bis 1,2 um, vorzugsweise 0,2 um bis 1,2 um,
vorzugsweise 0,1 um bis 1 um, vorzugsweise 0,2 um bis 1 um,
vorzugsweise 0,3 um bis 1 um, vorzugsweise 0,1 um bis 0,8 um,
vorzugsweise 0,2 um bis 0,8 um, vorzugsweise 0,3 um bis 0,8 um,
vorzugsweise 0,1 um bis 0,6 um, vorzugsweise 0,2 um bis 0,6 pm,
vorzugsweise 0,3 um bis 0,6 um, am meisten bevorzugt 0,2 um bis 0,6 pum.

[0024] Besonders bevorzugt weisen die Vertiefungen des erfindungsgemaBen festen Tragers
eine im Wesentlichen runde Form auf, wobei "im Wesentlichen rund" auch ovale und ellipsoide
Formen einschlief3t. Die Form der Vertiefung ist bei einer Draufsicht auf die Oberflache des festen
Tragers erkennbar.

[0025] Die Vertiefungen weisen vorzugsweise eine Tiefe von 0,1 um bis 5 um, vorzugsweise von
0,1 um bis 4 um, vorzugsweise von 0,1 um bis 3 um, vorzugsweise von 0,1 um bis 2 um, vor-
zugsweise von 0,1 um bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,1 um bis 1,2 um, vorzugsweise von 0,1
um bis 1 um, vorzugsweise von 0,1 um bis 0,9 um, vorzugsweise von 0,1 um bis 0,8 um, vor-
zugsweise von 0,2 um bis 5 um, vorzugsweise von 0,2 um bis 4 um, vorzugsweise von 0,2 um
bis 3 um, vorzugsweise von 0,2 um bis 2 um, vorzugsweise von 0,2 um bis 1,5 um, vorzugsweise
von 0,2 um bis 1,2 um, vorzugsweise von 0,2 um bis 1 um, vorzugsweise von 0,2 um bis 0,9 um,
vorzugsweise von 0,2 um bis 0,8 um, vorzugsweise von 0,3 pum bis 5 um, vorzugsweise von 0,3
um bis 4 um, vorzugsweise von 0,3 um bis 3 um, vorzugsweise von 0,3 um bis 2 um, vorzugs-
weise von 0,3 um bis 1,5 um, vorzugsweise von 0,3 um bis 1,2 um, vorzugsweise von 0,3 um bis
1 um, vorzugsweise von 0,3 um bis 0,9 um, vorzugsweise von 0,3 um bis 0,8 um, auf. Die Tiefe
der Vertiefung ist der Abstand von der Oberflache des festen mit Metall bedampften Tragers bis
zu dem Boden der Vertiefung.

[0026] Erfindungsgemals ist der feste polymere Trager "zumindest teilweise™ mit mindestens ei-
nem Metall beschichtet. "Zumindest tellweise", wie hier verwendet, bedeutet, dass jener Bereich
des festen Tragers, in dem sich die Vertiefungen befinden zumindest zu 20%, vorzugsweise zu-
mindest zu 30%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 40%, noch mehr bevorzugt zumindest zu
50%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 60%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 70%, noch
mehr bevorzugt zumindest zu 80%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 90%, noch mehr bevor-
zugt zumindest zu 95%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 98%, insbesondere zu 100%, mit
mindestens einem Metall beschichtet ist. Da der MEF-Effekt eine metallische Oberflache voraus-
setzt, ist es besonders bevorzugt, dass die Oberflache des festen Tragers zumindest im Bereich
der Vertiefungen mit mindestens einem Metall beschichtet ist. Dabei kann der feste Trager auch
mehrere (z.B. mindestens zwel, mindestens drei, mindestens vier oder mindestens funf) tberei-
nander angeordnete Metallschichten aus demselben oder unterschiedlichen Metallen umfassen.
Ein Vortell fur die Verwendung mehrerer Schichten an Metall am festen Trager ist, dass die erste
Metallschicht (z.B. Chrom), die direkt auf den Trager aufgebracht wird, die Haftung der weiteren
Metallschichten verbessern kann.

[0027] Der Begriff ,Ubereinander angeordnet”, wie hierin verwendet, bedeutet, dass eine Metall-
schicht mittelbar oder unmittelbar auf einer anderen Metallschicht angeordnet ist. Dadurch ergibt
sich ein mehrschichtiges System aus Metallschichten des gleichen Metalls oder unterschiedlicher
Metalle.

[0028] Die Metallschichten sind vorzugsweise kontinuierlich und nicht unterbrochen. Erfindungs-
gemall konnte jedoch festgestellt werden, dass die Metallschicht oder Metallschichten am festen
polymeren Trager auch unterbrochen sein konnen, ohne dass der Fluoreszenz-verstarkende Ef-
fekt beeintrachtigt wird. Die unterbrochene Metallschicht kann beispielsweise durch eine Leitfa-
higkeitsmessung der Oberflache des erfindungsgemalen Substrats erfolgen. Eine geringere
bzw. keine Leitfahigkeit bedeutet, dass die Metallschicht(en) an der Substratoberflache unterbro-
chen sind. Unterbrochene Metallschichten konnen beispielsweise dadurch hergestellt werden, In
dem ein im Wesentlichen vollstandig mit Metall beschichtetes Substrat mit einer vorzugsweise
salzhaltigen Losung, wie beispielsweise 10mM Phosphatpuffer mit 150mM NaCl fur einen be-
stimmten Zeitraum (10-90 Minuten) in Kontakt gebracht wird.
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[0029] Der feste Trager der vorliegenden Erfindung ist mit "mindestens einem Metall beschich-
tet". Vorzugsweise umfasst die Metallschicht mindestens zwei, noch mehr bevorzugt mindestens
drei, noch mehr bevorzugt mindestens vier, noch mehr bevorzugt mindestens funf, verschiedene
Metalle. Die Metalle konnen mit im Stand der Technik bekannte Methoden auf den festen Trager-
aufgebracht werden, wobei vorzugsweise Sputtern (Kathodezerstaubung) oder thermisches Ver-
dampfen, Elektronenstrahlverdampfen, Laserstrahlverdampfen, Lichtbogenverdampfen, Moleku-
larstrahlepitaxie, lonenstrahl gestutzte Deposition und lonenplattieren eingesetzt wird.

[0030] Gemal3 einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist das Metall
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, Kupfer, Ni-
ckel, Palladium, Platin, Zink, Zinn und Legierungen umfassend eines oder mehrerer dieser Me-
talle.

[0031] Erfindungsgemal konnen diese Metalle bzw. Legierungen davon zum Beschichten des
erfindungsgemalen festen Tragers verwendet werden. Besonders bevorzugt ist die Beschich-
tung des festen Tragers mit Silber oder Legierungen umfassend Silber, da Silber bzw. dessen
Legierungen einen besonders grof3en Verstarkungseftekt zeigen. Besonders bevorzugt ist eine
Legierung, die Silber, Indium und Zinn umfasst. Die Silber-haltigen Legierungen weisen vorzugs-
weise einen Silbergehalt von mehr als 10%, noch mehr bevorzugt von mehr als 30%, noch mehr
bevorzugt von mehr als 50%, noch mehr bevorzugt von mehr als 70%, noch mehr bevorzugt von
mehr als 80%, noch mehr bevorzugt von mehr als 90%, auf.

[0032] Nach dem Beschichten des festen Tragers mit mindestens einem Metall oder vor Verwen-
dung des erfindungsgemafBen Substrats bzw. des erfindungsgemafen festen Tragers, wird der
feste Trager bzw. das Substrat vorzugsweise mit einer wassrigen Zusammensetzung umfassend
mindestens eine Saure oder ein Salz eines Halogens ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
Fluor, Chlor, Brom und lod behandelt.

[0033] Es hat sich gezeigt, dass die Fluoreszenzverstarkung durch die Vorbehandlung des Sub-
strats bzw. des festen Tragers mit einer wassrigen Losung (z.B. einem Puffer) umfassend min-
destens eine Saure eines Halogens oder seines Salzes davon nochmals verstarkt werden kann.
Daher ist es besonders bevorzugt den festen Trager bzw. das Substrat mit einer saure- bzw.
salzhaltigen Losung vorzubehandeln. Alternativ dazu kann die wassrige Losung (z.B. einem Puft-
fer) umfassend mindestens eine Saure oder ein Salz eines Halogens anstelle anderer Losungen
auch wahrend der Messung eingesetzt werden. Erfindungsgeman eignen sich samtliche Sauren
der Halogengruppe oder deren Salze, wobei jedoch die radioaktiven Halogene in der Praxis nicht
erwunscht werden. Daher werden besonders bevorzugt die Sauren oder Salze der Halogene
Fluor, Chlor, Brom und lod, am meisten bevorzugt Chloride, insbesondere Metallchloride, ver-
wendet. Die erfindungsgemal eingesetzten Sauren oder Salze sind besonders bevorzugt Alkali-
metall- oder Erdalkalimetallsalze, insbesondere Natrium-, Kalium- oder Lithiumsalze.

[0034] Gemal3 einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung um-
fasst die wassrige Zusammensetzung mindestens eine Saure oder ein Salz ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus HCI, HF, HBr, HJ, NaCl, NaF, NaBr, NaJd, KC1, KF, KBr und KJ. Die
wassrige Zusammensetzung umfassend mindestens einer Saure eines Halogens oder dessen
Salzes kann neben der mindestens einen Saure oder ihres Salzes weitere Stoffe wie z.B. andere
Sauren oder Salze umfassen. Besonders bevorzugt werden Stoffe, welche eine Pufferfunktion
erfillen, eingesetzt (z.B. Dinatriumhydrogenphosphat, Kaliumdinydrogenphosphat, Carbonate).

[0035] Gemal3 einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird der
feste Trager mit der wassrigen Zusammensetzung fur mindestens 1, vorzugsweise fur mindes-
tens 2, noch mehr bevorzugt fur mindestens 5, noch mehr bevorzugt fur mindestens 10, noch
mehr bevorzugt fur mindestens 20, Minuten behandelt. Es hat sich erfindungsgemafi gezeigt,
dass der Fluoreszenzverstarkende Effekt des mit mindestens einem Metall beschichteten Tragers
besonders hoch ist, wenn der feste Trager fur mindestens 1 Minute mit der wassrigen Zusam-
mensetzung umfassend mindestens eine Saure eines Halogens oder seines Salzes, vorzugs-
weise bei Raumtemperatur (22°C), inkubiert wird. Erfolgt die Inkubation bei hoheren Temperatu-
ren (z.B. zwischen 30°C und 40°C) kann die Inkubationszeit entsprechend reduziert werden (z.B.
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mindestens 30 Sekunden). Erfolgt die Inkubation jedoch bei tieferen Temperaturen (z.B. zwi-
schen 10°C und 20°C) kann die Inkubationszeit entsprechend verlangert werden (z.B. mindes-
tens 2 Minuten).

[0036] Gemal3 einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung weist
die Metallschicht am festen Trager eine Dicke von 10 nm bis 200 nm, vorzugsweise von 15 nm
bis 100 nm, auf. Besonders bevorzugt betragt die Dicke der Metallschicht am festen Trager 10
nm bis 190 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 180 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 170 nm,
vorzugsweise von 10 nm bis 160 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 150 nm, vorzugsweise von 10
nm bis 140 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 130 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 120 nm,
vorzugsweise von 10 nm bis 110 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 100 nm, vorzugsweise von 10
nm bis 90 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 80 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 70 nm, vorzugs-
weise von 10 nm bis 60 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 50 nm, vorzugsweise 15 nm bis 200
nm, vorzugsweise 15 nm bis 190 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 180 nm, vorzugsweise von 15
nm bis 170 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 160 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 150 nm,
vorzugsweise von 15 nm bis 140 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 130 nm, vorzugsweise von 15
nm bis 120 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 110 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 90 nm, vor-
zugswelise von 15 nm bis 80 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 70 nm, vorzugsweise von 15 nm
bis 60 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 50 nm, vorzugsweise 20 nm bis 200 nm, vorzugsweise
20 nm bis 190 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 180 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 170 nm,
vorzugsweise von 20 nm bis 160 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 150 nm, vorzugsweise von 20
nm bis 140 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 130 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 120 nm,
vorzugsweise von 20 nm bis 110 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 100 nm, vorzugsweise von 20
nm bis 90 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 80 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 70 nm, vorzugs-
weise von 20 nm bis 60 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 50 nm.

[0037] Der "feste Trager" kann erfindungsgemaf aus einem beliebigen polymeren Material be-
stehen, sofern sich dieses mit einem Metall beschichten lasst und sofern Vertiefungen erzeugt
werden konnen. Beispielsweise umfasst oder besteht der feste polymere Trager aus syntheti-
schen Polymeren wie Polystyrol, Polyvinylchlorid oder Polykarbonat, Cyloolefin, Polymethyl-
emthacrylat, Polylaktat oder Kombinationen davon. Grundsatzlich waren auch nichtpolymere Tra-
ger wie Metalle, Keramiken oder auch Glas einsetzbar, sofern sich dieser mit einem Metall be-
schichten lasst und sofern Vertiefungen erzeugt werden konnen.

[0038] Der feste Trager umfasst vorzugsweise mindestens ein Material ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus der Gruppe der thermoplastischen Polymere und der Polykondensate.

[0039] Gemal3 einer bevorzugten Austuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist das thermo-
plastische Polymer ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Polyolefine, Vinylpolymere, Sty-
rolpolymere, Polyacrylate, Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkunstoffe.

[0040] Das Polykondensat ist vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus thermo-
plastische Polykondensate, duroplastische Polykondensate und Polyaddukte.

[0041] Gemal3 einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung um-
fasst das Material des polymeren festen Tragers organische und/oder anorganische Zusatzstoffe
und/oder Fullstoffe, wobei diese vorzugsweise ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus
TiO», Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lipide und Wachse.

[0042] Gemal3 einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das erfindungsgemafe Substrat Teil einer
Kapillare, einer Mikrotiterplatte, eines mikrofluidischen Chips, eines Teststreifens (fur "Lateral
Flow Assays"), eines Tragers (z.B. Objekttragers) fur die Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere
fur hochauflosende Verfahren wie die konfokale Lasermikroskopie nach dem Punktscanner Prin-
zip sowie 4Pi-Mikroskope und STED (Stimulated Emission Depletion)-Mikroskope, eines Sensor
Arrays oder sonstigem optischen Detektorfeldes ist.

[0043] Besonders bevorzugt ist die Verwendung des erfindungsgemafen Substrats in Mikrotiter-
platten, wobei die Mikrotiterplatten 6, 12, 24, 48, 96, 384 oder 1536 Wells umfassen konnen.
Mikrotiterplatten werden fur verschiedenste Messungen und Assays eingesetzt, bei denen auch
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haufig die Fluoreszenz von Proben gemessen wird. Durch das Vorsehen des erfindungsgemalfiBen
Substrats in den Wells von Mikrotiterplatten kann die Fluoreszenzausbeute der Proben signifikant
gesteigert werden. Die Substrate konnen mit verschiedensten Methoden in den Wells eingebracht
und fixiert werden. Vorzugsweise werden die Substrate dabei mittels Kleben, Schweil3techniken
(z.B. Laserschweif3en) und thermisches Verflugen in den Wells fixiert.

[0044] Gemal3 einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung um-
fasst oder besteht der feste Trager aus einem Cyclo-Olefin-Copolymer oder Cyclo-Olefin-Polymer
und ist Tell einer Mikrotiterplatte bzw. Teill der Wells einer Mikrotiterplatte. Als besonders geeignet
hat sich dabei COP 1060R (Zeonor°1060R) erwiesen. Der Trager ist dabei vorzugsweise mit 10
bis 60 nm, bevorzugt mit bis 40 nm, Metall (z.B. Silber) beschichtet.

[0045] Bestimmte Messungen mit fluoreszierenden Substanzen wie Fluorophore werden in Ka-
pillaren durchgefuhrt. Daher ist es bevorzugt die erfindungsgemafen Substrate in Kapillaren vor-
zusehen. Eine beispielhafte Anwendung ist die Zytometrie bzw. die Durchflusszytometrie, bei der
die Anzahl oder auch die Art fluoreszierender Zellen oder fluoreszenzmarkierter Zellen mit Hilfe
einer Fluoreszenzmessung bestimmt wird.

[0046] Zahlreiche Anwendungen zur Fluoreszenzmessung erfolgen in mikrofluidischen Chips
(z.B. als "Lab-on-a-chip"-Anwendung), wobei im Detektionsbereich solcher Chips die erfindungs-
gemaflen Substrate vorgesehen sein konnen. Auch in herkommlichen Klvetten konnen die erfin-
dungsgemalen Substrate vorgesehen sein. Dadurch kann bei Fluoreszenzmessungen die Fluo-
reszenzausbeute ebenfalls signifikant gesteigert werden, so dass geringsten Mengen an fluores-
zierenden Stoffen in einer Probe gemessen werden konnen. Erfindungsgemal kann jede Klvet-
tenform verwendet werden. Auch bei Teststreifen Systemen ("Lateral Flow Assays"), die fur
Schnelltestungen oder In-Feld Testungen (Point of Care) eingesetzt werden, konnen die erfin-
dungsgemalen Substrate (z.B. im Detektionsbereich (,Detection Line") eingesetzt werden, um
die Fluoreszenz eines markierten Analyten (z.B. eines fluoreszenzmarkierten Antikorpers) zu ver-
starken und so die Empfindlichkeit des Tests zu verbessern.

[0047] Gemal3 einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird das Lumi-
nophor durch ein Enzym erzeugt.

[0048] Luminophore sind chemische Verbindungen, welche bei einer bestimmten Reaktion (z.B.
Oxidation mit Sauerstoff oder Wasserstoffperoxid) zu einem Produkt reagieren. Wahrend dieser
Reaktion wird elektromagnetische Strahlung im ultravioletten und/oder sichtbaren Bereich emit-
tiert. Luminophore konnen erfindungsgemalf mit Hilfe eines oder mehrerer Enzyme erzeugt wer-
den. Diese Enzyme sind dabel in der Lage, Vorstufen von Luminophoren umzusetzen, um diese
Vorstufen in energiereiche und instabile Luminophore zu uberfihren.

[0049] Vorzugsweise ist das oder sind die erfindungsgemal eingesetzten Enzyme ausgewahlt
aus der Gruppe der Peroxidasen und Oxygenase, vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe be-
stehend aus Meerrettichperoxidase (HRP), alkalischer Phosphatase (ALP) und Luciferase. Diese
Enzyme sind in der Lage, bestimmte Verbindungen in einer Weise umzusetzen, dass diese elekt-
romagnetische Strahlung emittieren. Geeignete chemilumineszente Verbindungen sind dem
Fachmann hinreichend bekannt (siehe z.B. ,Chemiluminescence in Organic Chemistry®, Karl-
Dietrich Gundermann Frank McCapra, Springer-Verlag Berlin Heidelberg 1987, ISBN 978-3-642-
/1647-8) und werden dem Enzym entsprechend ausgewahlt.

[0050] Gemal3 einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist das
Luminophor ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Luminol und seinen Derivaten, 1,2-Dio-
xetane, Acridniumestern und Luciferinen. Zusatzlich zu einem oder mehreren dieser Lumino-
phore, konnen auch Oxalsaurederivate, vorzugsweise Oxalsaurearylester, wie z.B. Bis(2,4,6-
trichlorphenyl)oxalat (TCPO), Bis(2,3-dinitrophenyl)oxalat{DNPQO) oder Bis(2,4,5-trichlorophenyl-
6-carbopentoxyphenyl)oxalat (CPPQO), eingesetzt werden, die bekannter Weise bel Umsetzung
mit Peroxiden, wie z.B. Wasserstoffperoxid, instabile Peroxyoxalate, wie z.B. 1,2- Dioxetandion,
bilden konnen, welche wahrend deren Zerfallsreaktion z.B. UV Licht emittieren konnen.

[0051] Das oder die erfindungsgemafen Luminophor-erzeugenden Enzyme sind vorzugsweise
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direkt und/oder indirekt an das Substrat gebunden. Dadurch ist es moglich das erfindungsge-
mafe Substrat, beispielsweise, mit Enzyme zu beschichten, die in der Lage sind, Luminophore
zU erzeugen. Dies ist insbesondere bel der Bestimmung von Analyten in einer Losung durch Bin-
dung der zu bestimmenden Analyten an einer Oberflache von Vortell (z.B. Enzyme-linked Immu-
nosorbent Assay (ELISA)).

[0052] Je nach Anwendungsgebiet kann das Enzym direkt oder indirekt Uber ein oder mehrere
weitere Molekule an das Substrat gebunden werden. Verfahren zur Bindung von derartigen Mo-
lekllen an Metallstrukturen sind hinreichend bekannt. Im einfachsten Fall erfolgt die Bindung
durch physikalisch chemische Adsorption (vermittelt uber ionische und hydrophobe Wechselwir-
kungen) der Proteine an die Metalloberflache (z.B. Nakanishi K. et al. J Biosci Bioengin
91(2001):233-244). Auch kovalente Methoden zur Immobilisierung von Proteinen nach Derivati-
sierung der Metalloberflachen sind bekannt (z.B. GB Sigal et al. Anal Chem 68(1996):490-7).

[0053] Gemal3 einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist das Enzym
indirekt uber ein Tragermolekul ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Antikorper, Antikor-
perfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab). oder scFv Fragmente, Nukleinsauren, Lipiden, Viruspar-
tikeln, Aptameren und Kombinationen davon an das Substrat gebunden.

[0054] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verstarkung der
Chemilumineszenz eines oder mehrerer in einer Chemilumineszenzreaktion erzeugten Lumino-
phore in einer wassrigen Losung umfassend den Schritt des Inkontaktbringens der wassrigen
LOosung mit einem Substrat wie oben definiert.

[0055] In dem erfindungsgemaBen Verfahren kann das von Luminophoren in einer wassrigen
LOosung freigesetzte Licht durch Inkontaktbringen dieser Losung mit dem erfindungsgemalen
Substrat verstarkt werden. Damit erhoht sich die Sensitivitat von Reaktionen, beispielsweise, In
denen ein Luminophor erzeugt wird. Beispielhaft kann der Nachweis von Blutspuren mit Hilfe von
Luminol erwahnt werden. Dabel kann in wassrigen Proben bzw. in einer wassrigen Losung ge-
spulte bzw. geloste Proben, die nur geringste Mengen an Blut aufweisen, Blut nachgewiesen
werden.

[0056] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung oder
zur Quantifizierung mindestens eines Analyten in einer wassrigen Probe umfassend die Schritte:

[0057] a) Inkontaktbringen der Probe mit einem erfindungsgemafen Substrat umfas-
send ein direkt oder indirekt am Substrat gebundenes Analyt-bindendes Mo-
lekul,

[0058] b) Zugabe mindestens eines weiteren Analyt-bindenden MolekUlls, an das min-

destens ein Enzym direkt oder indirekt gebunden ist, das in einer Chemilu-
mineszenzreaktion aus einem oder mehreren Substraten ein oder mehrere
Luminophore erzeugt und

[0059] c) Messen der durch die Chemilumineszenzreaktion in Schritt b) entstehenden
Lichtemission.

[0060] Ein erfindungsgemal3es Verfahren zur Bestimmung oder zur Quantifizierung mindestens
eines Analyten in einer wassrigen Probe beruht auf Nachweisvertahren, die dem Fachmann hin-
reichend bekannt sind (z.B. ELISA), mit dem Unterschied, dass die wassrige Probe mit dem nach-
zuweisenden und/oder zu quantifizierenden Analysten mit einem erfindungsgemafien und in der
WO 2017/046320 offenbarten Substrat in Kontakt gebracht wird.

[0061] Durch das Vorhandensein dieses Substrats ist es moglich das im Zuge einer Chemilumi-
neszenzreaktion freigesetzte Licht signifikant zu verstarken.

[0062] In einem bevorzugten erfindungsgemaBen Verfahren wird eine wassrige Probe mit einem
Analyt-bindenden Molekll (z.B. AntikOrper oder AntikOrperfragment), das am Substrat mit be-
kannten Verfahren gebunden ist, in Kontakt gebracht. Dadurch werden in der wassrigen Probe
vorhandene Analytmolekule indirekt an die Substratoberflache gebunden. Im Zuge eines Wasch-
schritts werden nicht an die Substratoberflache indirekt gebundene Analyten entfernt. Mit Hilfe
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eines weiteren Analyt-bindenden Molekuls wird mindestens ein Enzym ebenfalls indirekt an das
erfindungsgemalfie Substrat gebunden. Nach einem weiteren Waschschritt, in welchem das nicht
an einem Analyten gebundene weitere Analyt- bindende Molekul entfernt wurde, wird ein Substrat
zugesetzt, aus dem das Enzym ein Luminophor erzeugen kann, welches in einem der letzten
Schritte des Verfahrens Licht freisetzt. Diese Licht kann mit herkommlichen Methoden qualitative
oder quantitativ bestimmt werden.

[0063] Das Luminophor wird - wie bereits eingangs ausgefuhrt - in einer Chemilumineszenzreak-
tion von einem Enzym erzeugt. Gemafl einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden
Erfindung ist das Enzym ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Meerrettichperoxidase, Al-
kalischer Phosphatase, Luciferase und generell hydrolytischen Enzymen.

[0064] Gemal3 einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist das
Luminophor ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Luminol und seinen Derivaten, 1,2-Dio-
xetane, Acridniumestern oder Luciferinen.

[0065] Bevorzugte Kombinationen aus Enzymen und Substraten konnen ausgewahlt sein aus
der Gruppe bestehend aus Meerettichperoxidase/Luminol, alkalischer Phosphatase/1,2-Dioxeta-
nen und Luciferase/Luciferin.

[0066] Gemal3 einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist das am Sub-
strat gebundene und das mindestens eine weitere Analyt-bindende Molekul ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus Antikorper, AntikOrperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder sckv
Fragmente, Nukleinsauren, und Kombinationen davon.

[0067] Gemal3 einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung das En-
zym indirekt tUber ein Tragermolekul ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Antikorper und
Antikorperfragmente, vorzugsweise Fab, F (ab) '2 oder scFv Fragmente, gebunden ist.

[0068] Gemal3 einer bevorzugten Austihrungsform der vorliegenden Erfindung die Lichtemission
In Schritt b) bei einer Wellenlange von 280 nm bis 850 nm gemessen wird.

[0069] Gemal3 einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung die
Lichtemission in Schritt b) in einem Abstand von mehr als 40 nm, vorzugsweise von mehr als 50
nm, vom Substrat gemessen wird.

[0070] Die gegenstandliche Erfindung wird anhand der folgenden Figuren und Beispiele einge-
hender erlautert ohne jedoch auf diese beschrankt zu sein.

[0071] Fig. 1 zeigt das erfindungsgemale Substrat umfassend einen festen Trager, der mit ei-
ner Metallschicht Uberzogen ist. Der feste Trager weist Vertiefungen mit einer
Tiefe, einer Breite und einer Lange auf. Die Vertiefungen befinden sich am festen
Trager in einem bestimmten Abstand (Periode) zueinander.

[0072] Fig. 2 zeigt die Draufsicht (A) und einen Querschnitt (B) eines erfindungsgemalfi3en festen
Tragers. Die Vertiefungen am festen Trager sind durch eine Breite, Lange und
Tiefe gekennzeichnet und weisen einen bestimmten Abstand (Periode) zueinander
auf.

[0073] Fig. 3 zeigt die MEC-Verstarkung in Abhangigkeit von der Antikorper-Konzentration.

[0074] Fig. 4 zeigt die Signal/Rauschverhaltnisse bei 2-stufigem Assay-Aufbau SRVs auf MEF-
und Standard-MTPs. Tabelle 2 und die nachfolgende Graphik geben die erhalten
SRVs bzw. MEC-Verstarkungen in Abhangigkeit von Konzentration des beschich-
teten Ziegenantikorpers.

BEISPIELE:

[0075] Mittels der im folgenden beschriebenen Beispiele wurde untersucht, ob sich die fur die
Metal Enhanced Fluorescence entwickelten Substrate auch zur Verbesserung des Signal/
Rausch-Verhaltnisses von Chemilumineszenzmessungen eignen.
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[0076] Fur die folgenden Beispiele wurden Mikrotiterplatten verwendet, die auf ihrem Boden die
in der AT 517 746 offenbarten Strukturen aufweisen. Konkret wurden mit Silber beschichtete po-
lymere Trager mit einer Mehrzahl voneinander getrennter Vertiefungen mit einem Durchmesser
von 0,4 um, einer Periode (d.h. Abstand zwischen zwel Vertiefungen) von 1 um und einer Tiefe
von 0,7 um auf dem Boden der Mikrotiterplatten aufgebracht. Kommerziell erhaltliche Mikrotiter-
platten der Firma Greiner (Osterreich) wurden zu Vergleichszwecken eingesetzt, um das Ausmaf
des erzielten Verstarkungseffektes zu erfassen.

BEISPIEL 1: DIREKTE DETEKTION ADSORBIERTER, ENZYMMARKIERTER ANTIKORPER

[0077] Die einfachste Methode zum Nachweis eines MEC (,Metal Enhanced Chemilumine-
scence'")-Verstarkungseftektes besteht in der Adsorption eines enzymmarkierten Antikorpers an
den Boden einer oben beschriebenen Mikrotiterplatte und, nach einem Waschschritt, Nachweis
des gebundenen Antikorpers mittels eines Chemilumineszenzsubstrates fur das entsprechende
Enzym.

VORGEHENSWEISE

[0078] « 50 ul einer Esel Anti-Ziege Antikorper (Sigma, SAB3700287, Tmg/ml) Verdun-
nung in 50mM Phosphatpuffer/100mM NaCl mit Konzentrationen von 107 bis
107> mol/L wurden fir 2h bei RT im Dunkeln auf den MEF-bzw. Greiner 1x8
HB Strip MTPs (VWR, 737-0195) inkubiert.

[0079] « Der Inhalt der Wells (Vertiefungen auf Mikrotiterplatten) wurde verworfen und
die Platten 3x mit 200 ul 50mM Phosphatpuffer/100mM NaCl/0,1% TritonX100
gewaschen

[0080] « Entsprechend den Herstellerangaben (BM Chemiluminescence ELISA Sub-

strate Kit, Sigma, 11759779001) wurden 10ul des Chemilumineszenz-Sub-
strates mit 100ul des mitgelieferten Verstarkers und 890ul des ebenfalls ent-
haltenen Assaypuffers gemischt. Bei dem im Kit enthaltenen Substrat handelt
es sich um CSPD (Dinatrium 3-(4-methoxyspiro {1,2-dioxetan-3,2'-(5'-chloro)
tricyclo [3.3.1.137]decan}-4-yl)phenyl phosphat) das von der ALP in ein insta-
biles Dioxetane Anion umgewandelt wird und beil 4//nm sein Emissionsmaxi-

mum hat. Als Verstarker zur Erh6hung der Quantenausbeute kommt in diesem
Kit Emerald || zum Einsatz.

[0081] « 150ul dieses Reaktionsgemisches wurden auf die MTPs pipettiert und das
entstehende Chemilumineszenzsignal mit einen SPARK Mikrotiterplattenlese-
gerat von TECAN verfolgt.

ERGEBNISSE

[0082] Zeitlicher Verlauf des Signal/Rauschverhaltnisses (SRV, Chemilumineszenz eines Wells
mit Antikorper/Chemilumineszenz ohne Antikorper).

[0083] Wie aus Tabelle 1 ersichtlich nahm das SRV bei den Mikrotiterplatten mit einem struktu-
rierten Boden wie eingangs beschrieben (MEF-MTP) Uber die Zeit zu, wahrend es auf einer Stan-
dard Mikrotiterplatte (,Greiner MTP®) von Greiner stagniert bzw. sogar abnimmt.

TABELLE 1: SRV IM ZEITLICHEN VERLAUF

Signal / Rausch-Verhaltnis - MEC Verstarkung

Antikorper (M) t = 30 sec t = 300 sec

MEF-MTP Greiner MTP MEC | MEF-MTP Greiner MTP MEC

0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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107-15 1,9 1,0 1,9 3,2 1,0 3,2

107-14 4.5 2,0 2,3 10,2 1,9 2,0

107-13 18,4 4,2 4.4 00,2 3,8 13,1
107-12 147,4 8,0 17,1 427.,9 8,8 48,7
107-11 1385,8 39,3 39,2 3064,6 30,/ 97,2
107-10 8144,8 211,5 38,9 16237,9 1/6,3 92,1
107-9 16176,0 441,0 30,7 25/81,6 309,8 83,2

[0084] Dies lasst sich dadurch erklaren, dass aufgrund des MEC, der ja die Quantenausbeute
erhoht, ein Quenching durch die sich mit Luminophoren anreichende Bulk-Losung verhindert
wird. Damit wird die Detektion des adsorbierten Antikorpers auf den MEF-MTP im Gegensatz zur
Standard MTP mit der Zeit immer empfindlicher und erlaubt das Detektionslimit mindestens um
einen Zehnerpotenten zu senken.

KONZENTRATIONSABHANGIGKEIT UND AUSMARR DES MEC

[0085] Eine Quantifizierung des Ausmalfes der Verstarkung erreicht man am einfachsten durch
den Vergleich der SRVs auf MEF- und Standard-MTPs.

[0086] Dabei zeigte sich eine deutliche Konzentrationsabhangigkeit der Gro3e des MECs (Daten
nach 300 sec Messdauer) wie in Fig. 3 gezeigt. Die Verstarkung steigt bis zu einer Konzentration
von 10" molaren Antikérperadsorptionslésungen auf fast das 100 fache an und nimmt dann aber
wieder ab, was vermutlich ebenfalls aufzunehmendes Quenching zurtuckzuflihren ist. Auch bel
den geringen Konzentrationen im sub-pikomolaren Bereich ist noch eine deutliche Verstarkung
vom 3-13 fachen des SRV einer Standard-MTP sichtbar.

BEISPIEL 2: INDIREKTE DETEKTION ADSORBIERTER, NICHT MARKIERTER ANTIKORPER

[0087] Das Ausmal des MEF (,Metal Enhanced Fluorescence®)-Effekts ist u.a. stark vom Ab-
stand der Fluorophore von den Nanostrukturen abhangig (s. auch Hawa et al. Analytical Bioche-

mistry 549 (2018) : 39-44).

[0088] Im Gegensatz zu MEF-Tests mit z.B. direkt fluoreszenzmarkierten Antikorpern diffundiert
im Falle eines enzymkatalysierten MEC-Testes das erzeugte Luminophor von der Oberflache ab
und kann somit nur so lange es sich an der Oberflache befindet verstarkt werden. Um zu zeigen,
dass auch bei einem Assay-Aufbau uber zwei Proteinschichten hinweg (mindestens ca. 10-15
nm) eine Verstarkung der Lumineszenz auftreten kann, wurde der in Beispiel 1 beschriebene
Versuch dahingehend modifiziert, dass zuerst ein Ziegenantikorper auf die MEF-MTP aufge-
bracht wurde und dieser dann, nach einem Blockschritt mit ALP-markiertem Anti-Ziegen-Antikor-
per detektiert wurde.

VORGANGSWEISE:

[0089] « 50 ul einer Ziege Antikorper (Jackson, 111-005-008, 2 mg/ml) Verdunnung
in 50mM Phosphatpuffer/100mM NaCl mit Konzentrationen von 0 -1 pg/mi
wurden uber Nacht bei 4°C im Dunkeln auf den MEF- bzw. Greiner 1x8 HB
Strip MTPs (VWR, 737-0195) inkubiert.

[0090] « Der Inhalt der Wells wurde verworfen und die Platten 3x mit 200 pl 50mM
Phosphatpuffer/100mM NaCl/0,1% TritonX100 gewaschen
[0091] « Die Blockierung unspezifischer Bindungen erfolgte durch zweistundige Inku-

bation bei RT mit 100 pl einer 50mM Phosphatpuffer/100mM NaCl/0,1% Tri-
tonX100 mit 5% Polyvinylpyrrolidon (5% PBSPTXx)
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[0092]  Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Platten mit 50 pl einer
30ng/ml Losung des auch unter Punkt 2 verwendeten ALP-markiertem Anti-
Ziegen-Antikorper fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert

[0093] « Nach einem finalen Waschschritt wurden wieder 150ul des in Beispiel 1 be-
schriebenen Luminophor Reaktionsgemisches zugesetzt und das entste-
hende Chemilumineszenzsignal mit einen SPARK Mikrotiterplattenlesegerat
von TECAN verfolgt.

ERGEBNISSE

[0094] Eine Quantifizierung des Ausmal3es der Verstarkung erfolgte wieder durch den Vergleich
der SRVs auf MEF- und Standard-MTPs (Greiner MTP). Tabelle 2 und Fig. 4 geben die erhalte-
nen SRV Werte bzw. MEC-Verstarkungen in Abhangigkeit von der Konzentration des beschich-

teten Ziegenantikorpers wieder.

TABELLE 2: SIGNAL/RAUSCHVERHALTNISSE BEI 2-STUFIGEM ASSAY- AUFBAU

Signal / Rausch-Verhaltnis

Antikorper MEF-MTP Std-MTP MEC
(ug/mi)

0 1,0 1,0 n.a.
0.01 24 .4 1,0 24 .4
0.1 35,2 1,6 22,0

1 77,5 2,9 26,7

[0095] Auch uber zwel Proteinschichten hinweg ist noch ein Verstarkungseftekt beobachtbar.
Dies ist Uberraschend, da im Vergleich zum MEF mit oberflachengebundenen Fluorophoren die
enzymgenerierten Luminophore abdiffundieren und sich weiter von der Oberflache entfernen. Je-
denfalls sind Steigerungen der Empfindlichkeit um einen Faktor von 20-30 analytisch als relevant
zU betrachten zumal sie mit zunehmender Beschichtungskonzentration anzusteigen scheinen.

DISKUSSION

[0096] Die fur Metal Enhanced Fluorescence entwickelten Strukturen eignen sich somit auch for
die Metal Enhanced Chemilumineszenz.

[0097] Das ist sehr Uberraschend, da die Reichweite des Effekts ja nur etwa 40-50 nm (Distanz
zur Oberflache) betragt und das vom Enzym produzierte chemilumineszente Substrat von der
Oberflache weg diffundiert. Scheinbar ist die Verstarkung so stark, dass sich im zeitlichen Mittel
ausreichend Molekule nahe der Oberflache befinden. Auch das beobachtete Ausmal3 des MEC
Effektes ist unerwartet und wurde bisher nicht in der Literatur beschrieben.
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Patentanspruche

1.

10.

11.

12.

13.

Verwendung eines Substrats zur Verstarkung der Chemilumineszenz eines oder mehrerer
In einer Chemilumineszenzreaktion erzeugten Luminophore, dadurch gekennzeichnet,
dass das Substrat einen festen polymeren Trager mit einer Mehrzahl voneinander getrennter
Vertiefungen umfasst und der feste Trager zumindest teilweise mit mindestens einem Metall
beschichtet ist.

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Vertiefungen einen Ab-
stand zueinander von 0,2 um bis 2,5 um aufweisen.

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Vertiefungen des
festen Tragers eine Lange und eine Breite aufweisen, wobei das Verhaltnis der Lange zur
Breite 2:1 bis 1:2, insbesondere 1:1, betragt.

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Ver-
tiefungen des festen Tragers eine Lange und eine Breite aufweisen, wobei die Lange und
die Breite der Vertiefungen 0,1 um bis 2 um betragt.

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Ver-
tiefungen eine im Wesentlichen runde Form aufweisen.

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Ver-
tiefungen eine Tiefe von 0,1 um bis 5 um aufweisen.

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass der feste
Trager zumindest tellweise eine oder mehr als eine ubereinander angeordnete Metallschich-
ten umfasst und/oder die Metallschicht am festen Trager eine Dicke von 10 nm bis 200 nm
aufweist.

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis /7, dadurch gekennzeichnet, dass das Metall
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, Kup-
fer, Nickel, Palladium, Platin, Zink, Zinn und Legierungen umfassend eines oder mehrerer
dieser Metalle.

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass der der
feste Trager mindestens ein Material ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus der Gruppe
der thermoplastischen Polymere und der Polykondensate umfasst, wobei das thermoplasti-
sche Polymer vorzugsweise ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Polyolefine, Vi-
nylpolymere, Styrolpolymere, Polyacrylate, Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkunstoffe
und das Polykondensat vorzugsweise ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus ther-
moplastische Polykondensate, duroplastische Polykondensate und Polyaddukte, und das
Material des polymeren festen Tragers optional organische und/oder anorganische Zusatz-
stoffe und/oder Fullstoffe umfasst, wobei diese vorzugsweise ausgewahlt sind aus der
Gruppe bestehend aus TiO», Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lipide und Wachse.

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Lumi-
nophor durch ein Enzym erzeugt wird.

Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Enzym ausgewahlt ist
aus der Gruppe bestehend aus Meerrettichperoxidase, alkalischer Phosphatase, Luciferase
und hydrolytischen Enzymen.

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Lu-
minophor ausgewabhlt ist aus der Gruppe bestehend aus Luminol und seinen Derivaten, 1,2-
Dioxetane, Acridniumestern oder Luciferinen.

Verwendung nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass das
Enzym direkt und/oder indirekt an das Substrat gebunden ist.

13 /17



%

14.

19.
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18.
19.

20.
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Vertahren zur Verstarkung der Chemilumineszenz eines oder mehrerer in einer Chemilumi-
neszenzreaktion erzeugten Luminophore in einer wassrigen Losung umfassend den Schritt
des Inkontaktbringens der wassrigen Losung mit einem Substrat wie in einem der Anspruche
1 bis 13 definiert.

Verfahren zur Bestimmung oder zur Quantifizierung mindestens eines Analyten in einer

wassrigen Probe umfassend die Schritte:

a) Inkontaktbringen der Probe mit einem Substrat wie in einem der Anspruche 1 bis 13 defi-
niert umfassend ein direkt oder indirekt am Substrat gebundenes Analyt- bindendes Mo-
lekul,

b) Zugabe mindestens eines weiteren Analyt-bindenden Molekuls, an das mindestens ein
Enzym direkt oder indirekt gebunden ist, das in einer Chemilumineszenzreaktion aus eil-
nem oder mehreren Substraten ein oder mehrere Luminophore erzeugt und

c) Messen der durch die Chemilumineszenzreaktion in Schritt b) entstehenden Lichtemis-
sion.

Vertahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Enzym ausgewahlt ist
aus der Gruppe bestehend aus Meerrettichperoxidase, Alkalischer Phosphatase und Luci-
ferase.

Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass das Luminophor aus-
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Luminol und seinen Derivaten, 1,2-Dioxetane,
Acridniumestern oder Luciferinen.

Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass das am
Substrat gebundene und das mindestens eine weitere Analyt-bindende Molekul ausgewahilt
iIst aus der Gruppe bestehend aus Antikorper, Antikorperfragmente, vorzugsweise Fab,
F(ab)'2 oder scFv Fragmente, Nukleinsauren, Aptameren, und Kombinationen davon.

Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass das Enzym
iIndirekt tber ein Tragermolekul ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Antikorper und
AntikOrperfragmente, vorzugsweise Fab, F (ab) '2 oder scFv Fragmente, Nukleinsauren, Ap-
tameren, und Kombinationen davon gebunden ist.

Verfahren nach einem der Anspriuche 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Lichte-
mission in Schritt b) bei einer Wellenlange von 280 nm bis 850 nm gemessen wird.

Hierzu 3 Blatt Zeichnungen
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