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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Bereitstellung von nano-strukturierten Oberflächen, 
die sich in besonders vorteilhafter Weise dazu eignen, die Fluoreszenz geeigneter Moleküle bei 
Annäherung selbiger Moleküle an diese Oberflächen zu verstärken. Dieser Effekt ist auch als 
metallverstärkte Fluoreszenz (MEF, „Metal Enhanced Fluorescence") oder oberflächenverstärk-
te Fluoreszenz (SEF, „Surface Enhanced Fluorescence") bekannt. 

[0002] MEF und SEF beruhen auf einer elektromagnetischen Interaktion des einfallenden (an-
regenden), meist kohärenten (d.h. Laser) Lichtes mit dem Elektronenplasma von Nano-
Metallstrukturen. Dies führt zu einer Verstärkung der Lichtausbeute fluoreszierender Moleküle 
bei deren Annäherung (z.B. Bindung) an eine Oberfläche, die derartige Metallstrukturen auf-
weist. Dadurch leuchten an der Oberfläche gebundene Moleküle intensiver, weil ihre Fluores-
zenz verstärkt wird. 

[0003] Durch die Verstärkung der Fluoreszenz können an eine Oberfläche gebundene Moleküle 
in geringsten Konzentrationen gemessen werden. Beispielsweise lässt sich die Bindung eines 
fluoreszenzmarkierten Antikörpers in Form seiner Bindungskinetik direkt verfolgen. 

[0004] Das Ausmaß der Verstärkung ist von Form, Größe und Abstand der Nano-Metallstruktu-
ren und vom der verwendeten Metallart (z.B. Au, Ag, Al etc.) abhängig. So finden sich in der 
Literatur Beschreibungen von sphärischen (häufig Kolloide; siehe z.B. B Yang et al. Small 
6(2010) : 1038-43; Corrigan T et al J Fluorescence 15(2005):777-784) dreieckigen bzw. pyra-
midenförmigen (siehe z.B. Pompa et al. Nature Nanotechnology 1(2006):126 - 130; Cade et al. 
Nanotechnology. 15(2009):20(28)) oder draht- bzw. stabförmigen Metallstrukturen, die nicht 
zusammenhängend sind und sogenannte Metallinseln ausbilden. Die erzielten Verstärkungsfak-
toren schwanken jedoch stark und die Nano- Metallstrukturen sind in den meisten Fällen nicht 
reproduzierbar. 

[0005] In der US 2005/214841 werden Substrate beschrieben, welche eine Vielzahl von Vertie-
fungen aufweisen und zumindest teilweise mit einem Metall beschichtet sind. Das Substrat kann 
aus verschiedensten Materialien wie z.B. Glas, Keramik oder Metall bestehen. Auf die Oberflä-
che des Substrats gemäß der US 2005/214841, insbesondere in dessen Vertiefungen, werden 
Linker aufgebracht, die aufgrund funktioneller Gruppen in der Lage sind, biologische Substan-
zen zu immobilisieren. In dieser US Anmeldung wird nicht erwähnt, dass die darin beschriebe-
nen Substrate geeignet wären, die Fluoreszenz von Molekülen zu verstärken. 

[0006] In der US 6,902,705 werden Substrate beschrieben, welche ebenfalls Vertiefungen 
umfassen und mit einem Metall (z.B. Gold) beschichtet sein können. Die Oberfläche der Sub-
strate wird modifiziert, um die Bindung von biologischen Substanzen (z.B. DNA) an der Oberflä-
che des Substrats zu ermöglichen. Das Vorsehen von Vertiefungen am Substrat scheint den 
Vorteil zu haben, dass dadurch Fluoreszenzmessungen durchgeführt werden können, ohne 
störende und interferierende Signale zu erhalten. Eine Verstärkung des Fluoreszenzsignals 
kann jedoch mit diesen Substraten nicht erzielt werden. 

[0007] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein Substrat zur Verfügung zu stellen, 
das reproduzierbar herstellbar und in der Lage ist, die Fluoreszenz einer fluoreszierenden Sub-
stanz zu verstärken, sobald die fluoreszierende Substanz in die Nähe des Substrats (z.B. 10 nm 
oder weniger) gebracht wird, wobei diese Substrate überdurchschnittlich hohe Verstärkungsfak-
toren bei MEF-Messungen erlauben sollen. 

[0008] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Substrat und deren Verwendung zur Verstärkung 
der Fluoreszenz eines oder mehrerer fluoreszierender Moleküle, wobei das Substrat einen 
festen polymeren Träger mit einer Mehrzahl voneinander getrennter Vertiefungen umfasst und 
der feste Träger zumindest teilweise mit mindestens einem Metall beschichtet ist, wobei die 
Vertiefungen einen Abstand zueinander von 0,2 µm bis 2,5 µm aufweisen. 

[0009] Es hat sich überraschender Weise herausgestellt, dass Substrate mit dem erfindungs-
gemäßen Aufbau in der Lage sind, die Fluoreszenzausbeute (Quantenausbeute) eines fluores-
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zierenden Moleküls bzw. eines Fluorophors mit und ohne Verwendung kohärenten Lichtes 
signifikant zu steigern sofern sich das mindestens eine fluoreszierende Molekül bzw. Fluorophor 
in der Nähe befindet (metallverstärkte Fluorezenz; MEF). Unter „Fluoreszenzausbeute" bzw. 
„Quantenausbeute" wird das Verhältnis zwischen der Anzahl der emittierten und absorbierten 
Photonen verstanden. 

[0010] Die Fluoreszenzausbeute mit den erfindungsgemäßen Substraten ist sogar um ein 
Vielfaches höher als die Ausbeute unter Verwendung bisher bekannter Substrate, an deren 
Oberfläche sich in der Regel metallische Inseln befinden. Diese Steigerung in der Fluoreszenz-
ausbeute ist dahingehend überraschend, da man bisher davon ausging, dass der MEF-Effekt 
nur an Oberflächen zustande kommen kann, die metallische Inseln in Form von abgelagerten 
Metall-haltigen Kolloiden oder sonstigen voneinander isolierter und Metall-beschichteter Berei-
che auf einer Oberfläche aufweisen (Matveeva E. et al., Anal Biochem_334(2004):303-11; 
Geddes C.D., et al. J Fluoresc 12(2002) :121-129). Substrate mit einer durchgehenden Metall-
schicht bzw. ohne Erhebungen sind bekannt dafür wegen eines Fluoreszenz-Quenching Effekts 
der Metalloberfläche selbst, keinen oder einen sehr geringen MEF-Effekt zu zeigen (Pineda 
E.C., et al. J. Chem. Phys. 83(1985):5330-5337; Barnes W.L., J Mod Opt, 45(1998) :661-699). 
Aus diesem Grund hätte ein Fachmann - ohne Kenntnis der vorliegenden Erfindung - einen 
festen Träger mit Erhebungen und nicht einen Träger mit Vertiefungen zum Beschichten mit 
einem Metall ausgewählt. 

[0011] Das erfindungsgemäße Substrat wird zur Verstärkung der Fluoreszenz von Fluoropho-
ren eingesetzt. D.h. die erfindungsgemäßen Substrate finden überall dort Anwendung wo die 
Verstärkung der Fluoreszenz (d.h. eine Erhöhung der Fluoreszenzausbeute) erwünscht ist. 
Daher kann das erfindungsgemäße Substrat z.B. bei Immunoassays, jeder Form der molekula-
ren Diagnostik mittels Nukleinsäuren (PCR, RT-PCR), zellbasierten Bioassays (wie sie häufig 
beim High-Throughput-Screening (Hochdurchsatz-Screening) vorkommen, histologischen oder 
zellulären Untersuchungen, Multi- Plexing Testsystemen (z.B. LUMINEX) verwendet werden, 
sofern Fluoreszenz zum Nachweis der Zielmoleküle eingesetzt wird. 

[0012] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung erfolgt die 
Verstärkung der Fluoreszenz in einem Abstand von 0 bis 50 nm, vorzugsweise von 1 bis 50 nm, 
noch mehr bevorzugt von 1 bis 40 nm, noch mehr bevorzugt von 2 bis 40 nm, noch mehr be-
vorzugt von 1 bis 30 nm, noch mehr bevorzugt von 2 bis 30 nm, noch mehr bevorzugt von 3 bis 
30 nm, noch mehr bevorzugt von 1 bis 20 nm, noch mehr bevorzugt von 2 bis 20 nm, noch 
mehr bevorzugt von 3 bis 20 nm, noch mehr bevorzugt von 5 bis 20 nm, noch mehr bevorzugt 
von 5 bis 15 nm, zu dem Metall, welches sich auf der Oberfläche des festen polymeren Trägers 
befindet. 

[0013] Unter „fluoreszierende Moleküle", wie hier verwendet, werden erfindungsgemäß Molekü-
le subsummiert, welche nach Anregung durch elektromagnetische Wellen, wie z.B. Licht einer 
bestimmten Wellenlänge, spontan Licht emittieren. „Fluorophore" ist hierbei ein Überbegriff und 
ein Synonym solcher Moleküle und umfasst somit auch Moleküle, die fluoreszieren bzw. 
schwach fluoreszieren und meist nicht als Fluorophore bezeichnet werden. Beispiele solcher 
Moleküle sind Proteine oder Nukleinsäuren, deren Fluoreszenz („intrinsische Fluoreszenz") 
über aromatische Strukturen (z.B. über die Aminosäuren Tryptophan oder Tyrosin) vermittelt 
wird. 

[0014] Der „feste Träger" kann erfindungsgemäß aus einem beliebigen polymeren Material 
bestehen, sofern sich dieses mit einem Metall beschichten lässt und sofern Vertiefungen er-
zeugt werden können. Beispielsweise umfasst oder besteht der feste polymere Träger aus 
synthetischen Polymeren wie Polystyrol, Polyvinylchlorid oder Polykarbonat, Cyloolefin, Poly-
methylemthacrylat, Polylaktat oder Kombinationen davon. Grundsätzlich wären auch nichtpoly-
mere Träger wie Metalle, Keramiken oder auch Glas einsetzbar, sofern sich dieser mit einem 
Metall beschichten lässt und sofern Vertiefungen erzeugt werden können. 

[0015] Der feste Träger umfasst mindestens ein Material ausgewählt aus der Gruppe beste-
hend aus der Gruppe der thermoplastischen Polymere und der Polykondensate. 
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[0016] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung ist das thermo-
plastische Polymer ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus Polyolefine, Vinylpolymere, 
Styrolpolymere, Polyacrylate, Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkunstoffe. 

[0017] Das Polykondensat ist vorzugsweise ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus ther-
moplastische Polykondensate, duroplastische Polykondensate und Polyaddukte. 

[0018] Gemäß einer besonders bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung 
umfasst das Material des polymeren festen Trägers organische und/oder anorganische Zusatz-
stoffe und/oder Füllstoffe, wobei diese vorzugsweise ausgewählt sind aus der Gruppe beste-
hend aus TiO2, Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lipide und Wachse. 

[0019] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
eines Substrats zur Verstärkung der Fluoreszenz eines Fluorophors umfassend den Schritt des 
Beschichtens eines festen Trägers gemäß der vorliegenden Erfindung mit mindestens einem 
Metall. 

[0020] Die erfindungsgemäßen festen Träger inklusive Vertiefungen können grundsätzlich mit 
verschiedenen Verfahren hergestellt werden (siehe Fig. 15). 

[0021] (a) Die festen Träger werden mit samt den Vertiefungen in einem Schritt gefertigt (z.B. 
Spritzguss) (siehe Fig.15(a)) 

[0022] (b) Die Vertiefungen werden in einen bestehenden festen Träger in weiteren Prozess-
schritten einbracht (z.B. Heißprägen, Elektronenstrahllithografie oder „Extreme Ultra 
Violet" (EUV) in Verbindung mit Reaktiven Ionenätzen oder Laserablation) (siehe 
Fig. 15(b)) 

[0023] (c) Auf einem festen Träger wird eine dünne strukturierbare Polymerschicht aufge-
bracht, in welche die Vertiefungen eingebracht werden, wie beispielsweise bei der 
Herstellung der BD-50 Blu-ray Disc (UV-Nanoimprintlithographie) (siehe Fig. 15(c)). 

[0024] Besonders geeignet zur Herstellung dieser Strukturen ist auch die sogenannte Nano-
prägelithografie (Chou S. et al., Nanoimprint lithography, Journal of Vacuum Science & Techno-
logy B Volume 14, Nr. 6, 1996, S. 4129-4133) angewandt werden. Zur Herstellung von Nano-
strukturen mittels Nanoprägelithografie benötigt man ein Positiv, meist ein Monomer oder Poly-
mer, sowie einen nanostrukturierten Stempel („Master"). Der Stempel selbst kann durch Nano-
lithographie produziert werden, wobei dieser alternativ auch durch Ätzen hergestellt werden 
kann. Das Positiv wird auf ein Substrat aufgebracht und anschließend über die Temperatur des 
Glasübergangs erhitzt, d.h., es wird verflüssigt, bevor der Stempel eingedrückt wird. Um ein 
kontrollierbares (und kurzzeitiges) Aufheizen zu erreichen, wird häufig Laser bzw. UV- Licht 
eingesetzt. Auf Grund der Viskosität des Positivs beim Erhitzen werden die Zwischenräume des 
Stempels vollständig damit ausgefüllt. Nach dem Abkühlen wird der Stempel wieder entfernt. 
Das Positiv, das den festen Träger des erfindungsgemäßen Substrats darstellt, wird mittels 
Sputter-Verfahren mit Metall beschichtet. 

[0025] Die Strukturierung der Stempel für die Lithografie kann wiederum mit Nanoimprint erfol-
gen. Als Materialien wird dabei Glas oder lichttransparenter Kunststoff verwendet. 

[0026] Besonders bevorzugt ist die Herstellung des festen Trägers inklusive Vertiefungen mit-
tels Spritzguss. Die Formeinsätze hierfür werden typischerweise mittels Ni-Galvanik von einem 
lithografisch hergestellten Si-Wafer abgezogen. 

[0027] Der feste Träger kann grundsätzlich eine beliebige Form (z.B. kugelförmig, planar) auf-
weisen, wobei eine planare Form besonders bevorzugt ist. 

[0028] Eine „Vertiefung", wie hier verwendet, bezieht sich auf das Niveau der die Vertiefung 
umgebenden Oberfläche des festen Trägers und erstreckt sich in den Träger hinein und nicht 
wie eine Erhebung oder Erhöhung aus diesem heraus. Eine Vertiefung im Sinne der vorliegen-
den Erfindung weist einen Boden auf, der durch die Seitenwände begrenzt ist. Die Tiefe ist 
somit der Abstand von der Oberfläche bis zu einem Boden der Vertiefung. Die Vertiefungen am 
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festen Träger können unterschiedliche Formen (z.B. rund, oval, viereckig, rechteckig) aufwei-
sen. 

[0029] Eine „Mehrzahl" von Vertiefungen, wie hier verwendet, bedeutet, dass der erfindungs-
gemäße feste Träger mindestens eine, vorzugsweise mindestens zwei, noch mehr bevorzugt 
mindestens 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 können auf einer Fläche des festen Trägers von 
1000 µm2, vorzugsweise von 500 µm2, noch mehr bevorzugt von 200 µm2, noch mehr bevor-
zugt von 100 µm2, vorgesehen sein. Alternativ können sich die Vertiefungen über eine Länge 
von vorzugsweise 1000 µm, noch mehr bevorzugt von 500 µm, noch mehr bevorzugt von 
200 µm, noch mehr bevorzugt von 100 µm, erstrecken. 

[0030] „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 Oberfläche des festen Trägers. 

[0031] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung weisen die 
Vertiefungen des festen Trägers eine Länge und eine Breite aufweisen, wobei das Verhältnis 
der Länge zur Breite 2:1 bis 1:2, insbesondere ca. 1:1, beträgt. 

[0032] Die Vertiefungen am festen Träger können im Prinzip jede Form aufweisen. Besonders 
bevorzugt sind jedoch Vertiefungen, die ein Verhältnis der Länge 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 1:1,6, vor-
zugsweise 1:1,5, vorzugsweise 1:1,4, vorzugsweise 1:1,3, vorzugsweise 1:1,2, vorzugsweise 
1:1,1, insbesondere 1:1, aufweisen. 

[0033] Gemäß einer weiteren bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung beträgt 
die Länge und die Breite der Vertiefungen 0,1 µm bis 2 µm, vorzugsweise 0,2 µm bis 2 µm, 
vorzugsweise 0,3 µm bis 2 µm, vorzugsweise 0,1 µm bis 1,8 µm, vorzugsweise 0,2 µm bis 1,8 
µm, vorzugsweise 0,3 µm bis 1,8 µm, vorzugsweise 0,1 µm bis 1,5 µm, vorzugsweise 0,2 µm 
bis 1,5 µm, vorzugsweise 0,3 µm bis 1,5 µm, vorzugsweise 0,1 µm bis 1,2 µm, vorzugsweise 
0,2 µm bis 1,2 µm, vorzugsweise 0,2 µm bis 1,2 µm, vorzugsweise 0,1 µm bis 1 µm, vorzugs-
weise 0,2 µm bis 1 µm, vorzugsweise 0,3 µm bis 1 µm, vorzugsweise 0,1 µm bis 0,8 µm, vor-
zugsweise 0,2 µm bis 0,8 µm, vorzugsweise 0,3 µm bis 0,8 µm, vorzugsweise 0,1 µm bis 0,6 
µm, vorzugsweise 0,2 µm bis 0,6 µm, vorzugsweise 0,3 µm bis 0,6 µm, am meisten bevorzugt 
0,2 µm bis 0,6 µm. 

[0034] Besonders bevorzugt weisen die Vertiefungen des erfindungsgemäßen festen Trägers 
eine im Wesentlichen runde Form auf, wobei „im Wesentlichen rund" auch ovale und ellipsoide 
Formen einschließt. Die Form der Vertiefung ist bei einer Draufsicht auf die Oberfläche des 
festen Trägers erkennbar. 

[0035] Die Vertiefungen weisen vorzugsweise eine Tiefe von 0,1 µm bis 5 µm, vorzugsweise 
von 0,1 µm bis 4 µm, vorzugsweise von 0,1 µm bis 3 µm, vorzugsweise von 0,1 µm bis 2 µm, 
vorzugsweise von 0,1 µm bis 1,5 µm, vorzugsweise von 0,1 µm bis 1,2 µm, vorzugsweise von 
0,1 µm bis 1 µm, vorzugsweise von 0,1 µm bis 0,9 µm, vorzugsweise von 0,1 µm bis 0,8 µm, 
vorzugsweise von 0,2 µm bis 5 µm, vorzugsweise von 0,2 µm bis 4 µm, vorzugsweise von 0,2 
µm bis 3 µm, vorzugsweise von 0,2 µm bis 2 µm, vorzugsweise von 0,2 µm bis 1,5 µm, vor-
zugsweise von 0,2 µm bis 1,2 µm, vorzugsweise von 0,2 µm bis 1 µm, vorzugsweise von 0,2 
µm bis 0,9 µm, vorzugsweise von 0,2 µm bis 0,8 µm, vorzugsweise von 0,3 µm bis 5 µm, vor-
zugsweise von 0,3 µm bis 4 µm, vorzugsweise von 0,3 µm bis 3 µm, vorzugsweise von 0,3 µm 
bis 2 µm, vorzugsweise von 0,3 µm bis 1,5 µm, vorzugsweise von 0,3 µm bis 1,2 µm, vorzugs-
weise von 0,3 µm bis 1 µm, vorzugsweise von 0,3 µm bis 0,9 µm, vorzugsweise von 0,3 µm bis 
0,8 µm, auf. Die Tiefe der Vertiefung ist der Abstand von der Oberfläche des festen mit Metall 
bedampften Trägers bis zu dem Boden der Vertiefung. 
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[0036] Die Vertiefungen weisen einen Abstand („Periode") zueinander von 0,2 µm bis 2,5 µm, 
vorzugsweise von 0,3 µm bis 1,4 µm, mehr bevorzugt von 0,4 µm bis 1,3 µm, auf. In einer 
weiteren bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung wiesen die Vertiefungen 
einen Abstand zueinander von 0,2 µm bis 2 µm, vorzugsweise von 0,2 µm bis 1,8 µm, vorzugs-
weise von 0,2 µm bis 1,6 µm, vorzugsweise von 0,2 µm bis 1,5 µm, vorzugsweise von 0,2 µm 
bis 1,4 µm, vorzugsweise von 0,2 µm bis 1,3 µm, vorzugsweise von 0,3 µm bis 2,5 µm, vor-
zugsweise von 0,3 µm bis 2 µm, vorzugsweise von 0,3 µm bis 1,8 µm, vorzugsweise von 0,3 
µm bis 1,6 µm, vorzugsweise von 0,3 µm bis 1,5 µm, vorzugsweise von 0,3 µm bis 1,3 µm, 
vorzugsweise von 0,4 µm bis 2,5 µm, vorzugsweise von 0,4 µm bis 2 µm, vorzugsweise von 0,4 
µm bis 1,8 µm, vorzugsweise von 0,4 µm bis 1,6 µm, vorzugsweise von 0,4 µm bis 1,5 µm, 
vorzugsweise von 0,4 µm bis 1,4, vorzugsweise von 0,5 µm bis 2,5 µm, vorzugsweise von 0,5 
µm bis 2 µm, vorzugsweise von 0,5 µm bis 1,8 µm, vorzugsweise von 0,5 µm bis 1,6 µm, vor-
zugsweise von 0,5 µm bis 1,5 µm, vorzugsweise von 0,5 µm bis 1,4 µm, vorzugsweise von 0,5 
µm bis 1,3 µm, vorzugsweise von 0,6 µm bis 2,5 µm, vorzugsweise von 0,6 µm bis 2 µm, vor-
zugsweise von 0,6 µm bis 1,8 µm, vorzugsweise von 0,6 µm bis 1,6 µm, vorzugsweise von 0,6 
µm bis 1,5 µm, vorzugsweise von 0,6 µm bis 1,4 µm, vorzugsweise von 0,6 µm bis 1,3 µm, 
vorzugsweise von 0,7 µm bis 2,5 µm, vorzugsweise von 0,7 µm bis 2 µm, vorzugsweise von 0,5 
µm bis 1,8 µm, vorzugsweise von 0,7 µm bis 1,6 µm, vorzugsweise von 0,7 µm bis 1,5 µm, 
vorzugsweise von 0,7 µm bis 1,4 µm, vorzugsweise von 0,7 µm bis 1,3 µm, auf, wobei die 
Vertiefungen am meisten bevorzugt einen Abstand von 0,2 µm bis 1,4 µm bzw. 0,3 µm bis 1,3 
µm zueinander aufweisen. Der Abstand zwischen den Vertiefungen („Periode") wird vom Mittel-
punkt der Vertiefung gemessen. 

[0037] Gemäß einer weiteren bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung weist 
die Metallschicht am festen Träger eine Dicke von 10 nm bis 200 nm, vorzugsweise von 15 nm 
bis 100 nm, auf. Besonders bevorzugt beträgt die Dicke der Metallschicht am festen Träger 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, 
vorzugsweise von 10 nm bis 60 nm, vorzugsweise von 10 nm bis 50 nm, vorzugsweise 15 nm 
bis 200 nm, vorzugsweise 15 nm bis 190 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 180 nm, vorzugswei-
se 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, vorzugs-
weise von 15 nm bis 120 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 110 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 
90 nm, vorzugsweise von 15 nm bis 80 nm, vorzugsweise von 15 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, vorzugsweise von 20 nm bis 60 nm, vorzugsweise von 20 nm bis 50 nm. 

[0038] Erfindungsgemäß ist der feste polymere Träger „zumindest teilweise" mit mindestens 
einem Metall beschichtet. „Zumindest teilweise", wie hier verwendet, bedeutet, dass jener Be-
reich des festen Trägers, in dem sich die Vertiefungen befinden zumindest zu 20%, vorzugs-
weise zumindest zu 30%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 40%, noch mehr bevorzugt zu-
mindest zu 50%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 60%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 
70%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 80%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 90%, noch 
mehr bevorzugt zumindest zu 95%, noch mehr bevorzugt zumindest zu 98%, insbesondere zu 
100%, mit mindestens einem Metall beschichtet ist. Da der MEF-Effekt eine metallische Ober-
fläche voraussetzt, ist es besonders bevorzugt, dass die Oberfläche des festen Trägers zumin-
dest im Bereich der Vertiefungen mit mindestens einem Metall beschichtet ist. Dabei kann der 
feste Träger auch mehrere (z.B. mindestens zwei, mindestens drei, mindestens vier oder min-
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destens fünf) übereinander angeordnete Metallschichten aus demselben oder unterschiedlichen 
Metallen umfassen. Ein Vorteil für die Verwendung mehrerer Schichten an Metall am festen 
Träger ist, dass die erste Metallschicht (z.B. Chrom), die direkt auf den Träger aufgebracht wird, 
die Haftung der weiteren Metallschichten verbessern kann. 

[0039] Der Begriff „übereinander angeordnet", wie hierin verwendet, bedeutet, dass eine Me-
tallschicht mittelbar oder unmittelbar auf einer anderen Metallschicht angeordnet ist. Dadurch 
ergibt sich ein mehrschichtiges System aus Metallschichten des gleichen Metalls oder unter-
schiedlicher Metalle. 

[0040] Die Metallschichten sind vorzugsweise kontinuierlich und nicht unterbrochen. Erfin-
dungsgemäß konnte jedoch festgestellt werden, dass die Metallschicht oder Metallschichten am 
festen polymeren Träger auch unterbrochen sein können, ohne dass der Fluoreszenz-
verstärkende Effekt beeinträchtigt wird. Die unterbrochene Metallschicht kann beispielsweise 
durch eine Leitfähigkeitsmessung der Oberfläche des erfindungsgemäßen Substrats erfolgen. 
Eine geringere bzw. keine Leitfähigkeit bedeutet, dass die Metallschicht(en) an der Substrat-
oberfläche unterbrochen sind. Unterbrochene Metallschichten können beispielsweise dadurch 
hergestellt werden, in dem ein im Wesentlichen vollständig mit Metall beschichtetes Substrat mit 
einer vorzugsweise salzhaltigen Lösung, wie beispielsweise 10mM Phosphatpuffer mit 150mM 
NaCl für einen bestimmten Zeitraum (10-90 Minuten) in Kontakt gebracht wird. 

[0041] Der feste Träger der vorliegenden Erfindung ist mit „mindestens einem Metall beschich-
tet". Vorzugsweise umfasst die Metallschicht mindestens zwei, noch mehr bevorzugt mindes-
tens drei, noch mehr bevorzugt mindestens vier, noch mehr bevorzugt mindestens fünf, ver-
schiedene Metalle. Die Metalle können mit im Stand der Technik bekannte Methoden auf den 
festen Träger aufgebracht werden, wobei vorzugsweise Sputtern (Kathodezerstäubung) oder 
thermisches Verdampfen, Elektronenstrahlverdampfen, Laserstrahlverdampfen, Lichtbogenver-
dampfen, Molekularstrahlepitaxie, Ionenstrahl gestützte Deposition und Ionenplattieren einge-
setzt wird. 

[0042] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung ist das Metall 
ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, Kupfer, 
Nickel, Palladium, Platin, Zink, Zinn und Legierungen umfassend eines oder mehrerer dieser 
Metalle. 

[0043] Erfindungsgemäß können diese Metalle bzw. Legierungen davon zum Beschichten des 
erfindungsgemäßen festen Trägers verwendet werden. Besonders bevorzugt ist die Beschich-
tung des festen Trägers mit Silber oder Legierungen umfassend Silber, da Silber bzw. dessen 
Legierungen einen besonders großen Verstärkungseffekt zeigen. Besonders bevorzugt ist eine 
Legierung, die Silber, Indium und Zinn umfasst. Die Silber-haltigen Legierungen weisen vor-
zugsweise 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 bevor-
zugt von mehr als 80%, noch mehr bevorzugt von mehr als 90%, auf. 

[0044] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform ist das erfindungsgemäße Substrat Teil 
einer Kapillare, einer Mikrotiterplatte, eines mikrofluidischen Chips, eines Teststreifens (für 
„Lateral Flow Assays"), eines Trägers (z.B. Objektträgers) für die Fluoreszenzmikroskopie, 
insbesondere für hochauflösende Verfahren wie die konfokale Lasermikroskopie nach dem 
Punktscanner-Prinzip sowie 4Pi-Mikroskope und STED (Stimulated Emission Depletion)- Mikro-
skope, eines Sensor Arrays oder sonstigem optischen Detektorfeldes ist. 

[0045] Besonders bevorzugt ist die Verwendung des erfindungsgemäßen Substrats in Mikroti-
terplatten, wobei die Mikrotiterplatten 6, 12, 24, 48, 96, 384 oder 1536 Wells umfassen können. 
Mikrotiterplatten werden für verschiedenste Messungen und Assays eingesetzt, bei denen auch 
häufig die Fluoreszenz von Proben gemessen wird. Durch das Vorsehen des erfindungsgemä-
ßen Substrats in den Wells von Mikrotiterplatten kann die Fluoreszenzausbeute der Proben 
signifikant gesteigert werden. Die Substrate können mit verschiedensten Methoden in den Wells 
eingebracht und fixiert werden. Vorzugsweise werden die Substrate dabei mittels Kleben, 



 

 AT 517 746 B1  2018-03-15 

 

7 / 33 

 

Schweißtechniken (z.B. Laserschweißen) und thermisches Verfügen in den Wells fixiert. 

[0046] Gemäß einer besonders bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung 
umfasst oder besteht der feste Träger aus einem Cyclo-Olefin-Copolymer oder Cyclo-Olefin-
Polymer und ist Teil einer Mikrotiterplatte bzw. Teil der Wells einer Mikrotiterplatte. Als beson-
ders geeignet hat sich dabei COP 1060R (Zeonor® 1060R) erwiesen. Der Träger ist dabei 
vorzugsweise mit 10 bis 60 nm, bevorzugt mit bis 40 nm, Metall (z.B. Silber) beschichtet. 

[0047] Bestimmte Messungen mit fluoreszierenden Substanzen wie Fluorophore werden in 
Kapillaren durchgeführt. Daher ist es bevorzugt die erfindungsgemäßen Substrate in Kapillaren 
vorzusehen. 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. 

[0048] Zahlreiche Anwendungen zur Fluoreszenzmessung erfolgen in mikrofluidischen Chips 
(z.B. als „Lab-on-a-chip"-Anwendung), wobei im Detektionsbereich solcher Chips die erfin-
dungsgemäßen Substrate vorgesehen sein können. 

[0049] Auch in herkömmlichen Küvetten können die erfindungsgemäßen Substrate vorgesehen 
sein. Dadurch kann bei Fluoreszenzmessungen die Fluoreszenzausbeute ebenfalls signifikant 
gesteigert werden, so dass geringsten Mengen an fluoreszierenden Stoffen in einer Probe 
gemessen werden können. Erfindungsgemäß kann jede Küvettenform verwendet werden. 

[0050] Auch bei Teststreifen Systemen („Lateral Flow Assays"), die für Schnelltestungen oder 
In-Feld Testungen (Point of Care) eingesetzt werden, können die erfindungsgemäßen Substrate 
(z.B. im Detektionsbereich („Detection Line") eingesetzt werden, um die Fluoreszenz eines 
markierten Analyten (z.B. eines fluoreszenzmarkierten Antikörpers) zu verstärken und so die 
Empfindlichkeit des Tests zu verbessern. 

[0051] In eine weiteren bevorzugten Ausführungsform der Erfindung werden die erfindungsge-
mäßen Substrate auf Objektträger wie sie in der Mikroskopie insbesondere der Fluoreszenzmik-
roskopie eingesetzt werden, aufgebracht. Die Fluoreszenz von zur Markierung zellulärer Struk-
turen eingesetzter Fluorophore könnte damit selektiv verstärkt und die optische Auflösung der 
Methoden drastisch verbessert werden, da weniger Lichtintensität benötigt wird, was das Sig-
nal/Rausch-Verhältnis optimieren würde. Anwendungsbereiche wären hochauflösende Verfah-
ren wie die konfokale Lasermikroskopie nach dem Punktscanner-Prinzip sowie 4Pi- Mikroskope 
und STED (Stimulated Emission Depletion)-Mikroskope. 

[0052] Gemäß einer weiteren bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung um-
fasst die Metallbeschichtung an der Oberfläche des Substrats zumindest teilweise Moleküle zur 
direkten und/oder indirekten Bindung von fluoreszierenden Molekülen. 

[0053] Die erfindungsgemäßen Substrate können die Fluoreszenz von fluoreszierenden Mole-
külen bzw. von Fluorophoren verstärken, wenn sich die Fluorophore in räumlicher Nähe (vor-
zugsweise weniger als 20 nm) der Substrate befinden. Die Fluorophore bzw. die fluoreszieren-
den Substanzen können sich dabei frei in einer Flüssigkeit bewegen, wobei die Fluoreszenz-
steigerung nur dann zustande kommt, wenn sich diese Fluorophore bzw. fluoreszierenden 
Moleküle dem erfindungsgemäßen Substrat nähern. Um die Wahrscheinlichkeit der Annähe-
rung der Fluorophore bzw. der fluoreszierenden Moleküle an das Substrat zu erhöhen, ist es 
von besonderem Vorteil, wenn an der Oberfläche des Substrats (d.h. an der Metallbeschich-
tung) Moleküle irreversibel oder reversibel gebunden sind, die entweder das Fluorophor bzw. 
das fluoreszierende Molekül selbst („direkte Bindung") oder ein Molekül, an welchem ein Flu-
orophor oder ein fluoreszierendes Molekül (z.B. fluoreszenzmarkierter Antikörper; „indirekte 
Bindung") gekoppelt ist, binden können. Verfahren zur Bindung von derartigen Molekülen an 
Metallstrukturen sind hinreichend bekannt. Im einfachsten Fall erfolgt die Bindung durch physi-
kalisch chemische Adsorption (vermittelt über ionische und hydrophobe Wechselwirkungen) der 
Proteine an die Metalloberfläche (z.B. Nakanishi K. et al. J Biosci Bioengin 91(2001) : 233-244). 
Auch kovalente Methoden zur Immobilisierung von Proteinen nach Derivatisierung der Metall-
Oberflächen sind bekannt (z.B. GB Sigal et al. Anal Chem 68 (1996) : 490-7). 
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[0054] Moleküle zur direkten und/oder indirekten Bindung von fluoreszierenden Molekülen bzw. 
Fluorophoren sind vorzugsweise ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus Antikörper, Anti-
körperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder scFv Fragmente, Nukleinsäuren, Enzymen, 
Lipiden, Viruspartikeln, Aptameren und Kombinationen davon. 

[0055] Diese Moleküle sind einerseits in der Lage Fluorophore bzw. fluoreszierende Moleküle 
direkt zu binden (z.B. Antikörper und Fragmente davon, Nukleinsäuren, Enzyme), andererseits 
können diese Moleküle auch andere Moleküle binden, die mit einem Fluorophor bzw. einer 
fluoreszierender Substanz versehen sind. 

[0056] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine Kapillare, einen Chip, vor-
zugsweise einen mikrofluiden Chip, eine Küvette, eine Mikrotiterplatte, ein Träger für die Fluo-
reszenzmikroskopie oder ein optisches Detektorfeld umfassend ein erfindungsgemäßes Sub-
strat. 

[0057] Ein noch weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Set umfassend mindes-
tens eine Mikrotiterplatte, mindestens eine Kapillare, mindestens einen Chip, vorzugsweise 
einen mikrofluiden Chip, mindestens eine Küvette und/oder mindestens einen Teststreifen 
umfassend ein Substrat gemäß der vorliegenden Erfindung und ein mit einem Fluorophor mar-
kiertes Analyt-bindendes Molekül oder ein mit einem Enzym markiertes Analyt-bindendes Mole-
kül und ein Fluoreszenzsubstrat für das Enzym. 

[0058] „Fluoreszenzsubstrat für ein Enzym", wie hierin verwendet, ist ein Substrat, welches in 
der Lage ist in oder am aktiven Zentrum des Enzyms zu binden, wodurch das Substrat fluores-
zierende Eigenschaften erlangen kann. Selbstverständlich kann das Substrat auch vor dessen 
Anlagerung am Enzym fluoreszierende Eigenschaften aufweisen. 

[0059] Die festen Träger mit den Vertiefungen wie oben definiert werden anschließend mit 
einem oder mehreren Metallen (z.B. zwei, drei, vier oder fünf Metallen) beschichtet. Verfahren 
zum Beschichten von festen Trägern mit Metallen sind in der Fachwelt hinreichend bekannt, 
wobei besonders bevorzugt PVD-Verfahren (PVD; „Physical Vapor Deposition) wie Sputter- 
oder Aufdampfverfahren eingesetzt werden. 

[0060] Daher wird gemäß einer bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung das 
mindestens eine Metall mittels eines Sputterverfahrens oder thermisches Verdampfen, mit 
Elektronenstrahlverdampfen, Laserstrahlverdampfen, Lichtbogenverdampfen, Molekularstrah-
lepitaxie, Ionenstrahl gestützte Deposition oder mit Ionenplattieren auf die Oberfläche des fes-
ten Trägers aufgebracht. 

[0061] Um die direkte und/oder indirekte Bindung von Fluorophoren oder sonstigen fluoreszie-
renden Substanzen auf der Oberfläche des erfindungsgemäßen Substrats zu ermöglichen, 
werden auf der Metallbeschichtung an der Oberfläche des Substrats zumindest teilweise Mole-
küle zur direkten und/oder indirekten Bindung von Fluorophoren über Adsorptive oder kovalente 
chemische Derivatisierung der Oberfläche aufgebracht. 

[0062] „Zumindest teilweise", wie hier verwendet, bedeutet, dass mindestens 10%, vorzugswei-
se mindestens 30%, noch mehr bevorzugt mindestens 50%, noch mehr bevorzugt mindestens 
70%, noch mehr bevorzugt mindestens 90%, noch mehr bevorzugt mindestens 90%, insbeson-
dere 100%, des mit Metall beschichteten festen Trägers mit Moleküle zur direkten und/oder 
indirekten Bindung von Fluorophoren versehen ist. 

[0063] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung sind die Mole-
küle zur direkten und/oder indirekten Bindung von Fluorophoren ausgewählt aus der Gruppe 
bestehend aus Antikörper, Antikörperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder scFv Frag-
mente, Nukleinsäuren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln Aptameren und Kombinationen davon. 

[0064] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung 
oder zur Quantifizierung mindestens eines Analyten in einer Probe umfassend die Schritte: 

[0065] a) optionales direktes oder indirektes Markieren mindestens einen Analyten mit mindes-
tens einem Fluorophor, 
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[0066] b) Aufbringen von mindestens einen markierten Analyten aus Schritt a) oder eines fluo-
reszierenden Analyten auf ein Substrat gemäß der vorliegenden Erfindung, 

[0067] c) Anregen von mindestens einem Fluorophors durch Bestrahlen des Substrats mit Licht 
geeigneter Wellenlänge, und 

[0068] d) Messen der Fluoreszenz zur Bestimmung des Vorhandenseins von mindestens einen 
Analyten in der Probe. 

[0069] Das erfindungsgemäße Substrat, das in der Lage ist die Fluoreszenzausbeute von 
Fluorophoren und sonstigen fluoreszierenden Molekülen oder Substanzen signifikant zu erhö-
hen, kann für Verfahren eingesetzt werden, in denen die Fluoreszenz von Proben gemessen 
werden soll. Durch die Verwendung des erfindungsgemäßen Substrats in solchen Verfahren, 
lässt sich die Sensitivität solcher Verfahren signifikant erhöhen, so dass nicht nur das Vorhan-
densein geringster Mengen an zu bestimmenden Analyten bestimmt sondern auch die Quantifi-
zierung (geringer Mengen) von Analyten exakter durchgeführt werden kann. 

[0070] In einem ersten Schritt werden die zu bestimmenden bzw. die zu quantifizierenden 
Analyten in einer Probe direkt oder indirekt mit einem Fluorophor oder einer fluoreszierenden 
Substanz markiert. Bei einer direkten Markierung des Analyten wird das mindestens eine Flu-
orophor oder die mindestens eine fluoreszierende Substanz kovalent oder nicht-kovalent (z.B. 
durch Wasserstoffbrückenbindung, elektrostatische Bindung, Van-der-Waals-Kräfte, hydropho-
be Wechselwirkungen) an den zu bestimmenden bzw. zu quantifizierenden Analyten gebunden. 
Bei einer indirekten Markierung werden in die Probe fluoreszenzmarkierte Moleküle (z.B. Anti-
körper oder Fragmente davon) eingebracht, die in der Lage sind an den Analyten zu binden. 
Dieser erste Verfahrensschritt ist optional, da es zu bestimmende bzw. zu quantifizierende 
Analyten gibt, die von sich aus bereits in der Lage sind - bei entsprechender Anregung - zu 
fluoreszieren. Proben, die derartige Analyten umfassen, können direkt oder nach einer Proben-
aufbereitung auf das erfindungsgemäße Substrat aufgebracht werden (siehe Schritt b) des 
erfindungsgemäßen Verfahrens). 

[0071] Nach Aufbringen des mindestens einen markierten Analyten aus Schritt a) oder des 
fluoreszierenden Analyten auf das erfindungsgemäße Substrat wird das Fluorophor bzw. die 
fluoreszierende Substanz oder der fluoreszierende Analyt mittels Bestrahlen des Substrats mit 
kohärentem oder nicht kohärentem Licht (z.B. Laser oder Xenon-Blitz Lampe) geeigneter Wel-
lenlänge zur Fluoreszenzemission angeregt. 

[0072] „Licht geeigneter Wellenlänge", wie hier verwendet, bedeutet, dass das im erfindungs-
gemäßen Verfahren verwendete Licht eine Wellenlänge aufweist, die geeignet ist, die Fluores-
zenzemission einer Substanz bei in Kontakt treten zu induzieren. Beispielsweise ist Licht mit 
einer Wellenlänge von 485 geeignet die Fluoreszenzemission von Fluorescein Isothiocyanat 
(FITC) zu induzieren. 

[0073] Nach Anregung der fluoreszierenden Substanzen mittels Lichts emittieren diese Sub-
stanzen Licht (Fluoreszenz) einer bestimmten Wellenlänge. Dieses emittierte Licht einer defi-
nierten Wellenlänge wird gemessen und kann zur Quantifizierung oder zur Bestimmung der 
Anwesenheit eines Analyten in einer Probe verwendet werden. Das emittierte Licht kann mit 
Hilfe von einem Detektor (z.B. Photomultiplier) gemessen werden. Zum Einsatz können hierbei 
handelsübliche Mikrotiterplatten Lesegeräte (Tecan F200pro, BioTek Synergy, Molecular De-
vices FilterMax oder SpectraMax Reihe etc.), Flachbett Fluorescence Scanner (z.B. Tecan LS- 
Reloaded, Fluoreszenzmikroskope oder jedes andere proprietäre Analysesystem (Roche 
COBAS, Abbot AxSYM, Behring Opus Plus), wenn ein entsprechender Fluoreszenzdetektor 
integriert wird) gelangen. 

[0074] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung weist das min-
destens eine Fluorophor eine Anregungswellenlänge im Bereich von 360 bis 780 nm, vorzugs-
weise von 490 bis 680 nm, auf. 

[0075] Gemäß einer weiteren bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung weist 
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das mindestens eine Fluorophor eine Emissionswellenlänge im Bereich von 410 bis 800 nm, 
vorzugsweise von 510 bis 710 nm, auf. 

[0076] Das mindestens eine Fluorophor ist vorzugsweise ausgewählt aus der Gruppe beste-
hend aus Methoxycoumarin, Aminocoumarin, Cy2, Alexa Fluor 488, Fluorescein Isothiocyanat 
(FITC), Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 532, Cy3, Alexa Fluor 555, 5-TAMRA, Alexa Fluor 546, 
Phycoerythrin (PE), Tetramethyl Rhodamin Isothiocyanat (TRITC), Cy3.5, Rhodamin, Alexa 
Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Cy5, Alexa Fluor 660, Cy5.5, 
Alexa Fluor 680 und Cy7, vorzugsweise aus der Gruppe bestehend aus Fluorescein Isothiocya-
nat (FITC), Cy3, Phycoerythrin (PE), Tetramethyl Rhodamin Isothiocyanat (TRITC), Cy5 und 
Alexa Fluor 680. 

[0077] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung erfolgt das 
indirekte Markieren des Analyten mit mindestens einem Fluorophor mittels eines Fluorophor-
markierten und Analyt-bindenden Moleküls erfolgt. 

[0078] Gemäß einer weiteren bevorzugten Ausführungsform der vorliegenden Erfindung ist das 
Analyt-bindende Molekül aus der Gruppe bestehend aus Antikörper, Antikörperfragmente, 
vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder scFv Fragmente, Nukleinsäuren, Enzymen, Lipiden, Virusparti-
keln, Aptameren und Kombinationen davon ausgewählt. 

[0079] Die vorliegende Erfindung wird anhand der folgenden Figuren und Beispiele eingehen-
der erläutert, ohne jedoch auf diese beschränkt zu sein. 

[0080] Fig. 1  zeigt eine drei dimensionale AFM („Atomic Force Microscope"; Raster-
kraftmikroskop) Darstellung eines mit Metall beschichteten erfindungsge-
mäßen planaren festen Trägers (siehe Beispiel 1). 

[0081] Fig. 2  zeigt den MEF-Effekt in Abhängigkeit vom Fluorophortyp und einer Silber-
schichtdicke von 0, 20 und 50 nm Ag. Der MEF-Effekt äußert sich im beo-
bachteten „relativen Anstieg", also dem Verhältnis des Signals zum Ende 
der Messzeit nach 600 Sekunden (t600) zum Signal bei Beginn der Mes-
sung t(0). Ein relativer Anstieg von 1,0 bedeutet keine Signaländerung 
und damit keinen MEF. Je höher der relative Anstieg ausfällt, umso stär-
ker ist der MEF-Effekt. Es ist ein genereller Trend zu höherem MEF mit 
zunehmender Metallschichtdicke zu beobachten, der aber von Fluorophor 
zu Fluorophor variiert. 

[0082] Fig. 3  zeigt die Abhängigkeit des MEF von Silberschichtdicke in 5 nm Schritten 
für AlexaFlour 680 (siehe Beispiel 2). Ab einer Schichtdicke von 5 nm ist 
eine deutliche Zunahme des MEF- Effekts zu beobachten. 

[0083] Fig. 4 und 5 zeigen AFM Aufnahmen von erfindungsgemäßen Substraten/Strukturen 
umfassend Vertiefungen unterschiedlicher Periode. 

[0084] Fig. 6  zeigt die Abhängigkeit des MEF-Effekts von der Periode (0,8 bis 2,2 µm) 
der Strukturen. 

[0085] Fig. 7  zeigt die Abhängigkeit des MEF von der Tiefe der Strukturen. 

[0086] Fig. 8 und 9 zeigen die erhaltenen MEF-Verstärkungsfaktoren im Vergleich zu Kolloid 
beschichteten Oberflächen und MEF Oberflächen aus dem Stand der 
Technik (Fa. PLASMONIX; Quanta-Wells 2; „Mitbewerber Struktur"). 

[0087] Fig. 10  zeigt eine MEF-Kinetik auf Nano-Pillars (Nano-Säulen, Erhebungen) und 
Inverted Nano Pillars (Vertiefungen). 

[0088] Fig. 11  zeigt die Durchführung eines Anti-Hasen IgG Fluoreszenz Immunoassays 
unter Verwendung eines erfindungsgemäßen Substrates. 

[0089] Fig. 12  zeigt das erfindungsgemäße Substrat umfassend einen festen Träger, der 
mit einer Metallschicht überzogen ist. Der feste Träger weist Vertiefungen 
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mit einer Tiefe, einer Breite und einer Länge auf. Die Vertiefungen befin-
den sich am festen Träger in einem bestimmten Abstand (Periode) zuei-
nander. 

[0090] Fig. 13  zeigt die Draufsicht (A) und einen Querschnitt (B) eines erfindungsgemä-
ßen festen Trägers. Die Vertiefungen am festen Träger sind durch eine 
Breite, Länge und Tiefe gekennzeichnet und weisen einen bestimmten 
Abstand (Periode) zueinander auf. 

[0091] Fig. 14  zeigt den MEF Effekt bei Verwendung verschiedener Puffer. 

[0092] Fig. 15  zeigt verschiedene Verfahren mit denen die erfindungsgemäßen festen 
Träger inklusive Vertiefungen hergestellt werden können. 

BEISPIELE: 

Beispiel 1: Herstellung des erfindungsgemäßen Substrats 

[0093] Ausgehend vom bekannten Stand der Technik (siehe u.a. Pompa et al. Nature Nano-
technology 1(2006) :126-130; Cade et al. Nano- technology. 15(2009):20(28),US 2009/ 
0262640) wurde versucht, möglichst hohe, schlanke turm- bzw. säulenförmige Strukturen („Na-
no Pillars") herzustellen, um durch ein großes Verhältnis (1:2 bis 1:3) von Durchmesser der 
Basis zur Höhe der Struktur („Aspect Ratio") zu einer Ausdünnung der Metallschicht beim Be-
dampfen und so zur Ausbildung der laut Literatur für den MEF- Effekt nötigen Metallinselstruktu-
ren zu kommen. Daher wurden „Pillars" (Säulen; Erhebungen) mit unterschiedlichem Basis-
durchmesser (250-550nm) und unterschiedlicher Höhe (250-850nm) hergestellt. 

[0094] Zur Herstellung der Substrate wurde eine Spezialform des Spritzguss, nämlich Spritz-
prägen, angewandt. Beim Spritzprägen wird die von thermoplastischer Kunststoffschmelze in 
ein leicht geöffnetes Werkzeug bei gleichzeitigem Pressvorgang (=Prägen) eingebracht. Der 
nanostrukturierte Stempel für den Spritzguss wurde mittels Nickel-Galvanik von einem lithogra-
fisch hergestellten Silizium-Master abgezogen. Unter Silizium-Master versteht man hier einen 
mit Positivlack beschichteten Silizium-Wafer, der mittels „Laser Lithografie" belichtet und an-
schließend entwickelt wurde. 

[0095] Überraschender Weise zeigten nur die mit Metall beschichteten festen Träger mit den 
Vertiefungen (INPs) einen deutlichen MEF-Effekt, wohingegen die Substrate basierend auf 
einem festen Träger mit Erhebungen keinen oder nur einen minimalen MEF-Effekt zeigten 
(siehe Fig. 10). Daher wurden die INP Strukturen weiter untersucht. 

Beispiel 2: Einfluss der Metall-Schichtdicke 

[0096] Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Metallschichtdicke auf der Oberfläche eines 
festen Trägers mit Vertiefungen mit einem Durchmesser von ca. 450 nm hat, wurden unter-
schiedliche Schichtdicken aus Silber aufgedampft. 

[0097] Die direkte Adsorption fluoreszenzmarkierter Antikörper auf einer Oberfläche ist der 
einfachste Weg um verschieden strukturierte Oberflächen hinsichtlich Empfindlichkeit und Ver-
stärkungsfaktor zu vergleichen. Der MEF-Effekt zeigte sich dabei darin, dass im Gegensatz zu 
einer Oberfläche ohne MEF die Bindungskinetik („MEF-Kinetik") des Antikörpers direkt in Echt-
zeit verfolgt werden konnte. Dies wurde dadurch ermöglicht, dass nur die Moleküle in der Nähe 
der Oberfläche stärker leuchten, nicht jedoch die weiter entfernten, ungebundenen Moleküle. 
Die Lösung mit dem fluoreszenzmarkierten Antikörper wurde dabei auf die entsprechende 
nano-strukturierte Oberfläche aufgetropft und die Veränderung der Signals über die Zeit mit 
einem geeigneten Fluoreszentmessgerät (Tecan 200F pro) verfolgt. 

[0098] Abgesehen vom Parameter „MEF-Kinetik" lässt sich durch den Vergleich des Signals 
einer bestimmten Konzentration fluoreszenzmarkierten Antikörpers auf einer Oberfläche mit 
Nano-Metall Struktur mit dem Signal des gleichen Antikörpers auf einer Oberfläche ohne diese 
Struktur ein Verstärkungsfaktor definieren. Sicherzustellen ist dabei nur, dass die effektiven 
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Belegungsdichten, also die tatsächliche Menge Antikörper auf den der Oberflächen gleich ist. 

[0099] Dies kann leicht durch Detektion des gebundenen Antikörpers (Goat Anti-Rabbit FITC) 
mit einem markierten Sekundärantikörper (ein mit alkalischer Phosphatase markierter Donkey 
Anti-Goat Antikörper) erfolgen und erbrachte keine signifikanten Unterschiede in den Antikör-
perbelegungsdichten der getesteten Oberflächen. 

[00100] Im Falle der hergestellten Metallschichtdickenvarianten zeigte sich nun, dass der MEF-
Effekt im Bereich von 0-50 nm Ag unabhängig vom getesteten Fluorophor signifikant steigt 
(siehe Fig. 2; Rel. Anstieg von 1 bedeutet kein MEF-Effekt). 

[00101] Fig. 3 zeigt, dass eine Mindest-Schichtdicke von 5 nm nötig ist, um einen MEF zu 
erhalten. Fig. 3 zeigt zudem, dass bei einer Erhöhung der Metallschichtdicke in 5 nm Schritten 
ein kontinuierlicher Anstieg des MEF-Effekts zu beobachten ist. 

Beispiel 3: Einfluss der Struktur-Periode 

[00102] Der Abstand der Vertiefungen zueinander („Periode") könnte einen Einfluss auf den 
MEF-Effekt des erfindungsgemäßen Substrats haben. Daher wurden verschiedene feste Träger 
mit unterschiedlichen Perioden beispielhaft mit Silber beschichtet: 
 

Feld Periode [µm] 

1 0,8 

2 1,0 

3 1,4 

4 1,6 

5 1,8 

6 2,0 

7 2,2 

[00103] Figuren 4 und 5 zeigen je eine AFM Aufnahme zweier erfindungsgemäßer Substrate 
mit einer Periode von 0,8 µm bzw. 2,2 µm und einer Silberschichtdicke von 50 nm. 

[00104] Um den MEF-Effekt nachzuweisen wurden für sämtliche Felder 1 bis 7 MEF-Kinetiken 
von AlexaFlour 680 (13nM in 10mM PBS, pH 7,4) erstellt (siehe Fig. 6). Dabei konnte festge-
stellt werden, dass bei einer Periode von 0,8 und 1,0 µm der MEF-Effekt am größten war. Ab 
einer Periode von 1,2 um war der MEF-Effekt zwar deutlich geringer, aber dennoch vorhanden. 

[00105] Die nachfolgende Tabelle gibt die relativen Anstiege (Signal t=300s / Signal t=0s) der 
MEF-Kinetik Messungen verschiedener fluoreszenzmarkierter Antikörper für Feld 1 (0,8um) und 
2 (1,0) wieder. Die Silberschichtdicke auf den INPs betrug für diese Messungen 20nm, wobei 
ein mit dem jeweiligen Fluorophor markierter Ziegenantikörper gerichtet gegen Kaninchen IgG 
(verdünnt in 10mM PBS pH 7,4; c =13nM) verwendet wurde: 
 

 Feld 1 Feld 2 

FITC 1,6 1,6 

Cy5 1,9 2,1 

TRITC 1,8 1,5 

PE 1,3 1,3 

Cy3 2,3 3,2 

AlexaFl680 1,7 1,7 

[00106] Der MEF-Effekt auf den INPs konnte somit für verschiedenste Fluorophore im Wellen-
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längenbereich Ex/Em von 485/520 (FITC) bis 680/720 (AlexaFlour 680) demonstriert werden. 
Die Anwendung der INPs ist nicht auf spezielle Fluorophore beschränkt. 

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

[00107] Um den Einfluss der Tiefe der Vertiefungen (Inverted Nano- Pillars; INPs) zu untersu-
chen, wurden feste Träger mit unterschiedlichen Vertiefungstiefen (60 nm, 240 nm, 550 nm, 
755 nm und 874 nm) hergestellt und mit Silber bedampft (20 nm Schichtdicke). 

[00108] Adsorptionstests mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern ("MEF-Kinetik") zeigten, dass 
der MEF-Effekt mit steigender Vertiefungstiefe ebenfalls ansteigt. Bei festen Trägern mit Vertie-
fungen von weniger als 60 nm Tiefe wurde ein MEF-Effekt festgestellt, jedoch war dieser deut-
lich geringer im Vergleich zu den anderen Trägern (siehe Fig. 7). 

Beispiel 5: Vergleichsversuche 

[00109] Die erfindungsgemäßen Substrate zeigen im Vergleich mit herkömmlich verwendeten 
Strukturen einen verstärkten MEF-Effekt. Um dies zu belegen, wurden Mikrotiterplatten nach 
einem aus der Literatur bekannten Verfahren (Direct monitoring of molecular recognition pro-
cesses using fluorescence enhancement at colloid- coated microplates., C Lobmaier et al Jul 
2001; 14(4) : 215-22) mit Silber-Kolloiden beschichtet und deren Verstärkungsfaktoren (definiert 
als Verhältnis der Signale auf Oberfläche ohne und mit Silberkolloiden bei gleicher Antikörper-
Oberflächenkonzentration) im Vergleich zu den erfindungsgemäßen Strukturen mit Vertiefungen 
(20nm Ag, 0.8 µm Periode) ermittelt. Zusätzlich wurde das einzige laut Herstellerangaben auf 
MEF beruhende kommerzielle Mikrotiterplatten System (Fa. PLASMONIX; Quant-Wells 2) 
untersucht. 

[00110] Die Verstärkungsfaktoren des erfindungsgemäßen Substrats lagen, wie in Fig. 9 ge-
zeigt, rund 10x so hoch wie auf Kolloid-Platten oder auf Platten von PLASMONIX. Abgesehen 
von den deutlich geringeren Verstärkungsfaktoren zeigen die Mikrotiterplatten von PLASMONIX 
auch nicht die typische MEF-Kinetik (siehe Fig. 9 im Vergleich zu Fig. 7). 

Beispiel 6: Anti-Hasen IgG Fluoreszenz-Immunoassay 

[00111] Die Oberflächen eines erfindungsgemäßes Substrats, einer Kolloid beschichtete Mikro-
titerplatte (MTP) und einer Standard-Mikrotiterplatte der Fa. Greiner wie sie dem Stand der 
Technik gemäß für Immunoassays eingesetzt wird, wurden mit einer Lösung von Hasen IgG 
(2µg/ml) in PBS (10mM Phosphatpuffer mit 150mM NaCl pH 7,4) für 2h bei Raumtemperatur in 
Kontakt gebracht. Danach wurde die Lösung entfernt, die Oberfläche mit PBS der 0,1% Triton 
X-100 enthielt gewaschen und mit einer 5% Polyviniylpyrolidon Lösung zur Blockierung unspe-
zifischer Bindungen für 1h in Kontakt gebracht. Nach einem weitern Waschgang mit PBS/Triton 
X100 erfolgte eine Inkubation mit biotinmarkiertem Anti-Hasen IgG Antikörper verschiedener 
Konzentration für 1h bei RT. Die Bindung dieses Anti-Hasen IgG Antikörpers wurde schließlich 
nach einem finalen Waschgang durch eine MEF-Kinetik Messung mit Cy3- markiertem Strep-
tavidin über einen Zeitraum von 600 Sekunden nachgewiesen (siehe Fig 11). Es ist deutlich zu 
erkennen, dass auf der Standard-Mikrotiterplatte keine MEF-Kinetik auftritt und damit der Im-
munoassay auch nicht durchführbar ist. Die Kolloid beschichtete Mikrotiterplatte zeigt nur eine 
schwache, das erfindungsgemäße Substrat hingegen einen sehr deutlich ausgeprägte MEF-
Kinetik und damit auch einen Immunoassay mit wesentlich steilerer Eichkurve d.h. wesentlich 
höherer Empfindlichkeit. 

[00112] Das in diesem Beispiel verwendete erfindungsgemäße Substrat zeigte vor dessen 
Beschichtung mit Antikörpern elektrische Leitfähigkeit. Nach erfolgter Messung der MEF Kinetik 
konnte keine elektrische Leitfähigkeit des Substrats festgestellt werden. 

[00113] Dies könnte durch die Ausbildung von Silberchlorid bei Kontakt mit PBS Puffer bedingt 
sein. 
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Beispiel 7: MEF Effekt in Abhängigkeit des verwendeten Puffers 

[00114] Um die Abhängigkeit des MEF Effekts vom verwendeten Puffer zu untersuchen, wurde 
wie in Beispiel 3 die durch die Adsorption eines fluoreszenz markierten Antikörpers (Ziege Anti-
Kaninchen Antikörper, markiert mit Cy5) bedingte MEF-Kinetik beobachtet, wobei anstelle des 
PBS Puffers ein reiner Phosphatpuffer (PB; 10mM Phosphatpuffer), 1% (w/v) wäßrige Natrium 
Citrat Lösung und diH20 eingesetzt wurde. Durchgeführt wurden die Tests auf Substraten mit 
einer Periode von 1um (entsprechend Feld 2, siehe Beispiel 3). Wie aus Fig. 14 zu erkennen 
ist, lieferte die Adsorption aus PBS zwar den höchsten relativen Signalanstieg, aber es waren 
auch deutliche Signale bei Adsorption des Antikörpers aus den anderen Lösungen zu beobach-
ten. Dies könnte eine Folge der auch in Beispiel 6 beschriebenen, möglichen Ausbildung einer 
Silberchloridschicht sein, die sich positiv auf den Verstärkungseffekt auswirkt. 
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Patentansprüche  

1. Verwendung eines Substrats zur Verstärkung der Fluoreszenz eines oder mehrerer fluo-
reszierenden Moleküle, dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat einen festen poly-
meren Träger mit einer Mehrzahl voneinander getrennter Vertiefungen umfasst und der 
feste Träger zumindest teilweise mit mindestens einem Metall beschichtet ist, wobei die 
Vertiefungen einen Abstand zueinander von 0,2 µm bis 2,5 µm aufweisen. 

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

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Vertiefungen 
des festen Trägers eine Länge und eine Breite aufweisen, wobei das Verhältnis der Länge 
zur Breite 2:1 bis 1:2, insbesondere 1:1, beträgt. 

4. Verwendung nach einem der Ansprüche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Vertiefungen des festen Trägers eine Länge und eine Breite aufweisen, wobei die Länge 
und die Breite der Vertiefungen 0,1 µm bis 2 µm beträgt. 

5. Verwendung nach einem der Ansprüche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Vertiefungen eine im Wesentlichen runde Form aufweisen. 

6. Verwendung nach einem der Ansprüche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Vertiefungen eine Tiefe von 0,1 µm bis 5 µm aufweisen. 

7. Verwendung nach einem der Ansprüche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass der feste 
Träger zumindest teilweise eine oder mehr als eine übereinander angeordnete Metall-
schichten umfasst. 

8. Verwendung nach einem der Ansprüche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Metallschicht am festen Träger eine Dicke von 10 nm bis 200 nm aufweist. 

9. Verwendung nach einem der Ansprüche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Metall ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indi-
um, Kupfer, Nickel, Palladium, Platin, Zink, Zinn und Legierungen umfassend eines oder 
mehrerer dieser Metalle. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Legierung Silber, 
Indium und Zinn umfasst. 

11. Verwendung nach einem der Ansprüche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass der 
feste Träger mindestens ein Material ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus der Grup-
pe der thermoplastischen Polymere und der Polykondensate umfasst. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das thermoplastische 
Polymer ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Polyolefine, Vinylpolymere, Styrol-
polymere, Polyacrylate, Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkunstoffe. 

13. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Polykondensat 
ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus thermoplastische Polykondensate, duroplas-
tische Polykondensate und Polyaddukte. 

14. Verwendung nach einem der Ansprüche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Material des polymeren festen Trägers organische und/oder anorganische Zusatzstoffe 
und/oder Füllstoffe umfasst, wobei diese vorzugsweise ausgewählt sind aus der Gruppe 
bestehend aus TiO2, Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lipide und Wachse. 

15. Verwendung nach einem der Ansprüche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Substrat Teil einer Kapillare, einer Mikrotiterplatte, eines mikrofluidischen Chips, eines 
Teststreifens, eines Trägers für die Fluoreszenzmikroskopie, eines Sensor Arrays oder ei-
nes optischen Detektorfeldes ist. 
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16. Verwendung nach einem der Ansprüche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Metallbeschichtung an der Oberfläche des Substrats zumindest teilweise Moleküle zur di-
rekten und/oder indirekten Bindung von fluoreszierenden Molekülen umfasst. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Moleküle zur direkten 
und/oder indirekten Bindung von fluoreszierenden Molekülen ausgewählt sind aus der 
Gruppe bestehend aus Antikörper, Antikörperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder 
scFv Fragmente, Nukleinsäuren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln, Aptameren und Kombi-
nationen davon. 

18. Substrat zur Verstärkung der Fluoreszenz eines oder mehrerer fluoreszierenden Moleküle, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat einen festen polymeren Träger mit einer 
Mehrzahl voneinander getrennter Vertiefungen umfasst und der feste Träger zumindest 
teilweise mit mindestens einem Metall beschichtet ist, wobei die Vertiefungen einen Ab-
stand zueinander von 0,2 µm bis 2,5 µm aufweisen. 

19. Substrat nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die Vertiefungen des festen 
Trägers eine Länge und eine Breite aufweisen, wobei das Verhältnis der Länge zur Breite 
2:1 bis 1:2, insbesondere 1:1, beträgt. 

20. Substrat nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Vertiefungen des 
festen Trägers eine Länge und eine Breite aufweisen, wobei die Länge und die Breite der 
Vertiefungen 0,1 µm bis 2 µm beträgt. 

21. Substrat nach einem der Ansprüche 18 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Vertie-
fungen eine im Wesentlichen runde Form aufweisen. 

22. Substrat nach einem der Ansprüche 18 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Vertie-
fungen eine Tiefe von 0,1 µm bis 5 µm aufweisen. 

23. Substrat nach einem der Ansprüche 18 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass der feste 
Träger zumindest teilweise mehr als eine übereinander angeordnete Metallschichten um-
fasst. 

24. Substrat nach einem der Ansprüche 18 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass die Metall-
schicht am festen Träger eine Dicke von 10 nm bis 200 nm aufweist. 

25. Substrat nach einem der Ansprüche 18 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass das Metall 
ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Silber, Gold, Aluminium, Chrom, Indium, 
Kupfer, Nickel, Palladium, Platin, Zink, Zinn und Legierungen umfassend eines oder meh-
rerer dieser Metalle. 

26. Substrat nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die Legierung Silber, Indium 
und Zinn umfasst. 

27. Substrat nach einem der Ansprüche 18 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass der feste 
Träger mindestens ein Material ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus der Gruppe der 
thermoplastischen Polymere und der Polykondensate umfasst. 

28. Substrat nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass das thermoplastische Poly-
mer ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Polyolefine, Vinylpolymere, Styrolpoly-
mere, Polyacrylate, Polyvinylcarbazol, Polyacetal und Fluorkunstoffe. 

29. Substrat nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass das Polykondensat ausge-
wählt ist aus der Gruppe bestehend aus thermoplastische Polykondensate, duroplastische 
Polykondensate und Polyaddukte. 

30. Substrat nach einem der Ansprüche 27 bis 29, dadurch gekennzeichnet, dass das Mate-
rial des polymeren festen Trägers organische und/oder anorganische Zusatzstoffe 
und/oder Füllstoffe umfasst, wobei diese vorzugsweise ausgewählt sind aus der Gruppe 
bestehend aus TiO2, Glas, Kohlenstoff, Farbpigmente, Lipide und Wachse. 
 



 

 AT 517 746 B1  2018-03-15 

 

17 / 33 

 

31. Substrat nach einem der Ansprüche 18 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass die Metall-
beschichtung an der Oberfläche des Substrats zumindest teilweise Moleküle zur direkten 
und/oder indirekten Bindung von fluoreszierenden Molekülen umfasst. 

32. Substrat nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass die die Moleküle zur direkten 
und/oder indirekten Bindung von fluoreszierenden Molekülen ausgewählt sind aus der 
Gruppe bestehend aus Antikörper, Antikörperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder 
scFv Fragmente, Nukleinsäuren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln, Apatameren und Kom-
binationen davon. 

33. Kapillare, Chip, vorzugsweise mikrofluider Chip, Küvette, Mikrotiterplatte, ein Träger für die 
Fluoreszenzmikroskopie oder optisches Detektorfeld umfassend ein Substrat nach einem 
der Ansprüche 18 bis 32. 

34. Set umfassend mindestens eine Mikrotiterplatte, mindestens eine Kapillare, mindestens 
einen Chip und/oder mindestens eine Küvette und/oder mindestens einen Teststreifen um-
fassend ein Substrat nach einem der Ansprüche 18 bis 32 und ein mit einem fluoreszieren-
den Molekül markiertes Analyt-bindendes Molekül oder ein mit einem Enzym markiertes 
Analyt-bindendes Molekül und ein Fluoreszenzssubstrat für das Enzym. 

35. Verfahren zur Herstellung eines Substrats zur Verstärkung der Fluoreszenz eines Fluoro-
phors umfassend den Schritt des zumindest teilweise Beschichtens eines festen Trägers 
wie in den Ansprüchen 18 bis 23 und 27 bis 30 definiert mit mindestens einem Metall. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens eine Metall 
mittels eines Verfahrens ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus Sputterverfahren, 
thermisches Verdampfen, Elektronenstrahlverdampfen, Laserstrahlverdampfen, Lichtbo-
genverdampfen, Molekularstrahlepitaxie, Ionenstrahl gestützte Deposition und Ionenplattie-
ren auf die Oberfläche des festen Trägers aufgebracht wird. 

37. Verfahren nach Anspruch 35 oder 36, dadurch gekennzeichnet, dass auf die Metallbe-
schichtung an der Oberfläche des Substrats zumindest teilweise Moleküle zur direkten 
und/oder indirekten Bindung von Fluorophoren aufgebracht werden. 

38. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass die Moleküle zur direkten 
und/oder indirekten Bindung von Fluorophoren ausgewählt sind aus der Gruppe bestehend 
aus Antikörper, Antikörperfragmente, vorzugsweise Fab, F(ab)'2 oder scFv Fragmente, 
Nukleinsäuren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln und Kombinationen davon. 

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

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

b) Aufbringen des mindestens einen markierten Analyten aus Schritt a) oder eines fluores-
zierenden Analyten auf ein Substrat gemäß einem der Ansprüche 18 bis 32, 

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

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

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens eine Flu-
orophor eine Anregungswellenlänge im Bereich von 360 bis 780 nm, vorzugsweise von 
490 bis 680 nm, aufweist. 

41. Verfahren nach Anspruch 39 oder 40, dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens 
eine Fluorophor eine Emissionswellenlänge im Bereich von 410 bis 800 nm, vorzugsweise 
von 510 bis 710 nm, aufweist. 
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42. Verfahren nach einem der Ansprüche 39 bis 41, dadurch gekennzeichnet, dass das 
mindestens eine Fluorophor ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Methoxycoum-
arin, Aminocoumarin, Cy2, Alexa Fluor 488, Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Alexa Fluor 
430, Alexa Fluor 532, Cy3, Alexa Fluor 555, 5-TAMRA, Alexa Fluor 546, Phycoerythrin 
(PE), Tetramethyl Rhodamin Isothiocyanat (TRITC), Cy3.5, Rhodamin, Alexa Fluor 568, 
Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Cy5, Alexa Fluor 660, Cy5.5, Alexa 
Fluor 680 und Cy7, vorzugsweise aus der Gruppe bestehend aus Fluorescein Isothiocya-
nat (FITC), Cy3, Phycoerythrin (PE), Tetramethyl Rhodamin Isothiocyanat (TRITC), Cy5 
und Alexa Fluor 680. 

43. Verfahren nach einem der Ansprüche 39 bis 42, dadurch gekennzeichnet, dass das 
indirekte Markieren des Analyten mit mindestens einem Fluorophor mittels eines Fluoro-
phor-markierten und Analyt-bindenden Moleküls erfolgt. 

44. Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, dass das Analyt-bindende Mole-
kül aus der Gruppe bestehend aus Antikörper, Antikörperfragmente, vorzugsweise Fab, 
F(ab)'2 oder scFv Fragmente, Nukleinsäuren, Enzymen, Lipiden, Viruspartikeln, Aptameren 
und Kombinationen davon ausgewählt ist. 

Hierzu 15 Blatt Zeichnungen  
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