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(54) Title: OPTICAL STRUCTURE FOR MULTI-PIIOTON EXCITATION AND TIIE USE TIIEREOF
(54) Bezeichnung: OPTISCITE STRUKTUR ZUR MULTT-PITOTONEN-ANREGUNG UND DEREN VERWENDUNG

(57) Abstract: ‘The invention relates to a variable embodiment of an optical structure, comprising an optical waveguide with a
wave-guiding layer (a) that is at at least one h. Suid optical sirueture i characterised in that the
iniensity of excitation light that is input into the layer (a) and guided through said layer (a) is sulficicntly high on and in said layer (2)

to excite les capable of lumi and/or ph located on the surface of the layer (a) or at a distance of
less than 200 nm from the latter (a), by means of multi-photon excitation, preferably two-phote i Preferred i
are those which allow a linear or planar multi-phots itation along the excitation light that is guided through the layer (a). ‘The

invention also relates Lo various embodiments of oplical systems and analytical systems comprising an excitation light source and
an inventive embodiment of an optical structure and 10 methods based thereon, in particular (o luminescence excitalion and 10 the
luminescent detection of one or several analytes by means of multi-photon excitation, in addition to the use of said embodiments and

methods.

(57) Zusammenfassung: Die Lrfindung betrifft eine variable Ausfiihrungsform einer optischen Struktur, umfassend einen opti-
schen iler, mil einer hei mir einer E . wel i Schicht (a), dadurch ge-
kennveichnel, dass die Tnlensiiil eines in die Schicht (a) eingekoppelten und in der Schicht (a) geliihrien Anregungslichls aul der
Schicht (a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um aul der Ober(léche der Schicht ¢a) oder in cinem Abstand von weni-
ger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche, lumineszenzfihige und/oder photoreaktive Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung,
or ise 2-Phot Anry Bevorzugt sind dabei solche Auft formen, welche eine lini oder fla-
chenhatte Multi-Photonen-Anregung, léngs des in der Schicht (a) gefiihrten Antegungslichts, erméglichen. Die lirfindung betrifft
auch verschiedene Ausfiihrungsformen optischer Systeme und analytischer Systeme mil efner Anregungslichiguelle und einer er-
findungsgemissen Ausfiihrung ciner optischer Struktur sowic daraul basicrende Verfahren, insbesondere zur Lumineszenzanregung
sowic zum Lumineszenznachweis cines oder mehrerer Analyten mitiels Multi-Photonen-Anrcgung, sowie deren Verwendung.
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Optische Struktur zur Multi-Photonen-Anregung und deren

Verwendung

Die Erfindung betrifft eine variable Ausfiihrungsform einer optischen Struktur,
umfassend einen optischen Wellenleiter, mit einer bei mindestens einer
Anregungswellenlédnge transparenten, wellenleitenden Schicht (a), dadurch
gekennzeichnet, dass die Intensitiit eines in die Schicht (a) eingekoppelten und in der
Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts auf der Schicht (a) und in der Schicht (a)
ausreichend hoch ist, um auf der Oberfléiche der Schicht (a) oder in einem Abstand von
weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche, lumineszenzfdhige und / oder
photoreaktive Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung, vorzugsweise 2-Photonen-
Anregung, anzuregen. Bevofzug! sind dabei solche Ausfiihrungsformen, welche eine
linienhafte oder flachenhafte Multi-Photonen-Anregung, lings des in der Schicht (a)
gefiihrten Anregungslichts, erméglichen. Die Erfindung betrifft auch verschiedene
Ausftihrungsformen optischer Systeme und analytischer Systeme mit einer
Anregungslichtquelle und einer erfindungsgemissen Ausfiihrung einer optischen Struktur
sowie darauf basierende Verfahren, insbesondere zur Lumineszenzanregung sowie zum
Lumineszenznachweis eines oder mehrerer Analyten mittels Multi-Photonen-Anregung,

sowie deren Verwendung.

Ziel der vorliegenden Brfindung ist die Bereitstellung von optischen Strukturen und
einfach durchfiihrbaren optischen Verfahren, um im Nahfeld der wellenleitenden Schicht
der Struktur, d.h. auf dieser Struktur oder in einem Abstand von weniger als etwa 200
nm, eine Multi-Photonen-Anregung lumineszenzfihiger und / oder photoreaktiver

Molekiile zu ermdglichen.

Im Rahmen dieser Erfindung wird unter einer ,,Multi-Photonen-Anregung* verstanden,
dass ein Molekiil (oder eine molekulare Gruppe) mehrere Photonen einer eingestrahlten
Anregungswellenldnge absorbiert, bevor es (sie) aus dem daraus resultierenden

apgeregten Zustand in einen anderen Zustand, insbesondere den Grundzustand,
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zuriickkehrt. Das Resultat einer solchen Multi-Photonen-Anregung kann eine bei der
Riickkehr in den Grundzustand ausgestrablte Lumineszenz, insbesondere Fluoreszenz,
mit kiirzerer Wellenldnge als der eingestrahlten Anregungswellenlénge sein. Es kann aber
auch in der Uberwindung der Aktivierungsenergie zum Ubergang in einen photoreaktiven
Zustand bestehen. Dieser photoreaktive Zustand kann zur Ausbildung von molekularen
Bindungen zu anderen Molekiilen oder Molekiilkomplexen fiihren (z. B. in Form einer
Photopolymerisation) oder auch zum Bruch bestehender Bindungen (Photodissoziation,
gegebenenfalls gefolgt von einer Desorption). Entsprechend wird unter einer ,JEin-
Photonen-Anregung® verstanden, dass ein Moleklil durch Absorption eines einzelnen

Photons in besagten angeregten Zustand angeregt wird.

Unter dem Begriff Molekiil soll nachfolgend, sofern nicht explizit anders bezeichnet, der
Begriff ,,molekulare Gruppe” (wie z. B. ein Fluoreszenzlabel als Teil eines

fluoreszenzmarkierten Molekiils) subsumiert sein.

Beispielsweise in der biochemischen Analytik besteht ein hober Bedarf nach
Anordnungen und Methoden, mit denen, unter Verwendung von auf einer Oberfliche
immobilisierten biochemischen oder biologischen oder synthetischen
Erkennungselementen, ein in einer zugefiihrten Probe befindlicher Analyt mit hoher
Selektivitit und Empfindlichkeit nachgewiesen werden kann. Viele bekannte

Nachweismethoden stiitzen sich dabei auf die Bestimmung einer oder mehrerer

Lumir 1 in An heit des Analyten.

Mit dem Begriff “Lumineszenz” wird dabei in dieser Anmeldung die spontane Emission
von Photonen im ultravioletten bis infraroten Bereich nach optischer oder nichtoptischer,
wie beispielsweise elektrischer oder chemischer oder biochemischer oder thermischer
Anregung, bezeichnet. Beispielsweise sind Chemilumineszenz, Biolumineszenz,
FElektrolumineszenz und insbesondere Fluoreszenz und Phosphoreszenz unter dem

Begriff “Lumineszenz” mit eingeschlossen.
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Der Begriff “optische Transparenz eines Materials” wird im folgenden in dem Sinne
verwendet, dass die Transparenz dieses Materials bei mindestens
einer Anregungswellenlénge gefordert wird. Bei einer ldngeren oder kiirzeren

Wellenlinge kann dieses Material auch absorbierend sein.

Mittels hochbrechender Diinnschichtwellenleiter, basierend auf einem nur einige hundert
Nanometer diinnen wellenleitenden Film auf einem transparenten Trégermaterial, konnte
in den letzten Jahren die Empfindlichkeit deutlich gesteigert werden. Beispielsweise wird
in dexr WO 95/33197 eine Methode beschrieben, in der das Anregungslicht tiber ein
Reliefgitter als diffraktives optisches Element in den wellenleitenden Film eingekoppelt
wird. Die Oberfliche der Sensorplattform wird mit einer den Analyten enthaltenden
Probe in Kontakt gebracht, und die isotrop abgestrahlte Lumineszenz in der Eindringtiefe
des evaneszenten Feldes befindlicher lumineszenzfihiger Substanzen wird mittels
geeigneter Messvorrichtungen wie zum Beispiel Photodioden, Photomultiplier oder
CCD-Kameras gemessen. Es ist anch moglich, den in den Wellenleiter rtickgekoppelten
Anteil der evaneszent angeregten Strahlung tiber ein diffraktives optisches Element, zum
Beispiel ein Gitter, auszukoppeln und zu messen. Diese Methode ist zum Beispiel in der

‘WO 95/33198 beschrieben.

Die Begriffe “evaneszentes Feld” und “Nahfeld” werden nachfolgend synonym

verwendet.

Ein Nachteil aller oben im Stand der Technik, insbesondere in der WO 95/33197 und
‘WO 95/33198 beschriebenen Verfahren zur Detektion evaneszent angeregter
Lumineszenz liegt darin, dass auf der als homogener Film ausgebildeten welienleitenden
Schicht der Sensorplattform jeweils nur eine Probe analysiert werden kaun. Um weitere
Messungen auf derselben Sensorplattform durchfithren zu konnen, sind fortlanfend
aufwendige Wasch- bzw. Reinigungsschritte notwendig. Dieses gilt insbesonders, wenn
ein von der ersten Messung verschiedener Analyt detektiert werden soll. Im Falle eines

Immunoassays bedeutet dieses im allgemeinen, dass die gesamte immobilisierte Schicht

JP 2004-530125 A 2004.9.30
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auf der Sensorplattform ausgetauscht oder gleich eine neue Sensorplattform als Ganzes

verwendet werden muss.

Es besteht daher zugleich das Bediirfnis, ein Verfahren zu entwickeln, welches es erlaubt,
parallel, das heisst gleichzeitig oder direkt hintereinander ohne zusatzliche

Reinigungsschritte, mehrere Proben zu analysieren.

Zur gleichzeitigen oder aufeinanderfolgenden Durchfiihrung von ausschliesslich
lumineszenzbasierenden Mehrfachmessungen mit im wesentlichen monomodalen,
planaren anorganischen Wellenleitern sind, z. B. in der WO 96/35940, Vorrichtungen
(Arrays) bekannt geworden, in denen auf einer Sensorplattform wenigstens zwei
getrennte wellenleitende Bereiche angeordnet sind, die getrennt mit Anregungslicht
bestrahit werden. Die Aufteilung der Sensorplatiform in getrennte wellenleitende
Bereiche hat allerdings nachteilig zur Folge, dass der Platzbedarf fiir diskrete
Messbereiche, in diskreten wellenleitenden Bereichen auf der gemeinsamen

Sensorplattform relativ gross ist und daher wieder nur eine verhiltnisiméssige geringe

Dichte unterschiedlicher Messfelder (oder so “fe "} erreicht werden kann.

Es besteht daher ausserdem der Bedarf nach einer Vergrossernng der Feature-Dichte bzw.

nach einer Verkleinerung der erforderlichen Fliche pro Messbereich.

Basierend auf einfachen Glas- oder Mikroskop-Plittchen, ohne zusitzliche
wellenleitende Schichten, sind Arrays mit einer sehr hohen Feature-Dichte bekannt.
Beispielsweise werden in der US 5445934 (Affymax Technologies) Arrays von
Oligonukleotiden mit einer Dichte von mehr als 1000 Features pro Quadratzentimeter
beschrieben und beansprucht. Die Anregung und das Auslesen solcher Arrays beruht auf
klassischen optischen Anordnungen und Methoden. Es kann das ganze Array gleichzeitig
mit einem aufgeweiteten Anregungslichtbiindel beleuchtet werden, was jedoch zu einer
relativ geringen Empfindlichkeit fiihrt, da die Anregung nicht auf die wechselwirkende
Oberfliche beschrinkt ist und da ausserdem der Streulichtanteil relativ gross ist und

Streulicht oder Untergrundfluoreszenzlicht aus dem Glassubstrat auch in den Bereichen
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erzeugt wird, in denen sich keine zur Bindung des Analyten immobilisierten
Oligonukleotide befinden. Um die Anregungsintensitiit zu erhdhen und die
Empfindlichkeit bei der Detektion zu verbessern, werden vielfach konfokale
Messanordnungen eingesetzt und die verschiedenen Features sequentiell mittels
“Scannen” ausgelesen. Dieses hat jedoch einen griésseren Zeitaufwand zam Auslesen

eines grossen Arrays und einen relativ komplexen optischen Aufbau zur Folge.

Es besteht daher das Bediirfnis nach einer Ausgestaltung der.Sensorplattform und nach
einer optischen Messanordnung, womit eine ebenso hohe oder sogar noch hishere
Empfindlichkeit erzielt werden kann, wie diese mit Sensorplattformen basierend auf
Diinnschichtwellenleitern erreicht wurde, und mit der zugleich die Messfléiche pro

Feature minimiert werden kann.

In einer co-pendenten Anmeldung (PCT/EP 00/04869) wird eine Sensorplattform mit
einem Schichtwellenleiter, umfassend eine optisch transparente Schicht (a) anf einér
zweiten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a) und einer in der
optisch transparenten Schicht (a) modulierten Gitterstruktur (c) mit darauf erzeugten
Messbereichen beschrieben. Dabei kann durch geeignete Wahl der Parameter,
insbesondere der Gittertiefe, nach Einkopplung von Anregungslicht zu den
Messbereichen und damit verbundener Lumineszenzanregung im Nahfeld der Schicht (a)
das in die Schicht (a) riickgekoppelte Lumineszenzlicht iber kiirzeste Strecken, d.h.
wenige hundert Mikrometer vollstindig ausgekoppelt und damit an einer weiteren

Ausbreitung in der wellenleitenden Schicht (a) gehindert werden.

Durch diese Anordnung ist es méglich, einen hochempfindlichen gleichzeitigen
Nachweis einer Vielzahl von Analyten auf sehr engem Raum durchzufiihren. Durch
Optimjerung dex Strahlengénge und Ausblenden von Reflexionen oder Streulicht kann
die Empfindlichkeit weiter gesteigert werden, jedoch bleiben schliesslich die
Untergrundsignale und das damit verbundene Rauschen des Untergrunds limitierend.
Dieses ist fiir diese, ebenso wie fiir alle vorgenannten Anregungs- und Detektions-

konfigurationen, unter anderem dadurch bedingt, dass bei den meisten verwendeten
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Lumineszenzfarbstoffen der spektrale Abstand zwischen Anregungs- und
Emissionswellenliinge (Stokes-Shift) relativ gering ist, typischerweise zwischen 20 nm
und 50 nm. Zwar sind einige Lumineszenzfarbstoffe bekannt, welche einen grossen
Stokes-Shift, bis etwa 300 nm, aufweisen, wie beispielsweise einige Lanthanid-
Komplexe. Diese besitzen nachteilig jedoch im allgemeinen eine relativ niedrige

Quantenausbeute und / oder Photostabilitit.

Ausserdem ist bei den bekannten Anordnungen basierend auf hochbrechenden
Diinnschichtwellenleitern, beispielsweise basierend auf wellenleitenden Schichten aus
Tay0s oder TiO,, mit herkémmlicher Anregung nachteilig, dass die Ausbreitungsverluste
dieser Wellenleiter, wie auch die Eigenfluoreszenz dieser Diinnschichtwellenleiter
(beispielsweise durch Spuren von fluoreszenten Verunreinigungen in der Schicht (b)),
bei kurzen Anregungswellenléingen drastisch ansteigen. So ist hier kurzwellige Anregung
bei etwa 450 nm bis 500 nm limitiert. Es wiire jedoch eine Anordnung wiinschenswert,
mit der Fluorophote auch bei kiirzeren Wellenldngen angeregt werden und ihre
Lumineszenzen mit einem moglichst niedrigen oder bestenfalls sogar ohne Untergrund

detektiert werden kénnen.

Seit kurzem sind Methoden bekannt geworden, welche eine nahezu hintergrundfreie
Lumineszenzdetektion erlauben und auf Multi-Photonen-Anregung, insbesondere 2-
Photonen-Anregung beruhen. Eine 2-Photonen-Anregung erfordert jedoch extrem hohe
Feldstiirken bzw. Intensititen des Anregungslichts. Diese erreicht man in den
beschriebenen Anordnungen mit lejstungsstarken Pulslasern extrem kurzer Pulslingen
(typischerweise von Femtosekunden). Diese optischen Anordnungen sind jedoch mit sehr
hohen Systemkosten verbunden und stellen hohe Anforderungen an die fachliche
Qualifikation des Benutzers. Sie sind daber fiir routinemissigere Anwendungen,
ausserhalb des Forschungsbereichs, nicht geeignet. Beispielsweise wird in einer sehr
frilhem Arbeit, in der US 3572941 aus dem Jahre 1967, zur Entwicklung von
Anordnungen fiir 3-dimensionale Bildwiedergabe und ~speicherung, beschrieben, dass
beispielsweise zur (permanenten) Anderung der optischen Dichte eines

Speichermediums, z. B. eines Einkristalles, beispielsweise CaF, dotiert mit La,
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Anregungsintensititsdichten in der Gréssenordnung von mindestens 20 MW/cm®
erforderlich sind. Solche Intensititsdichten sind beispielsweise mit gepulsten
Hochleistungslasern in konfokalen mikroskopischen Anordnungen erreicht und
beschrieben worden, wie zum Beispiel in der US 5034613 mit einem
Laserfokusdurchmesser von weniger als einem Mikrometer in der Fokusebene des
Mikroskops. Die Ausmessung einer ausgedehnten Fliche mittels Scannens erfordert
jedoch wiederum neben dem grossen instrumentellen Aufwand nachteilig auch einen
hohen Zeitaufwand.

Es wurde nun tiberraschend gefunden, dass mit einer optischen Struktur, basierend anf
einem Diinnschichtwellenleiter mit einer bei mindestens bei der Anregungswellenlinge
transparenten, wellenleitenden Schicht (a) auf einer bei mindestens dieser
Anregungswellenlinge ebenfalls transparenten Schicht (b) mit niedrigerem
Brechungsindex als Schicht (a) bei geeigneter Wahl der physikalischen Parameter und

1,

unter Einsatz ausreichend hoher Anregungslichti i die it eines in die

Schicht (a) eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts auf der
Schicht (a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, wm auf der Oberfliche der Schicht
(a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile

mittels Multi-Photonen-Anregung zur Lumineszenz anzuregen.

Mit einer bevorzugten Ausfiihrungsform einer erfindungsgemissen optischen Struktur,
ausgebildet als ein planarer Diinnschicht-Wellenleiter, mit einer bei mindestens einer
Anregungswellenldnge transparenten Schicht (a) auf einer bei mindestens dieser
Anregungswellenlinge ebenfalls transparenten Schicht (b)'mit niedrigerem
Brechungsindex als Schicht (a) und mindestens einer in Schicht (a) modulierten
Gitterstruktur (), konnte iiberraschend gezeigt werden, dass die Intensitit eines unter
dem Resonanzwinkel zur Einkopplung in die Schicht (a) eingestrahlten Anregungslichts
auf der Schicht (a) und in der Schicht (a) sogar ldngs des gesamten Ausbreitungsweges
des Anregungslichts in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um liniephaft und sogar
flichenhaft léings dieses Ausbreitungsweges eine 2-Photonen-Anregung auf der Schicht

(a) immobilisierter lumineszenzfihiger Molekiile zu erméglichen. Dabei kann durch 2-
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Photonen-Absorption eine so starke Lumineszenz erzeugt werden, dass sie sogar bei

Raumlicht mit blossem Auge erkennbar ist.

‘Wihrend bis jetzt eine Multi-Photonen-Anregung nur auf kleinstem Raum, n&mlich im
Fokus leistungsstarker (im allgemeinen mit hoher Repetitionsrate gepulster) Laser
(typischerweise Femtosekunden-Laser) méglich war, ermdglicht die vorliegende
Erfindung eine gleichzeitige 2-Photonen-Lumineszenz-Anregung und ~Beobachtung in
makroskopischen Ausdehnungen, d..h. iiber Lingen von Millimetern bis Zentimetern und
anf Flichen von Quadratmillimetern bis Quadratzentimetern. Zugleich konnen dank der
vorliegenden Erfindung die Anforderungen an die Pulsenergien der
Anregungslichtquellen wihrend eines einzigen Pulses deutlich gesenkt werden, was
bedeutet, dass auch die Verwendung lingerpulsiger Laser (z. B. von Pikosekunden- oder
sogar Nanosekunden-Lasern anstelle von Femtosekunden-Lasern) oder sogar von
Lkontinuierlich emittierenden (cw) Lasern zur Multi-Photonen-Lumineszenzanregung mit

einer erfindungsgemissen optischen Struktur méglich wird.

Ein wesentlicher Vorteil einer Lumineszenzanregung, insbesondere zum Analytnachweis

mithilfe oberflict bundener Erk lemente fiir den Analyten, mittels Multi-
Photonen-Anregung im evaneszenten Feld eines Wellenleiters, im Vergleich zur
klassischen Anregung mittels Ein-Photonen-Absorption, ist eine nochmals deutlich
verschirfte Selektivitéit der Anregung mit wachsendem Abstand von der hochbrechenden
Wellenleiter-Oberfliche, Wihrend die Stirke des evaneszenten Feldes, und (proportional
dazu) damit die Intensitét einer in diesem Feld nach klassischer Ein-Photonen-Anregung
erzeugten Lumineszenz, exponentiell mit dem Abstand x abfallt, ist die Abnabme bei
Lumineszenz nach n-Photonen-Absorption proportional zu 1/ &™, fiir den Fall der 2-

Photonen-Anregung also proportional zu 1 1e*.

Aufgrund der mit relativ geringem Aufwand erreichbaren sehr hohen,
oberflichengebundenen Anregungslichtintensitéten, die aufgrund der sehr hohen
Verstarkungsfaktoren selbst fiir vergleichsweise niedrige eingestrahlte

Anregungsintensititen erreicht werden kénnen, eignen sich erfindungsgemésse optische
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Strukturen fiir den Einsatz in einer Vielzahl verschiedener technischer Gebiete, auch
ausserhalb der Bioanalytik, beispielsweise zur Untersuchung photophysikalischer oder
photochemischer Eigenschaften insbesondere never Materialien unter dem Einfluss hoher

Anregungslichtintensititen.

Insbesondere kénnen, wie nachfolgend genauer fiir die verschiedenen
Ausfithrungsformen der Exrfindung beschrieben, photoreaktive Molekiile oder
Molekiilgruppen innerhalb des genannten sehr kleinen Abstands von der wellenleitenden
Schicht der Struktur (z-Richtung) mittels Multi-Photonen-Anregung, vorzugsweise 2-
Photonen-Anregung, zu chemischen Reaktionen angeregt werden, Diese k&nnen in der
Ausbildung chemischer Bindungen zu benachbarten Molekiilen bestehen, beispielsweise
mit dem Brgebnis einer Photopolymerisation, mit welcher auf einfache Weise riumliche
Strukturen mit Abmessungen von molekularer Grosse in z-Richtung erzeugt werden, oder
in dem oberfléichennahen, selektiven Aufbrechen molekularer Bindungen auf einer
makroskopischen Grundfliche, woraus sich beispielsweise neue vereinfachte Methoden
fiir die Massenspektrometrie, insbesondere MALDI/TOF-MS (matrix-assisted laser
desorption / ionization time-of-flight mass spectrometry) sowie fiir molekulare

Trennungen, als eine neue, optische Chromatographie-Methode, ergeben.

Erster Gegenstand der Erfindung ist eine optische Struktur, umfassend einen optischen
Wellenleiter, mit einer bei mindestens einer Anregungswellenldnge transparenten,
wellenleitenden Schicht (a), dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitit eines in die
Schicht (a) eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts auf der
Schicht (a) ausreichend hoch ist, um auf der Oberfliiche der Schicht (a) oder in einem
Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile oder molekulare

Gruppen mittels Multi-Photonen-Anregung anzuregen.

Vorzugsweise handelt es sich bei besagtem optischem Wellenleiter um einen optischen
Diinnschichtwellenleiter, mit einer bei mindestens einer Anregungswellenlange

transparenten, wellenleitenden Schicht (a) auf einer bei mindestens dieser
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Anregungswellenldnge ebenfalls transparenten Schicht (b) mit niedrigerem
Brechungsindex als Schicht (a).

Eine Grappe von Ausfiihrungsformen der erfindungsgeméssen optischen-Struktur ist
dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den auf der Oberfléche der Schicht (a) oder in
einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) durch Multi-Photonen-Anregung
angeregten Molekiilen um photoreaktive, d.h. nach Lichtanregung chemisch reaktive
Molekiile oder molekulare Gruppen handelt. Diese photoreaktiven Molekiile knnen
beispielsweise sogenannte Photo-Initiatoren sein, welche bei Einstrahlung eines
geeigneten, typischerweise kurzwelligen Anregungslichts (z.B. UV-Licht) eine
Photopolymerisation auslosen. Diese besondere Ausfithrungsform ist also dadurch
gekennzeichnet, dass durch die Mulii-Photonen- Anregung besagter photoreaktiver
Molekiile auf der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht
(a) befindlicher Molekiile eine Photopolymerisation ausgelost wird. Gegeniiber dem
Stand der Technik ergeben sich daraus zweierlei Vorteile. Zum einen kann, unter
Einstrablung verhéltnismiéssig geringer Anregungsintensitéten in Oberflichennihe
(definiert durch den Abstand z von der wellenleitenden Schicht (a) der Strukeur,
innerhalb dessen fiir die betreffende Verbindung eine 2-Photonen-Anregung méglich ist)
effizient eine Polymerisation angeregt werden. Andererseits kénnen, gegeben durch den
Abstand z, auf einfache Weise dusserst flache (d.h. von molekularer Grosse) raumliche
Strukturen erzeugt werden. Die linien- oder flichenhafte Ausdehnung, parallel zur
Oberfliche der optischen Struktur, wird dabei begrenzt durch die Ausbreitungslange des
eingestrahlten Anregungslichts innerhalb der wellenleitenden Schicht (a). Sofern der
Prozess der Photopolymerisation auf einer in der Schicht (a) modulierten Gitterstruktur,
zur gleichzeitigen Fin- und Auskopplung des Anregungslichts (siehe ausfiihtlichere
Beschreibung weiter unten) stattfindet, kounen auch Polymerstrukturen sehr kleiner
lateraler Ausdehnungen (in der Grdssenordnung von Mikrometern) erzeugt oder
,.geschrieben® werden (durch laterale Bewegung der optischen Struktur beziiglich des
eingestrahlten Anregungslichts).
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Kennzeichen einer anderen Ausfithrungsform einer erfindungsgemsissen optischen
Struktur ist, dass durch die Multi-Photonen-Anregung besagter photoreaktiver Molekiile
auf der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)
befindlicher Molekiile eine Photodissoziation, d.h. Aufspaltung eines bis zu der Multi-
Photonen-Anregung bestehenden Molekiils oder molekularen Komplexes auf der Schicht

(a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zu der Schicht (a) ausgeldst wird.

Eine besondere Variante.besteht dabei darin, dass besagte photoreaktive Molekiile
Bestandteil einer Molekiilmatrix zur Einbettung von Molekiilen hoheren
Molekulargewichts, insbesondere von natiirlichen und kiinstlichen Polymeren bzw. yon
biologischen Molekiilen wie Proteinen, Polypeptiden und Nukleinsduren, sind. Besonders
bevorzugt ist dabei eine solche Ausfiihrungsform, welche darin besteht, dass es sich bei
der optischen Struktur um einen Probentréiger fiir die Massenspektrometrie, vorzugsweise
fiir MALDI/TOF-MS (matrix-assisted laser desorption / ionization time-of-flight mass
spectrometry) handelt.

Eine andere bevorzugte Ausfithrungsform ist eine optische Struktur, umfassend einen
optischen Diinnschicht-Wellenleiter, mit einer bei mindestens einer
Anregungswellenlinge transparenten, wellenleitenden Schicht (a) auf einer bei
mindestens dieser Anregungswellenlinge ebenfalls transparenten Schicht (b) mit
niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a), dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitit
eines in die Schicht () eingekoppelten und in der Schicht (a) gefithiten Anregungslichts
auf der Schicht (a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um auf der Oberfliche der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zuar Schicht (a) befindliche

Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung zur Eumineszenz anzuregen.

Die Einkopplung von Anregungslicht in die Schicht (a) kann {iber ein oder mehrere
optische Einkoppelelemente ans der Gruppe erfolgen, die von Prismenkopplern,
evaneszenten Kopplern mit zusammengebrachten optischen Wellenleitern mit

iiberlappenden evaneszenten Feldemn, Stirnflichenkopplern mit vor einer Stirnseite der
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wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden Linsen, vorzugsweise

Zylinderlinsen, und Gitterkopplern gebildet wird.

Es wird bevorzugt, dass die Einkopplung von Anregungslicht in die Schicht (2) iiber eine
in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur (c) erfolgt.

Ausserdem wird bevorzugt, dass es sich bei der optischen Struktur um eine planare

Diinnschicht-Wellenleiter-Struktur handelt.

Besonders bevorzugt wird eine Ausfiihrungsform der erfindungsgeméssen optischen
Struktur, umfassend einen planaren Diinnschicht-Wellenleiter, mit einer bei mindestens
einer Anregungswellenlinge transparenten Schicht (a) auf einer bei mindestens dieser
Anregungswellenlinge ebenfalls transparenten Schicht (b) mit niedrigerem
Brechungsindex als Schicht (a) und mindestens einer in Schicht (a) modulierten
Gitterstruktur (c), welche dadurch gekennzeichnet ist, dass die Intensitéit eines unter dem
Resonanzwinkel zur Einkopplung in die Schicht (a) eingestrahiten Anregungslichts auf
der Schicht (a) und in der Schicht (a) zumindest im Bereich der Gitterstruktur (c)
ausreichend hoch ist, um auf der Oberflache der Schicht (a) oder in einem Abstand von
weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile mittels Multi-Photonen-

Anregung anzuregen.

Bevorzugt handelt es sich bei der Multi-Photonen-Anregung um eine 2-Photonen-

Anregung.

Mithilfe einer erfindungsgeméssen optischen Struktur wird es erméglicht, auf der
Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 am zur Schicht (a)
befindliche Molekiile linienhaft, das heisst gleichzeitig lings des in der Schicht (a)

gefiihrten Anregungslichts, mittels Multi-Photonen-Anregung anzuregen.

Besonders vorteilhaft sind solche Ausfiithrungsformen, welche linienhafte Multi-

Photonen-Anregung von auf der Oberfliche der Schicht (2) oder in einem Abstand von
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weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindlichen Molekiilen léings einer Distanz von
mindestens 5 mm, gerechnet vom Ort der Einkopplung des Anregungslichts in die
Schicht (a), ermdglichen,

Von besonderem Vorteil ist dabei auch, wenn, unter Einstrahlung eines aufgeweiteten
Anregungslichts, auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger
als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile gleichzeitig langs des in der Schicht (a)
geflihrten Anregungslichts mittels Multi-Photonen-Anregung angeregt werden konnen.
Im Falle der Lichteinkopplung iiber ein Gitter (c) in die Schicht (a) ist dabei das

Anregungslichtbiindel vorzugsweise parallel zu den Gitterlinien aufgeweitet.

Es wird bevorzugt, dass eine erfindungsgemésse optische Struktur gleichzeitige
flachenhafte Multi-Photonen-Anregung von auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in
einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindlichen Molekiilen auf einer
Fliche von mindestens 1 ram?, stirker bevorzugt auf einer Fliche von mindestens 10

mm?, noch stérker bevorzugt auf einer Fliche von mindestens 1 om? ermoglicht.

Die sehr grosse oberflachengebundene bzw. oberflichennahe Anregungsintensitit,
insbesondere zur Erméglichung einer Multi-Photonen-Anregung, ist fiir eine Vielzahl
verschiedener Anwendungen niitzlich, insbesondere in der Biosensorik, wie spiiter

genaver ausgefiihrt, aber auch in der Nachrichten- und (Tele-)Kommunikationstechnik.

‘Weiterhin wird bevorzugt, dass die Struktur gleichférmige, unmodulierte Bereiche der
Schicht (a) umfasst, welche vorzugsweise in Ausbreitungstichtung des tiber eine
Gitterstruktur (c) eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts
angeordnet sind. Insbesondere kann die Struktur so gestaltet sein, dass sie eine Vielzahl
von Gitterstrukturen (c) gleicher oder unterschiedlicher Periode mit optional daran
anschliessenden gleichf6rmigen, unmodulierten Bereichen der Schicht (a) auf einem
gemeinsamen, durchgehenden Substrat umfasst. Daducch ist es, im Falle der
Lumineszenzanregung durch Multi-Photonen-Anregung, auch méglich, dass eine auf

oder im Nahfeld der Schicht (a) durch Muiti-Photonen-Absorption erzeugte Lumineszenz
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mindestens teilweise in die Schicht (a) einkoppelt und durch Leitung in der Schicht (a) zu
benachbarten Bereichen auf besagter optischer Struktur gefiihrt wird.

Fiir bestimmte Anwendungen ist es wiinschenswert, gleichzeitig oder sequentiell
Anregungslicht unterschiedlicher Wellenlénge fiir dieselbe optische Struktur zu
verwenden. Dann kaon es von Vorteil sein, wenn diese eine Uberlagerung von 2 oder
mehreren Gitterstrukturen unterschiedlicher Periodizitdt mit zueinander paralleler oder
nicht paralleler, vorzugsweise nicht paralleler Ausrichtung der Gitterlinien umfasst,
welche der Einkopplung von Anregungslicht unterschiedlicher Wellenlidnge dient, wobei
im Falle von 2 {iberlagerten Gitterstrukturen deren Gitterlinien vorzugsweise senkrecht

zueinander ausgerichtet sind.

Die Hohe der Ausbreitungsverluste eines in einer optisch wellenleitenden Schicht (a)
gefithrten Modes wird in hohem Masse von der Oberflichenranhigkeit einer darunter
liegenden Trigerschicht sowie von Absorption durch méglicherweise in dieser
Tragerschicht vorhandene Chromophoren bestimmt, was zusiitzlich das Risiko der
Anregung von fiir viele Anwendungen unerwiinschter Lumineszenz in dieser
Trigerschicht, durch Eindringen des evaneszenten Feldes des in der Schicht (a) gefiihrten
Modes, in sich birgt. Weiterhin kann es zum Auftreten thermischer Spannungen infolge
unterschiedlicher thermischer Ausdehnungskoeffizienten der optisch transparenten
Schichten (a) und (b) kommen. Im Falle einer chemisch empfindlichen optisch
transparenten Schicht (b), sofern sie beispielsweise aus einem transparenten
thermoplastischen Kunststoff besteht, ist es wiinschenswert, ein Eindringen von
Lésungsmitteln, welche die Schicht (b) angreifen kénnten, durch eventuell in der optisch

transparenten Schicht (a) vorhandene Mikroporen zu verhindern.

Im Falle eines aus mehreren Schichten ({a) und (b)) bestehenden Wellenleiters ist es
daher von Vorteil, wenn sich zwischen den optisch transparenten Schichten (a) und (b)
und in Kontakt mit Schicht (a) eine weitere optisch transparente Schicht (b’) mit
niedrigerem Brechungsindex als dem der Schicht (a) und einer Stéirke von 5 nm - 10 000

nm, vorzugsweise von 10 nm - 1000 nm, befindet. Durch die Einfiihrung dieser
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Zwischenschicht kénnen eine Vielzahl von Aufgaben erfiillt werden: Verringerung der
Oberfiéchenrauhigkeit unter der Schicht (a), Verminderung des Eindringens des
evaneszenten Feldes von in Schicht (a) geftihrtem Licht in die eine oder mehrere darunter
liegende Schichten, Verbesserung der Haftung der Schicht (a) auf der einen oder
mehreren darunter liegenden Schichten, Verminderung von thermisch hervorgerufenen
Spannungen innerbalb der Wellenleiter-Struktur, chemische Isolation der optisch
transparenten Schicht (a) von darunter liegenden Schichten mittels Abdichten von

Mikroporen in der Schicht (a) gegen darunter liegende Schichten.

Die Gitterstruktur (c) einer erfindungsgeméssen optischen Struktur kann ein diffraktives
Gitter mit einer einheitlichen Periode oder ein multidiffraktives Gitter sein. Es ist auch
moglich, dass die Gitterstruktur (c) eine senkrecht oder parallel zar Ausbreitungsrichtung
des in die optisch transparente Schicht (a) eingekoppelten Anregungslichts rdumlich

variierende Periodiziit anfweist.

Es gibt zahlreiche unterschiedliche Materialien, welche fiir die optisch transparente
Schicht (a) geeignet sind, Wesentlichste Voraussetzungen sind weitestm&gliche
Absorptions- und Lumineszenzfreiheit zumindest bei der Wellenlange des eingestrahlten
Anregungslichts und die Fahigkeit zur Lichtleitung zumindest tiber Distanzen in der

Grdssenordnung von Millimetern bis Zentimetern.

Fiir bestimmte Ausfiihrungsformen einer erfindungsgeméssen optischen Struktur wird
bevorzugt, dass das Material der optisch transparenten Schicht (a) aus Glas, Quarz oder
einem transparenten Kunststoff besteht, beispielsweise aus der Gruppe, welche
Polycarbonat, Polyamid, Polyimid, Polymethylmethacrylat, Polypropylen, Polystyrol,
Polyethylen, Polyacrylsiure, Polyacrylester, Polythioester, Polyphenylensulfid
Polyethylenterephthalat (PET) und Polyurethan sowie deren Derivate umfasst.

Die optisch transparente Schicht (2) kann auch ein Material aus der Gruppe von TiO,
Zn0, Nb;Os, Ta,0s, HfO, oder ZrO,, besonders bevorzugt aus TiOz oder Nb,Os oder

Ta220s, umfassen.
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Es wird weiterhin bevorzugt, dass der Brechungsindex der optisch transparenten Schicht

() grosser als 1.8 ist

Die optisch transparente Schicht (a) kann in einer Vielzahl verschiedener ,,dusserer*
Ausfiihrunggsformen vorliegen. Es kann sich hierbei um einen faserformigen oder einen
planaren Wellenleiter handeln. Auch andere technisch herstellbare Geometrien sind

moglich.

Die optisch transparente Schicht (a) kann selbsttragend sein, beispielsweise mit einer
Dicke (oder Durchmesser im Falle faserformiger Wellenleiter) in der Grossenordnung
von Mikrometern bis Millimetern. Die Schicht (a) kann auch Bestandieil eines
Mehrschichtsystems sein, mit an die Schicht (a) angrenzenden Schichten niedrigeren
Brechungsindexes als Schicht (a), wobei wiederum beispielsweise sowohl faserformige

als auch planare Ausfiihrungsformen moglich sind.

Von besonderem Vorteil insbesondere ist es, wenn die optisch transparente Schicht (a)
ein niedermodaler Wellenleiter ist, d.h. weniger als die ersten 10 Moden einer

vorgegebenen Polarisation einer eingestrahlten Anregungswellenléinge fithren kann.

Besonders bevorzugt wird, wenn die optisch transparente Schicht (a) ein niedermodaler
‘Wellenleiter ist, welcher nur 1 - 3 Moden einer vorgegebenen Polarisation einer

eingestrahlten Anregungswellenlinge fiihren kann.

‘Wie bereits vorangehend ausgefiihrt, werden besonders Ausfithrungsformen einer
erfindungsgeméissen optischen Struktur als (planarer) optischer Diinnschichtwellenleiter

bevorzugt.

Dann wird bevorzugt, dass das Material der optisch transparenten Schicht (b) der
erfindungsgémiissan optischen Struktur aus Glas, Quarz oder einem transparenten

thermoplastischen oder spritzbaren Kunststoff, beispielsweise aus der Gruppe besteht, die
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von Polycarbonat, Polyimid, Polymethylmethacrylat, Polypropylen, Polystyrol,
Polyethylen, Polyethylenterephthalat (PET) oder Polyurethan gebildet wird.

Neben dem Brechungsindex der wellenleitenden optisch transparenten Schicht (a) ist
deren Dicke der zweiie massgebliche Parameter zur Erzeugung eines moglichst starken
evaneszenten Feldes an deren Grenzflichen zu benachbarten Schichten mit niedrigerem
Brechungsindex sowie einer mdglichst hohen Energiedichte innerhalb der Schicht (a).
Dabei nimmt die Stirke des evaneszenten Feldes mit abnehmender Dicke der
wellenleitenden Schicht (a) zu, solange die Schichtdicke ausreicht, um mindestens einen
Mode der Anregungswellenliinge zu filhren. Dabei jst die minimale “Cut-off”-
Schichtdicke zur Fihrung eines Modes abhiingig von der Wellenlinge dieses Modes. Sie
ist fiir lingerwelliges Licht grosser als fiir kurzwelliges Licht. Mit Annéherung an die
“Cut-off”’-Schichtdicke nehmen allerdings auch ungewiinschte Ausbreitungsverluste,
(insbesondere durch Streuung an Streuzentren) stark zu, was die Auswahl der
bevorzugten Schichtdicke zusiitzlich nach unten begrenzt. Diese Ausbreitungsverluste
sind fiir lingerwelliges Licht allerdings im allgemeinen geringer als fiir kurzwelliges
Licht. Bevorzugt sind solche Schichtdicken der optisch transparenten Schicht (a), welche
nur die Fihrung von 1 bis 3 Moden einer vorgegebenen Anregungswellenlinge
ermdglichen, ganz besonders bevorzugt sind Schichtdicken, welche zu monomodalen
‘Wellenleitern fiir diese Anregungswellenliinge fiihren. Dabei ist klar, dass sich der

diskrete Modencharakter des gefiihrten Lichts nur auf die transversalen Moden bezieht.

Diese Anforderungen fiihren dazu, dass vorteilhaft das Produkt ans der Dicke der Schicht
(a) und ihrem Brechungsindex ein Zehntel bis ein Ganzes, bevorzugt ein Zehntel bis zwei
Drittel, der Anregungswellenliinge eines in die Schicht (a) einzukoppelnden

Anregungslichts betréigt.

Bei vorgegebenen Brechungsindices der wellenleitenden, optisch transparenten Schicht
(a) und der benachbarten Schichten ist der Resonanzwinkel fiir die Einkopplung des
Anregungslichts entsprechend der oben genannten Resonanzbedingung abhingig von der

einzukoppelnden Beugungsordnung, der Anregungswellenlinge sowie der Gitterperiode.
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Zum Erreichen einer hohen Einkoppeleffizienz ist die Einkopplung der ersten
Beugungsordnung vorteilhaft. Neben der Hohe der Beugungsordnung ist fiir die Hohe der
Einkoppeleffizienz die Gittertiefe massgebend. Prinzipiell vergrssert sich die
Koppeleffizienz mit steigender Gittertiefe. Da der Prozess der Auskopplung vollig
reziprok zur Binkopplung erfolgt, erhdht sich jedoch zugleich auch die
Auskoppeleffizienz, so dass es beispielsweise zur Anregung von Lumineszenz in einem
auf der Gitterstruktur (c) angeordneten oder an diese angrenzenden Messbereich (d)
(gemiss nachfolgender Definition), in Abhéngigkeit von der Geometrie der Messbereiche
und der eingestrahlten Anregungslichtbiindel, ein Optimum gibt. Aufgrond dieser
Randbedingungen ist es von Vorteil, wenn das Gitter (c) eine Periode von 200 nm — 1000
nm aufweist und die Modulationstiefe des Gitters (c) 3 bis 100 nm, bevorzugt 10 bis
30-nm betrigt.

Weiterhin wird bevorzugt, dass das Verhiltnis von Modulationstiefe zur Dicke der ersten

optisch transparenten Schicht (a) gleich oder kleiner als 0,2 ist.

Dabei kann die Gitterstruktur (¢) ein Reliefgitter mit Rechteck-, Dreieck- oder
halbkreisfrmigem Profil oder ein Phasen- oder Volumengitter mit einer periodischen
Modulation des Brechungsindex in der im wesentlichen planaren optisch transparenten

Schicht (a) sein.

Weiterhin kann es von Vorteil sein, wenn auf der optischen Struktur optisch oder
mechanisch erkennbare Markierungen zur Erleichterung der Justierung in einem
optischen System und / oder zur Verbindung mit Probenbehiltnissen als Teil eines

analytischen Systems aufgebracht sind.

Die erfindungsgemésse optische Struktur eignet sich insbesondere fiir den Einsatz in der
biochemischen Analytik, zum hochempfindlichen Nachweis eines oder mehrerer
Analyten in einer oder mehreren zugefiihrten Proben. Dazu werden biologische oder
biochemische oder synthetische Erkennungsken\nungselemente zur Erkennung und

Bindung nachzuweisender Analyten auf der optischen Struktur immobilisiert. Dieses
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kann grossflichig, eventuell iiber der gesamten Struktur, oder in diskreten sogenannten

Messbereichen geschehen.

Im Sinne der vorliegenden Erfindung sollen réumlich getrennte Messbereiche (d) durch
die Fliiche definiert werden, die dort immobilisierte biologische oder biochemische oder
synthetische Erkennungselementen zur Erkennung eines oder mehrerer Analyten aus
einer fliissigen Probe einnehmen. Diese Flichen konnen dabei eine beliebige Geometrie,
beispielsweise die Form.von Punkten, Kreisen, Rechtecken, Dreiecken, Ellipsen oder
Linien, haben. Es ist moglich, dass in einer 2-dimensionalen Anordnung bis zu 1 000 000
Messbereiche auf einer erfindungsgemissen optischen Struktur angeordnet sind, wobei
ein einzelner Messbereich beispielsweise eine Flache von 0.001 mm®— 6 mm’ einnehmen
kann. Innerhalb eines einzelnen Messbereichs konnen gleichartige Erkennungselemente
fiir Erkennung und Bindung bzw. Nachweis eines einzelnen Analyten auf diesem
Messbereich, oder auch unterschiedliche Erkennungselemente, zur Erkennung
verschiedener Analyten, immobilisiert sein. Es kénnen als Erkennungselemente auch
solche Verbindungen verwendet werden, welche mehrere (d.h. zwei oder mehr)
unterschiedliche Bereiche oder Abschnitte aufweisen, an welche unterschiedliche

Analyten binden kdnnen.

Beispielsweise im Falle eines planaren optischen Diinnschichtwellenleiters mit einer oder
mehreren Gitterstrukturen (c) zur Einkopplung von Anregungslicht als Wellenleiter-
Struktur konnen die Messbereiche auf einer solchen Gitterstruktur oder auf einem
gleichformigen, unmodulierten Bereich, in Ausbreitungsrichtung des gefiihrten

Anregungslichts nachfolgend auf eine solche Gitterstruktur, angeordnet sein.

Um gleichzeitig mehrere Analyten in einer Probe nachzuweisen, kann es von Vorteil
sein, zwei oder mehrere riumlich getrennte Messbereiche jeweils zn Segmenten auf der

optischen Struktur zusammenzufassen. Verschiedene Segmente konnen durch

Gitterstrukturen (¢) oder durch andere auf der optischen Struktur erzeugte
Unterteilungen, beispielsweise absotbierende Streifen eines aufgebrachten Pigments oder

die Zwischenwinde von Strukturen zur Erzeugung von Probenbehiltnissen mit der
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wellenleitenden Schicht (a) der optischen Struktur als Grundfliche, insbesondere optisch
voneinander getrennt sein, wenn ein Ubersprechen von in benachbarten Segmenten
erzeugtem und in die Schicht (a) riickgekoppeltem Lumineszenzlicht verhindert werden
soll. Zusitzlich konnen verschiedene Segmente durch eine anfgebrachte Berandung,
welche zur fluidischen Abdichtung gegen Nachbarbereiche und / oder zu einer weiteren
Verminderung optischen Ubersprechens zwischen benachbarten Segmenten beitriigt,

gegeneinander abgegrenzt werden.

Es gibt eine Vielzahl von Methoden zur Aufbringung der biologischen oder
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen auf die optisch transparente
Schicht (a). Beispielsweise kann dieses durch physikalische Adsorption bzw. durch
elektrostatische Wechselwirkung erfolgen. Die Orientierung der Erkennungselemente ist
dann im allgemeinen statistisch. Ausserdem besteht die Gefahr, dass bei unterschiedlicher
Zusammensetzung der den Analyten enthaltenden Probe oder der im Nachweisverfahren
eingesetzten Reagentien ein Teil der immobilisierten Erkennungselemente fortgespiilt
wird. Daher kann es von Vorteil sein, wenn zur Immobilisierung biologischer oder
biochemischer oder synthetischer Erkennungselemente (e) auf der optisch transparenten
Schicht (a) eine Haftvermittlungsschicht (f) aufgebracht ist. Diese
Haftvermittlungsschicht sollte ebenfalls optisch transparent sein. Insbesondere sollte die
Haftvermittlungsschicht nicht iiber die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes aus der
wellenleitenden Schicht (a) in das darfiber liegende Medium hinausragen. Daher sollte
die Haftvermittlungsschicht (f) eine Stiirke von weniger als 200 nm, vorzugsweise von
weniger als 20 nm, haben. Sie kann beispielsweise chemische Verbindungen aus der
Gruppe Silane, Epoxide, funktionalisierte, geladene oder polare Polymere und

“selbstorganisierte funktionalisierte Monoschichten” umfassen.

Wie in der Definition der Messbereiche festgestellt, ist es moglich, durch rédumlich
selektive Aufbringung von biologischen oder biochemischen oder synthetischen
Erkennungselementen auf der optischen Struktur réumlich getrennte Messbereiche (d) zu
erzeugen. Im Kontakt mit einem lumineszenzfahigen Analyten oder eines mit dem

Analyten um die Bindung an die immobilisierten Erkennungselemente konkurrierenden
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lumineszenzmarkierten Analogen des Analyten oder eines weiteren
lumineszenzmarkierten Bindungspartners in einem mehrstufigen Assay werden diese
lumineszenzfahigen Molekiile nur selektiv in den Messbereichen an die Oberfliche der
optischen Struktur binden, welche durch die Flachen definiert werden, die von den

immobilisierten Erkennungselementen eingenommen werden.

Zur Aufbringung der biologischen oder biochemischen oder synthetischen
Erkennungselementen konnen eines oder mehrere Verfahren verwendet werden aus der
Gruppe von Verfahren, die von “Ink jet spotting, mechanischem Spotting, micro contact
printing, fluidische Kontaktierung der Messbereiche mit den biologischen oder
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen durch deren Zufuhr in
parallelen oder gekreuzien Mikrokanilen, unter Einwirkung von Druckunterschieden

oder elektrischen oder elektromagaetischen Potentialen” , gebildet werden.

Als biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselementen kénnen
beispielsweise, ohne Einschrankung der Allgemeinheit, Komponenten aus der Gruppe
aufgebracht werden, die von Nukleinsiuren (beispielsweise DNA, RNA,
Oligonukieotiden), Nukleinsdureanalogen (z. B. PNA), Antikorpern und
Antikérperfragmenten, Aptameren, Peptiden und Polypeptiden, membran-gebundenen
und isolierten Rezeptoren, deren Liganden, Antigenen fiir Antikorper, “Histidin-Tag-
Komponenten”, durch chemische Synthese erzeugten Kavititen zur Anfnahme
molekularer Imprints, natiitlichen und kiinstlichen Polymeren, etc. gebildet wird.

Unter der letztgenannten Art von Erkennungselementen sind Kavititen zu verstehen, die
in einem Verfahren hergestellt werden, welches als “molecular imprinting” in der
Literatur beschrieben wurde. Dazu wird, meistens in organischer Ldsung, der Analyt oder
ein Analogon des Analyten, in einer Polymerenstruktur eingekapselt. Man bezeichnet ihn
dann als “Imprint”. Dann wird der Analyt oder sein Analogon unter Zugabe geeigneter
Reagentien aus der Polymerenstruktur wieder herausgeldst, so dass et dort eine leere
Kavitiit zuriickldsst. Diese leere Kavitdt kaon dann als eine Bindungsstelle mit hoher

sterischer Selektivitit in einem spéteren Nachweisverfahren eingesetzi werden.
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Selbstverstindlich eignet sich auch jede andere Verbindung als Erkennungselement,
welche entsprechend der gewiinschten und fiir die jeweilige Anwendung erforderlichen

Selektivitit einen nachzuweisenden Analyten erkennt und mit ihm wechselwirkt.

Es ist auch moglich, dass als biochemische oder biologische Erkennungselemente ganze

Zellen oder Zellfragmente oder zelluldre Substrukturen anfgebracht werden.

Besagte Erkennungselemente kénnen direkt auf der optischen Struktur oder vermittelt
iiber eine Haftvermittlungsschicht, wie vorangehend beschriabén, auf der optischen

Struktur aufgebracht werden.

Ausserdem ist die Funktion von ,,Erkennungselement” und ,,Analyt“ auch in der Weise

hh

dass, gegeb 1Is nach einer entsprechenden chemischen
Vorbehandlung, die in einer auf ihre Bestandteile zu untersuchtungen Verbindungen in
einer Probe auf einer erfindungsgeméssen optischen Struktur immobilisiert werden und in
einem nachfolgenden Schritt die entsprechenden biologischen oder biochemischen oder
synthetischen Erkennungselemente damit in Kontakt gebracht werden. Diskrete
Messbereiche konnen dabei beispielsweise nach Aufteilung einer Probe in einzelne
Aliquots durch deren anschliessende Aufbringung in diskreten Flichen auf der optischen
Struktur erzeugt werden. In diesem Falle wiire typischerweise in jedem Messbereich eine

Mischung verschiedener Verbindungen immobilisiert.

In vielen Fillen wird die Nachweisgrenze eines analytischen Verfahrens limitiert durch
Signale sogenannter unspezifischer Bindung, d. h. durch Siéﬂale, welche durch Bindung
des Analyten oder anderer zum Nachweis des Analyten eingesetzter Verbindungen
erzeugt werden, welche nicht nur im Bereich der eingesetzten immobilisierten
biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente, sondern auch
in davon unbedeckten Bereichen einer optischen Struktur gebunden werden,
beispielsweise durch hydrophobe Adsorption oder durch elektrostatische
‘Wechselwirkungen. Daher ist es von Vorteil, wenn zwischen den rdumlich getrennten

Messbereichen (d) gegeniiber dem Analyten “chemisch neutrale” Verbindungen zur
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Verminderung unspezifischer Bindung oder Adsorption aufgebracht sind. Als “chemisch
neutrale” Verbindungen werden dabei solche Stoffe bezeichnet, welche selbst keine
spezifischen Bindungsstellen zur Erkennung und Bindung des Analyten oder eines
Analogen des Analyten oder eines weiteren Bindungspartners in einem mehrstufigen
Assay anfweisen und durch ihre Anwesenheit den Zugang des Analyten oder seines
Analogen oder der weiteren Bindungspartner zur Oberfliiche der optischen Struktur

blockieren.

Als “chemisch neutrale” Verbindungen kénnen beispielsweise Stoffe avs den Gruppen
eingesetzt werden, die von Albuminen, insbesondere Rinderserumalbumin oder
Humanserumalbumin, nicht mit zu analysierenden Polynukleotiden hybridisierender,
fragmentierter natiirlicher oder synthetischer DNA, wie beispielsweise von Herings- oder
Lachssperma, oder auch ungeladenen, aber hydrophilen Polymeren, wie beispielsweise

Polyethylenglycole oder Dextrane, gebildet werden.

Insbesondere die Auswah] der genannten Stoffe zur Verminderung unspezifischer
Hybridisierung in Polynukleotid-Hybridisierungsassays (wie Herings- oder Lachssperma)
wird dabei durch die empirische Bevorzugung von fiir die zu analysierenden
Polynukleotide mdglichst weitgehend verschiedener DNA bestimmt, iiber die keine

‘Wechselwirkungen mit den nachzuweisenden Polynukleotidsequenzen bekannt ist.

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein optisches System zur Muiti-Photonen-
Anregung, umfassend mindestens eine Anregungslichtquelle und eine erfindungsgemssse
optische Struktur, dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitit eines in die wellenleitende
Schicht (a) der optischen Struktur eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihrien
Anregungslichts auf der Schicht (a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um auf
der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur

Schicht (a) befindliche Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung anzuregen.

Eine Gruppe von Ausfiihrungsformen eines erfindungsgemdssen optischen Systems ist

dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den auf der Oberfléche der Schicht (a) oder in
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einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) der optischen Struktur durch
Multi-Photonen-Anregung angeregten Molekiile um photoreaktive, d.h. nach
Lichtanregung chemisch reaktive Molekiile oder molekulare Gruppen handelt. Dabei
besteht eine Variante darin, dass durch die Multi-Photonen- Anregung besagter
photoreaktiver Molekiile auf der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200
nm zur Schicht (a) befindlicher Molekiile eine Photopolymerisation ausgelést wird. Als
photoreaktive Molekiile eignen sich hierfiir beispielsweise Verbindungen mit

photolabilen Schutzgruppen.

Kennzeichen einer anderen Variante ist, dass durch die Multi-Photonen-Anregung
besagter photoreaktiver Molekiile auf der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger
als 200 nm zur Schicht (a) befindlicher Molekiile eine Photodissoziation, d.h.
Aufspaltung eines bis zu der Multi-Photonen-Anregung bestehenden Molekiils oder
molekularen Komplexes auf der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200
nm zu der Schicht (a) ausgeldst wird. Hierbei kdnnen besagte photoreaktive Molekiile

oder Molekiilgruppen beispielsweise sogenannte photolabile Crosslinker sein.

Eine besondere Variante besteht dabei darin, dass besagte photoreaktive Molekiile
Bestandteil einer Molekiilmatrix zur Einbettung von Molekiilen hdheren
Molekulargewichts, insbesondere von natiirlichen und kiinstlichen Polymeren bzw. von
biologischen Molekiilen wie Proteinen, Polypeptiden und Nukleinsduren, sind. Besonders
bevorzugt ist dabei eine solche Ausfiihrungsform, welche darin besteht, dass es sich bei
der optischen Struktur um einen Probentréiger fiir die Massenspektrometrie, vorzugsweise
fiir MALDI/TOF-MS (matrix-assisted laser desorption / ionization time-of-flight mass
spectrometry) handelt.

Bevorzugt ist ein optisches System zur Multi-Photonen-Anregung, umfassend mindestens
eine Anregungslichtquelle und eine erfindungsgemiisse optische Struktur, dadurch
gekennzeichnet, dass die Intensitit eines in die wellenleitende Schicht (a) der optischen
Struktur eingekoppelten und in der Schicht (a) gefithrten Anregungslichts auf der Schicht
(a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um auf der Oberfliiche der Schicht (a)
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oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile

mittels Multi-Photonen-Anregung zur Lumineszenz anzuregen.

Das erfindungsgemésse optische System ist typischerweise so gestaltet, dass die
Einkopplung von Anregungslicht in die Schicht (a) iiber ein oder mehrere optische
Einkoppelelemente aus der Gruppe erfolgt, die von Prismenkopplern, evaneszenten
Kopplern mit zusammengebrachten optischen Wellenleitern mit tiberlappenden
evaneszenten Feldern, Stirnflachenkopplern mit vor einer Stirnseite der wellenleitenden
Schicht angeordneten fokussierenden Linsen, vorzugsweise Zylinderlinsen, und

Gitterkopplern gebildet wird.

Es wird bevorzugt, dass die Einkopplung von Anregungslicht in die Schicht (a) iiber eine
in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur (c) erfolgt.

Ausserdem wird bevorzugt, dass es sich bei der optischen Struktur um eine planare
Diinnschicht-Wellenleiter-Struktur handelt.

Besonders bevorzugt wird eine solche Ausfithrungsform eines erfindungsgemissen
optischen Systems, unfassend mindestens eine Anregungslichtquelle und eine optische
Struktur nach einer der vorgenannten Ausfiihrungsformen, welche dadurch
gekennzeichnet ist, dass die Intensitiit eines unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung
in die Schicht (a) auf eine in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur (c) der optischen
Struktur eingesirahlten Anregungslichts auf der Schicht (a) und in der Schicht (a)
zumindest im Bereich der Gitterstruktur (c) ausreichend hoch ist, um auf der Oberfliche
der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche

Molekiile mitte]s Multi-Photonen-Anregung anzuregen.

Bevorzugt handelt es sich bei der Multi-Photonen-Anregung um eine 2-Photonen-

Anregung.
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Bevorzugt werden solche Ausfithrungsformen, welche es erméglichen, auf der
Oberflache der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)
befindliche Molekiile linienhaft, das heisst gleichzeitig léings des in der Schicht (a)
gefiihrten Anregungslichts, mittels Multi-Photonen-Anregung anzuregen.

Besonders vorteilhaft sind dabei solche Ausfithrungsformen, welche linienhafte Multi-
Photonen-Anregung von auf der Oberfléiche der Schicht (a) oder in einem Abstand von
weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindlichen Molekiilen ldngs einer Distanz von
mindestens 5 mm, gerechnet vom Ort der Einkopplung des Anregungslichts in die

Schicht (a), ermdglichen.

Ausserdem wird bevorzugt, dass, unter Einstrahlung eines aufgeweiteten
Anregungslichts, auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger
als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile gleichzeitig flichenhaft langs des in der
Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts mittels Multi-Photonen-Anregung angeregt
werden kiinnen. Sofern dje Lichteinkopplung in die Schicht (a) tiber eine darin
modulierte Gitterstruktur (c) erfolgt, ist dabei das Anregungslichtbiindel vorteilhaft
parallel zu den Gitterlinien aufgeweitet.

Von besonderem Vorteil sind anch solche Ausfiihrungsformen eines erﬁhdungsgemissen
optischen Systems, mit denen gleichzeitige flichenhafte Multi-Photonen-Anregung von
auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur
Schicht (a) befindlichen Molekiilen auf einer Fléche von mindestens 1 mm* , stiarker
bevorzugt auf einer Fliche von mindestens 10 mm’, noch stirker bevorzugt auf einer

Fliche von mindestens 1 cm” méglich ist.

Ebenfalls bevorzugte Ausfilhrungsformen eines erfindungsgemissen optischen Systems
sind dadurch gekennzeichnet, dass die optische Struktur, als Teil dieses Systerns,
gleichférmige, unmodulierte Bereiche der Schicht () umfasst, welche vorzugsweise in
Ausbreitungsrichtung des iiber eine Gitterstruktur (c) eingekoppelten und in der Schicht

(a) gefiihrten Anregungslichts angeordnet sind. Wiederum ist auch fiir viele
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Anwendungen vorteilhaft, wenn die optische Struktur eine Vielzahl von Gitterstrukturen
{c) gleicher oder unterschiedlicher Periode mit optional daran anschliessenden
gleichfdrmigen, unmodulierten Bereichen der Schicht (a) auf einem gemeinsamen,

durchgehenden Substrat umfasst.

Ein wesentliches Kennzeichen zahireicher Ausfithrungsformen eines erfindungsgemsssen
optischen Systems zur Lumineszenzanregung ist auch, dass eine auf oder im Nahfeld der
Schicht (a) der optischen Struktur durch Multi-Photonen-Absorption erzeugte
Lumineszenz mindestens teilweise in die Schicht (a) einkoppelt und durch Leitung in der

Schicht (a) zu benachbarten Bereichen auf besagter optischer Struktur gefiihrt wird.

Typischerweise umfasst ein erfindun b1 optisches System zusitzlich mindestens

einen Detektor zur Erfassung einer oder mehrerer Lumineszenzen von der optischen
Struktur.

Fiir die Geometrie der Strahlfithrung des Anregungslichts bis zum Auftreffen anf der
erfindungsgemissen optischen Struktur gibt es eine Vielzahl moglicher verschiedener
Ausfiihrungsformen. Eine der bevorzugten Ausfiihrungen ist dadurch gekennzeichnet,
dass das von der mindestens einen Anregungslichiquelle ausgesandte Anregungslicht im
wesentlichen parallel ist und unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung in die optisch
transparente Schicht (a) anf eine in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur (c)

eingestrahlt wird.

Eine besonders bevorzugte Ausfiihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass das
Anregungslicht von mindestens einer. Lichtquelle mit einer Aufweitungsoptik zu einem
im wesentlichen parallelen Strahlenbiindel aufgeweitet wird und unter dem
Resonanzwinkel zur Einkopplung in die optisch transparente Schicht (a) auf eine

grossflichige in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur (c) eingestrahlt wird.

Eine andere bevorzugte Ausfiihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass das

Anregungslicht von der mindestens einen Lichtquelle durch ein oder, im Falle mehrerer
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Lichtquelien, gegebenenfalls mehrere diffraktive optische Elemente, vorzugsweise
Dammann-Gitter, oder refraktive optische Elemente, vorzugsweise Mikrolinsen-Arrays,
in eine Vielzahl von Einzelstrahlen moglichst gleicher Intensitiit der von einer
gemeinsamen Lichtquelle stammenden Teilstrahlen zerlegt wird, welche jeweils im
wesentlichen parallel zueinander auf Gitterstrukturen (c) unter dem Resonanzwinkel zur

Einkopplung in die Schicht (a) eingestrahlt werden.

Fiir bestimmte Anwendungen wird bevorzugt, dass als Anregungslichtquellen zwei oder
mehrere Lichtquellen mit gleicher oder unterschiedlicher Emissionswellenlénge

verwendet werden.

Fiir solche Anwendungen, in denen zwei oder mehr unterschiedliche
Anregungswellenlidngen eingeseizt werden sollen, wird eine solche Ausfiihrungsform des
optischen System bevorzugt, welche dadurch gekenzeichnet ist, dass das Anregungslicht
von 2 oder mehr Lichtquellen gleichzeitig oder sequentiell aus verschiedenen Richtungen
auf eine Gitterstruktur (c) eingestrahlt und tiber diese in die Schicht (a) der optischen
Struktur eingekoppelt wird, welche eine Uberlagerl.mg von Gitterstrukturen mit

unterschiedlicher Periodizitit umfasst.

Es wird bevorzugt, dass zur Detektion mindestens ein ortsauflésender Detektor
verwendet wird, beispielsweise aus der Gruppe, die von CCD-Kameras, CCD-Chips,
Photodioden-Arrays, Avalanche-Dioden-Arrays, Multichannelplates und Vielkanal-
Photomulipliern gebildet wird.

Gemiiss dieser Erfindung umfasst das optische System solche Ausfithrungsformen,
welche dadurch gekennzeichnet sind, dass zwischen der einen oder mehreren
Anregungslichtquellen und der erﬁndungséeméssen optischen Struktur und /oder
zwischen besagter optischer Struktur und dem einen oder mehreren Detektoren optische
Komponenten aus der Gruppe verwendet werden, die von Linsen oder Linsensystemen
zur Formgestaltung der iibertragenen Lichtbiindel, planaren oder gekriimmten Spiegeln

zur Umlenkung und gegebenenfalls zusitzlich zur Formgestaltung von Lichtbiindeln,
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Prismen zur Umlenkung und gegebenenfalls zur spektralen Aufteilung von Lichtbiindeln,
dichroischen Spiegeln zur spektral selektiven Umlenkung von Teilen von Lichtbiindeln,
Neutralfiltern zur Regelung der iibertragenen Lichtintensitét, optischen Filtern oder
Monochromatoren zur spektral selektiven Ubertragung von Teilen von Lichtbiindeln oder

polarisationsselektiven Elementen zur Auswahl diskreter Polarisationsrichtungen des

A und / oder Lumi lichts gebildet werden.

Es ist moglich, dass die Einstrahlung des Anregungslichts in Pulsen mit einer Dauer
zwischen 1 fsec und 10 Minuten erfolgt und gegebenenfalls das Emissionslicht aus den
Messbereichen zeitlich anfgelsst gemessen wird. Dabei kann, unter Einsatz von

. Detektoren geeigneter zeitlicher Auflsung, die Messung des Emissionslichts aus den
Messbereichen korreliert mit der gepulsten Einstrahlung des Anregungslichts erfolgen.
‘Wibrend in den bekannten Anordnungen zur 2-Photonen-Fluoreszenzanregung im
typischerweise beugungsbegrenzten Fokusdurchmesser des Anregungs-Lasers in hoher
Pulsfolge betriebene Femtosekunden-Pulslaser Verwendung fanden, ist das
erfindungsgemisse optische System mit einer erfindungsgemiissen optischen Struktur
dadurch gekennzeichnet, dass auch Laser lingerer Pulsdauer (z. B. Pikosekunden- oder
sogar Nanosekunden-Laser) bei gegebenenfalls auch niedrigerer Pulsfrequenz als

Anregungslichtquelle zur Multi-Photonen-Lumi nzanregung (vorz ise 2-

Photonen-Anregung) verwendet werden knnen.

Bei Verwendung sehr kurzpulsiger Laser ist die Abhéngigkeit der spektralen Bandbreite
des Anregungspulses von der Pulslénge (als Folge der Unschirferelation) zu beachten,
um die Einkopplung des Anregungslichts eines solchen Laser in eine erfindungsgemisse
optische Struktur auf maximale Einkoppeleffizienz zu optimieren. Beispielsweise kann
typischerweise ein 100 fs-Laser eine Bandbreite in der Grossenordnung von 5 — 15 nm
haben. Bezogen auf eine erreichbare Einkoppeleffizienz in eine Wellenleiter-Struktur
tiber ein Koppelgiiter (c) bedeutet dieses, dass — im Falle flacher Gitter von
beispielsweise < 10 nm — bei einem eingestellten Winkel nur fiir einen kleinen Anteil des
eingestrahlten Spekirums die Resonanzbedingung zur Einkopplung erfiillt ist und damit

die Effizienz der Einkopplung gering ist. Durch die Verwendung tieferer Gitter kann die

JP 2004-530125 A 2004.9.30



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(65)

WO 02/079765 PCT/EP02/02958

30

Schirfe der Resonanzbedingung, sowohl hinsichtlich der Winke]- als auch der
Spektralakzeptanz, verringert werden. Als Grundregel bedeutet dieses, dass bei
Laserpulsdauern von weniger als ca. 1 — 10 psec (in Abhéingigkeit von den iibrigen
Systemparametern) dieser Zusammenhang bei der Optimierung der Gitterparameter
beriicksichtigt werden muss, wobei tendenziell zur effizienten Einkopplung von Licht mit

Kkiirzeren Pulsdauern gréssere Gittertiefen erforderlich sind.

Weitere bevorzugte Ausfithrungsformen eines erfindungsgeméssen optischen Systems
zeichnen sich dadurch aus, dass zur Referenzierung Lichtsignale aus der Gruppe
gemessen werden, die von Anregungslicht am Ort der Lichtquellen oder nach ihrer
Aufweitang oder nach ihrer Unterteilung in Teilstrahlen, Streulicht bei der
Anregungswellenldnge aus dem Bereich der einen oder mehreren rdumlich getrennten
Messbereiche, und fiber die Gitterstruktur (c) neben den Messbereichen ausgekoppeltem
Licht der Anregungswellenlinge gebildet werden. Insbesondere ist dabei von Vorteil,
wenn die Messbereiche zur Bestimmung des Emissionslichts und des Referenzsignals
identisch sind.

Es ist moglich, dass die Einstrahlung des Anregungslichts auf und Detektion des
Emissionslichts von einem oder mehreren Messbereichen sequentiell fiir einzelne oder
mehrere Messbereiche érfolgt. Dieses kann insbesondere dadurch realisiert werden, dass
sequentielle Anregung und Detektion unter Verwendung beweglicher optischer
Komponenten erfolgt, die aus der Gruppe von Spiegeln, Umlenkprismen und
bdjchroischen Spiegeln gebildet wird.

Bestandteil der Exfindung ist auch ein solches optisches System, welches dadurch
gekennzeichpet ist, dass sequentielle Anregung und Detektion unter Verwendung eines
im wesentlichen winkel- und fokusgetreuen Scanners erfolgt. Aﬁsserdem ist es moglich,
dass die optische Struktur zwischen Schritten der sequentielien Anregung und Detektion

bewegt wird.
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Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein analytisches System zum Nachweis eines oder
mehrerer Analyten, mittels Multi-Photonen-Anregung des Analyten oder eines seiner
Bindungspartner oder der die Analytmolekiile umgebenden Molekiile einer
Probenmatrix, in mindestens einer Probe auf einem oder mehreren Messbereichen auf
einer optischen Struktur, umfassend einen optischen Wellenleiter, mit

- einer erfindungsgeméssen optischen Struktur nach einer der genannten

Ausfiihrungsformen und
- einem erfindungsgeméssen optischen System nach einer der vorgenannten

Ausfiihrungsformen.

Vorzugsweise handelt es sich bei besagtem optischem Wellenleiter wiederum nm einen

optischen Diinnschichtwellenleiter.

Eine spezielle Ausfiihrungsform eines solchen erfindungsgemissen analytischen Systems
ist dadurch gekennzeichnet, dass es sich hierbei um ein massenspektrometrisches
Messsystem, vorzugsweise MALDI/TOF-MS (matrix-assisted laser desorption /
ionization time-of-flight mass spectrometry), und bei besagter optischer Struktur um
einen Probentréger fiir die Massenspektrometrie handelt, wobei die nachzuweisenden
Analytmeolekiile, vorzugsweise Molekiile héheren Molekulargawichté, insbesondere
natiirliche und kiinstliche Polymeren bzw. biologische Molekiile wie Proteine,
Polypeptide und Nukleinséuren, eingebettet sind in eine Matrix photoreaktiver Molekiile,
aus der sie mittels Multi-Photonen-Anregung besagter photoreaktiver Molekiile

dissoziiert bzw. desorbiert werden kinnen.

Eine andere Ausfithrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass durch die Multi-
Photonen-Anregung besagter photoreaktiver Molektile auf der Schicht (a) oder in einem
Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindlicher Molekiile eine

Photopolymerisation ausgeldst wird.

Kennzeichen einer weiteren Variante ist, dass durch die Multi-Photonen-Anregung

besagter photoreaktiver Molekiile auf der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger
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als 200 nm zur Schicht (a) befindlicher Molekiile eine Photodissoziation, d.h.
Aufspaltung eines bis zn der Multi-Photonen-Anregung bestehenden Molekiils oder
molekularen Komplexes auf der Schicht (a) oder in einemn Abstand von weniger als 200

nm zu der Schicht (a) ausgeldst wird.

Bevorzugt wird ejn analytisches System zum Lumineszenznachweis eines oder mehrerer
Analyten, mittels Muiti-Photonen-Anregung des Analyten oder eines seiner
Bindungspartner, in mindestens einer Probe auf einem oder mehreren Messbereichen auf .
einer optischen Struktur,. umfassend einen optischen Wellenleiter (vorzugsweise
ausgebildet als Diinnschichtwellenleiter), mit

- einer erfindungsgemassen optischen Struktur

- einem erfindungsgeméssen optischen System sowie

- Zufihrungsmitteln, um die eine oder mehrere Proben mit den Messbereichen auf

der optischen Struktur in Kontakt zu bringen.

Dabei wird bevorzugt, dass das analytische System zusitzlich eine oder mehrere
Probenbehiilinisse umfasst, welche mindestens im Bereich der einen oder mehreren
Messbereiche oder der zu Segmenten zusammengefassten Messbereiche zur optischen
Struktur hin gedffnet sind, wobei die Probenbehiltnisse vorzugsweise jeweils ein
Volumen von 0.1 nl — 100 pl haben.

Eine mogliche Ausfiihrungsform besteht darin, dass die Probenbehiltnisse auf der von
der optisch transparenten Schicht (a) abgewandten Seite, mit Ausnahme von Ein- und /
oder Auslass6ffnungen fiir die Zufuhr oder den Auslass der Proben und gegebenenfalls
zusétzlicher Reagentien, geschlossen sind und die Zufuhr oder der Auslass von Proben
und gegebenenfalls zusitzlicher Reagentien in einem geschlossenen Durchflusssystem
ertolgen, wobei im Falle der Fliissigkeitszufuhr zu mehreren Messbereichen oder
Segmenten mit gemeinsamen Einlass- und Auslasséffnungen diese bevorzugt spalten-

oder zeilenweise addressiert werden.
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Eine andere mogliche Ausfiihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass die
Probenbehalinisse auf der von der optisch transparenten Schicht (a) abgewandten Seite
Offnungen zur lokal addressierten Zugabe oder Entfernung der Proben oder anderer

Reagentien besitzen.

Eine Weiterentwicklung des erfindungsgemissen analytischen Systems ist so gestaltet,
dass Behiltnisse fiir Reagentien vorgesehen sind, welche wihrend des Verfahrens zum
Nachweis des einen oder mehrerer. Analyten beneizt und mit den Messbereichen in

Kontakt gebracht werden

Insbesondere fiir (,,High-Through-Put*-) Screening-Applikationen, beispielsweise zur
Auswahl bindungsfahiger Substanz fiir eine sogenannte Zielverbindung (,, Target) und
deren Anreicherung in nachfolgenden Verfahrensschritten, geeignet ist ein
erfindungsgemiisses analytisches System zum Lumineszenznachweis eines oder mehrerer
Analyten, mittels Lumineszenzanregung des Analyten oder eines seiner Bindungspartner,
in mindestens einer Probe auf einem oder mehreren Messbereichen auf einer optischen
Struktur, umfassend einen optischen Wellenleiter (vorzugsweise einen
Diinnschichtwellenleiter), mit

- einer erfindungsgemissen optischen Struktur

- einem erfindungsgemsssen optischen System

- Zufilhrungsmitteln, um die eine oder mehrere Proben mit den Messbereichen auf

der optischen Struktur in Kontiakt zu bringen
- einem oder mehreren Probenbehaltnissen zur Aufnabhme der einen oder mehreren
Proben und gegebenenfalls zusétzlicher Reagentien sowie

- Mitteln zur Entfernung der in den Probenbehiltnissen enthaltenen Fliissigkeit,
dadurch gekennzeichnet, dass nach dem Nachweis der Bindung eines oder mehrerer
Analyten in einem oder mehreren Messbereichen der von diesem Analyten mit dem
betreffenden immobilisierten Erkennungselement und gegebenenfalls weiteren
Bindungspartnern gebildete Molekiilkomplex mittels Photodissoziation nach Multi-
Photonen-Anregung aufgespalten oder von der optischen Struktur abgespalten werden

kann und besagter Molekiilkomplex als ganzer oder in Teilen, nach Elution aus dem
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betreffenden Probenbehiltnis, einer weiteren analytischen oder préparativen Behandlung

zugefiihrt werden kann.,

Bevorzugt wird dabei eine solche Ausftihrungsform eines erfindungsgeméissen
analytischen Systems, welche dadurch gekennzeichnet ist, dass diese eine Auftrennung
verschiedener auf besagter optischer Struktur gebundener Molekiilkomplexe mit in einer
oder mehreren zugefiihrten Proben nachgewiesenen Analyten, oder von Teilen dieser
Molekiitkomplexe, nach der Hohe des Absorptionsquerschnitts dieser Molekiilkomplexe
fiir eine Photodissoziation mittels Multi-Photonen-Anregung ermdglicht. '

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Multi-Photonen-Anregung,
unter Verwendung einer erfindungsgeméssen optischen Struktur und 7 oder eines
erfindungsgemiissen optischen Systems und / oder eines erfindungsgemissen
analytischen Systems, jeweils nach einer der vorgenannten Ausfithrungsformen, dadurch
gekennzeichnet, dass die Intensitiit eines in die wellenleitende Schicht (a) der optischen
Struktur eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts auf der Schicht
(a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um auf der Oberflache der Schicht (a)
oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile

mittels Multi-Photonen-Anregung anzuregen.

Eine Gruppe von Ausfiihrungsformen des erfindungsgeméssen Verfahrens ist dadurch
gekennzeichnet, dass auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von
weniger als 200 nm zur Schicht (a) der optischen Struktur befindliche Molekiile
photoreaktiv sind und durch Multi-Photonen-Anregung zu einer chemischen Reaktion

angeregt werden.

Dabei besteht eine Variante darin, dass auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem
Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) der optischen Struktur befindliche
Molekiile durch Multi-Photonen-Anregung zu einer Bindung mit anderen Molekiilen
angeregt werden. Kennzeichen einer speziellen Ausfithrungsform ist dabei, dass auf der

Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)
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der optischen Struktur befindliche Molekiile durch Multi-Photonen-Anregung zu einer

Photopolymerisation angeregt werden.

Kennzeichen einer anderen Variante des Verfahrens ist, dass durch die Multi-Photonen-
Anregung besagter photoreaktiver Molekiile auf der Schicht (a) oder in einem Abstand
von weniger als 200 nm zur Schicht () befindlicher Molekiile eine Photodissoziation,
d.h. Aufspaltung eines bis zu der Multi-Photonen-Anregung bestehenden Molekiils oder
molekularen Komplexes auf der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200

nm zu der Schicht (a) ausgelst wird.

Eine spezielle Ausfithrungsform des erfindungsgemissen Verfahrens ist dadurch
gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem analytischen System um ein
massenspektrometrisches Messsystem, vorzugsweise MALDI/TOF-MS (matrix-assisted
laser desorption / jonization time-of-flight mass spectrometry), und bei besagter
optischen Struktur um einen Probentriiger fiir die Massenspektrometrie handelt, wobei
die nachzuweisenden Analytmolekiile, vorzugsweise Molekiile hdheren
Molekulargewichts, insbesondere natiirliche und kiinstliche Polymeren bzw. biologische
Molekiile wie Proteine, Polypeptide und Nukleinsauren, eingebettet sind in eine Matrix
photoreaktiver Molekiile, aus der sie mittels Multi-Photonen-Anregung besagter

photoreaktiver Molekiile dissoziiert bzw. desorbiert werden konnen.

Eine bevorzugte Ausfithrungsform ist ein Verfahren zur Lumineszenzanregung, unter
Verwendung einer erfindungsgeméssen optischen Struktur und / oder eines
erfindungsgemissen optischen und / oder eines erfindungsgemissen analytischen
Systems, jeweils nach einer der vorgenannten Austiibrungsformen, dadurch
gekennzeichnet, dass die Intensitit eines in die wellenleitende Schicht (a) der optischen
Struktur eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiithrten Anregungslichts auf der Schicht
(a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um aof der Oberfliche der Schicht (a)
oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile

mittels Multi-Photonen-Anregung zur Lumineszenz anzuregen.
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Besonders bevorzugt wird ein Verfahren zum Lumineszenznachweis eines oder mehrerer
Analyten in einer oder mehreren Proben auf einem oder mehreren Messbereichen auf
einer erfindungsgeméssen optischen Struktur nach einem der entsprechenden
Ausfiihrungsformen zur Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen von einem
Messbereich oder von einem Array aus mindestens zwei oder mehr, riumlich getrennten
Messbereichen (d) oder mindestens zwei oder mehr réumlich getrennten Segmenten (d°),
in die mehrere Messbereiche zusammengefasst sind, auf besagter optischer Struktur,
dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitit eines in die wellenleitende Schicht (a) der
optischen Struktur eingekoppelten und in der Schicht (a) gefithrten Anregungslichts auf
dex Schicht (a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um ein auf der Oberfliiche der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliches

Molekiil mittels Multi-Photonen-Anregung zur Lumineszenz anzuregen.

In dem erfindungsgemissen Verfahren kann die Einkopplung von Anregungslicht in die
Schicht (a) tiber ein oder mehrere optische Einkoppelelemente aus der Gruppe erfolgen,
die von Prismenkopplem, evaneszenten Kopplern mit zusammengebrachten optischen
‘Wellenleitern mit iberlappenden evaneszenten Feldern, Stirnflichenkopplern mit vor
einer Stirnseite der wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden Linsen,

vorzugsweise Zylinderlinsen, und Gitterkopplern gebildet wird.

Es wird bevorzugt, dass die Einkopplung von Anregungslicht in die Schicht (a) iiber eine
in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur (c) erfolgt.

Vorzugsweise handelt es sich bei der optischen Struktur um eine planare Diinnnschicht-

Wellenleiter-Struktur.

Besonders bevorzugt wird ein Verfahren mit einer optischen Struktur umfassend einen
planaren Diinnschicht-Wellenleiter, mit einer bei mindestens einer
Anregungswellenlénge transparenten Schicht (a) auf einer bei mindestens dieser
Anregungswellenldnge ebenfalls transparenten Schicht (b) mit niedrigerem

Brechungsindex als Schicht (a) und mindestens einer in Schicht (a) modulierten
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Giiterstruktur (c), dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitéit eines unter dem
Resonanzwinkel zur Einkopplung in die Schicht (a) eingestrahlten Anregungslichts auf
der Schicht (2) und in der Schicht (a) zumindest im Bereich der Gitterstruktur (c)
ausreichend hoch ist, um auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von
weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile mittels Multi-Photonen-
Anregung anzuregen.

Es wird.bevorzugt, dass dass es sich bei der Multi-Photonen-Anregung um eine 2-

Photonen-Anregung handelt.

Vorteilhaft sind solche Ausfiihrungsformen des erfindungsgemissen Verfahrens, welche
dadurch gekennzeichnet sind, dass auf der Oberfliiche der Schicht (a) der optischen
Struktur oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche
Molekiile linienhaft, das heisst gleichzeitig lings des in der Schicht (a) gefiihrten

Anregungslichts, mittels Multi-Photonen-Anregung angeregt werden konnen.

Besonders vorteilhaft sind dabei solche Ausfithrungsformen, welche linienhafte Multi-
Photonen-Anregung von auf der Oberfléiche der Schicht (a) oder in einem Abstand von
weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindlichen Molekiilen lings einer Distanz von
mindestens 5 mm, gerechnet vom Ort der Einkopplung des Anregungslichts in die
Schicht (a), erméglichen.

Ausserdem wird bevorzugt, dass, unter Einstrahlung eines aufgeweiteten
Anregungslichts, auf der Oberflache der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger
als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile gleichzeitig flachenhaft lings des in der
Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts mittels Multi-Photonen-Anregung angeregt
werden konnen. Dabei ist das Anregungslichtbiindel im Falle der Lichteinkopplung in die
Schicht (a) tiber eine darin modulierte Gitterstruktur (c) vorzugsweise wiederum parallel

zu den Gitterlinien anfgeweitet.
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Von besonderem Vorteil sind auch solche Ausfiihrungsformen eines erfindungsgeméssen
Verfahrens, mit denen gleichzeitige flichenhafte Multi-Photonen-Anregung von auf der
Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)
befindlichen Molekiilen auf einer Fliche von mindestens 1 mm?” , stirker bevorzugt auf
einer Fliiche von mindestens 10 mm2, noch stirker bevorzugt auf einer Fléiche von

mindestens 1 cm® mdglich ist.

Dafiir kann es fiir verschiedene Ausfithrungsformen des erfindungsgeméssen Verfahrens
vorteilhaft sein, wenn die optische Struktur, als Teil des optischen Systems,
gleichformige, unmodulierte Bereiche der Schicht (a) umfasst, welche vorzugsweise in
Ausbreitungsrichtung des @iber eine Gitterstruktur (c) eingekoppelten und in der Schicht
(a) gefiihrten Anregungslichts angeordnet sind. Insbesondere kann es vorteilhaft sein,
wenn die optische Struktur eine Vielzahl von Gitterstrukturen (c) gleicher oder
unterschiedlicher Periode mit gegebenenfalls daran anschliessenden gleichférmigen,
unmodulierten Bereichen der Schicht (a) auf einem gemeinsamen, durchgehenden
Substrat umfasst. In einer bevorzngten Ausfithrungsform des Verfahrens ist das optische
System dabei so gestaltet, dass eine auf oder im Nahfeld der Schicht (a) der optischen
Struktur durch Multi-Photonen-Absorption erzeugte Lumineszenz mindestens teilweise
in die Schicht (a) einkoppelt und durch Leitung in der Schicht (a) zu benachbarten
Bereichen auf besagter optischer Struktur gefiihrt wird.

Bei den vorgenannien Verfahren zur Lumineszenzdetektion ist es moglich, dass (1) die
isotrop abgestrahlte Lumineszenz oder (2) in die optisch transparente Schicht (a)
eingekoppelte und tiber Gitterstrukturen (c) ansgekoppelte Lumineszenz oder

Lumineszenzen beider Anteile (1) und (2) gleichzeitig gemessen werden.

In dem erfindungsgemissen Verfahren kann zur Erzeugung der Lumineszenz oder
Fluoreszenz ein Lumineszenz- oder Fluoreszenzlabel verwendet werden, das bei einer

‘Wellenléinge zwischen 200 nm und 1100 nm angeregt werden kann.
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Bei den Lumi - oder Fluor: labeln kann es sich nm herkdmmliche

Lumineszenz- oder Fluoreszenzfarbstoffe oder auch um sogenannte lumineszente oder
fluoreszente Nanopartikel, basierend auf Halbleitern (W. C. W. Chan und S. Nie,
“Quantum dot bioconjugates for ultrasensitive nonisotopic detection”, Science 281 (1998)
2016 — 2018) handeln. Selbstverstéindlich eignen sich solche Lumineszenzlabel am
besten, welche bei der eingesetzten Anregungswellenléinge einen besonders grossen
Muiti-Photonen-Absorptionsquerschnitt, im Falle der bevorzugten 2-Photonen-Anregung
einen besonders grossen 2-Photonen-Absorptionsquerschnitt, und dabei zugleich eine

moglichst hohe Photostabilitit aufweisen.

Es wird bevorzugt, dass besagtes Lumineszenzlabel mittels 2-Photonen-Absorption
angeregt wird. Insbesondere wird dabei bevorzugt, dass besagtes Lumineszenzlabel diirch
2-Photonen-Absorption eines Anregungslichts im Sichtbaren oder nahen Infraroten zu

einer ultravioeletten oder blauen Lumineszenz angeregt wird.

Das Lumineszenzlabel kann an den Analyten oder in einem kompetitiven Assay an einen
Analogen des Analyten oder in einem mehrstufigen Assay an einen der Bindungspartner
der immobilisierten biologischen oder biochemischen oder synthetischen
Erkennungselementen oder an die biologischen oder biochemischen oder syuthetischen

Erkennungselementen gebunden sein.

Zusiitzlich kbnnen ein zweites oder noch weitere Lumineszenzlabel mit gleicher oder
unterschiedlicher Anregungswellenléinge wie das erste Lumineszenziabel und gleicher
oder unterschiedlicher Emissionswellenlinge verwendet werden. Hierbei kann es
vorteilhaft sein, wenn das zweite oder noch weitere Lumineszenzlabel bei der gleichen
Wellenldnge wie das erste Lumineszenzlabel angeregt werden konnen, aber bei anderen

Wellenléingen emittieren.

Fiir andere Applikationen ist es vorteilhaft, wenn die Anregungsspektren vnd
Emissionsspektren der eingesetzten Lumineszenzlabel nur wenig oder gar nicht

iiberlappen.
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In dem erfindungsgemissen Verfahren kann es weiterhin vorteilhaft sein, wenn zum
Nachweis des Analyten Ladungs- oder optischer Energietransfer von einem als Donor
dienenden ersten Lumineszenzlabel zu einem als Akzeptor dienenden zweiten

Lumineszenzlabel verwendet wird,

Eine besondere Ausfilhrungsform des erfindungsgemissen Verfahrens zum
Lumineszenznachweis eines oder mehrerer Analyten beruht darauf, dass die
Eigenfluoreszenz (,,Autofluoreszenz”) fluoreszenzfahiger Biomolekiile, wie
beispielsweise von Proteinen mit fluoreszenzfihigen Aminossuren wie z. B. Tryptophan,
Tyrosin oder Phenylalanin, welche sich auf der Oberfléche der Schicht (a) oder in einem
Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befinden, durch Multi-Photorien-
Absorption (vorzugsweise 2-Photonen-Absorption) angeregt werden kann. Unter dieser
Gruppe bevorzugt ist Tryptophan mit einem molaren Extinktionskoeffiezienten von ca.
5600 (L mol-1 em-1} bei 280 nm und einer Quantenausbeute der Emission, um 360 nm,
von 20 %. Typischerweise ist daher eine Anregung der Tryptophan-Fluoreszenz in einem
Klassischen Ein-Photonen-Absorptionsprozess im evaneszenten Feld eines
hochbrechenden Wellenleiters nicht moglich, da Anregungslicht einer so kurzen
‘Wellenlange im Wellenleiter nicht iiber signifikante Entfernungen gefiihrt, sondern
absorbiert oder ausgestreut wird. Oft ist es auch nicht moglich, derart kurwelliges
Anregungslicht an den Wellenleiter heranzufiifiren, beispielsweise dann nicht, wenn
zuvor ein bei dieser Wellenlénge absorbierendes Material (wie beispielsweise die meisten
Kunststoffe) durchstrahlt werden muss. Dem erfindungsgemassen Verfahren folgend, ist
es jedoch méglich, fiir einen Multi-Photonen-Absorptionsprozess Anregungslicht
geeigneter langerer Wellenldnge zu verwenden, welches in der wellenleitenden Schicht
(a) tiber Jangere Strecken gefiihrt wird, und damit die kurzwellige Fluoreszenz anzuregen.
Ein besonderer Vorteil dieser Variante des Verfahrens ist, dass sich damit die chemische
Verkniipfung des Analyten, oder eines seiner Bindungspartner in einem
Nachweisverfahren, mit einem Lumineszenzlabel eriibrigt. Stattdessen kann der
Nachweis direkt auf der Detektion lumineszenzfihiger biologischer Verbindungen

beruhen, welche als natiirlicher Bestandteil dieser Verbindungen vorliegen oder, z. B.
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durch Punktmutationen einzelner Aminosiuren in einem biologischen Erzeugungsprozess

in den Analyten oder einen seiner Bindungspartner eingebaut werden.

Fiir diese besondere Ausfiihrungsform des erfindungsgemissen Verfahrens gibt es
wiederum zablreiche mogliche Untervarianten. Beispielsweise konnen die zum
Analytnachweis immobilisierten biologischen oder biochemischen oder synthetischen
Erkennungselemente so ausgewiihit sein, dass sie keine oder nur mdglichst geringe
Eigenlumineszenz durch Multi-Photonen-Anregung aufweisen (unter den jeweiligen
Versuchsbedingungen). Damit ist es méglich, ein moglichst niedriges Hintergrundsignal
beim Schritt des Analytnachweises durch eine Lumineszenzanregung mittels
Multiphotonen-Absorption des Analyten selbst oder eines der im Nachweisverfahren
eingesetzten Bindungspartners zu erhalten. Eine andere vorteilhafte Ausfithrungsform
beruht darauf, mithilfe einer in einem Multi-Photonen-Absorptionsprozess angeregten
Eigenlumineszenz (Eigen- oder Auto-Fluoreszenz) der immobilisierten biologischen oder
biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente deren Immobilisierungsdichte in
den Messbereichen zu bestimmen. Damit ist es moglich, das im Analytnachweisschritt
(durch Multi-Photonen-Absorption oder auch Ein-Photonen-Absorption) angeregte
Lumineszenzsignal des Analyten oder eines seiner Bindungspartner beziiglich der Anzahl

oder Dichte der verfiigbaren Bindungsstellen zu korrigieren bzw. zu normieren.

Insbesondere kann bei geeigneten Absorptionsspektren der Analyten bzw. derer
Bindungspartmer sowie der immobilisierten Erkennungselemente fiir die Ein- bzw. Multi-
Photonen-Absorption ein- und derselbe Laser zur (gleichzeitigen oder sequentiellen) Ein-
Photonen-Anregung und einer Multi-Photonen-Anregung von Lumineszenz eingesetzt
werden, wobei im Falle einer sequentiellen solchen Anregung deren bevorzugte

Reihenfolge in Abhiingigkeit von der jeweiligen Applikation unterschiedlich sein kann.

Bei sehr hoher Energiedichte an der Oberfliche der Schicht (a) und unter Bereitstellung
von Luminophoren mit geeigneten Absorptionsquerschnitten ist es vorstellbar, dass eine
Lumineszenzanregung gleichzeitig bei bis zu drei verschiedenen Wellenldngen

stattfindet, beispielsweise nit einem Laser mit 1064 nm Emissionswellenlinge Anregung
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eines NIR-Farbstoffs durch Ein-Photonen-Absorption, Anregung eines Farbstoffs im
Sichtbaren (etwa 532 nm) durch Zwei-Photonen-Absorption und eines UV-Farbstoffs
durch Drei-Photonen-Absorption (bei etwa 355 nm). Entsprechende Wellenléngen bei
Einsatz eines Lasers mit Emission bei 780 nm wéren 390 nm fiir die Zwei-Photonen-

Absorption und 260 nm fiir die Drei-Photonen-Absorption.

Das erfindungsgemiisse Verfahren der Multi-Photonen-Anregung kann also mit einem
einem gleichzeitigen oder entsprechend sequentiell durchzufiihrenden
Lumineszenznachweis der Emission von lumineszenzfihigen Molekiilen, welche in
einem Bin-Photonen-Absorptionsprozess bei der eingestrahlten Anregungswellenlénge

angeregt werden kdnnen, kombiniert werden.

Zusitzlich kann es von Vorteil sein, wenn die einen oder mehreren Lumineszenzen und /
oder Bestimmungen von Lichisignalen bei der Anregungswellenlinge
polarisationsselektiv vorgenommen werden. Weiterhin erlaubt das Verfahren die
Moglichkeit, dass die einen oder mehreren Lumineszenzen bei einer anderen Polarisation

als der des Anregungslichts gemessen werden.

‘Weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Ausfithrungsform des erfindungsgemiissen
Verfahrens mit einem analytischen System zum Lumineszenznachweis eines oder
mehrerer Analyten, mittels Lumineszenzanregung des Analyten oder eines seiner
Bindungspartner (nach Ein- oder Multi-Photonen-Anregung), in mindestens einer Probe
auf einem oder mehreren Messbereichen auf einer optischen Struktur, umfassend einen
optischen Wellenleiter (vorzugsweise einen Diinnschichtwellenleiter), mit
- einer erfindungsgemissen optischen Struktur
- einem erfindungsgeméssen optischen System
- Zuflihrungsmitteln, um die eine oder mehrere Proben mit den Messbereichen auf
der optischen Struktur in Kontakt zu bringen
- einem oder mehreren Probenbehiltnissen zur Aufnahme der einen oder mehreren
Proben und gegebenenfalls zusitzlicher Reagentien sowie

- Mitteln zur Entfernung der in den Probenbehiltnissen enthaltenen Fliissigkeit,
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dadurch gekennzeichnet, dass nach dem Nachweis der Bindung eines oder mehrerer
Analyten in einem oder mehreren Messbereichen der von diesem Analyten mit dem
betreffenden immobilisierten Erkennungselement und gegebenenfalls weiteren
Bindungspartnern gebildete Molekiilkomplex mittels Photodissoziation nach Multi-
Photonen-Anregung aufgespalten oder von der optischen Struktur abgespalten werden
kann und besagter Molekiilkomplex als ganzer oder in Teilen, nach Elution aus dem
betreffenden Probenbehiiltnis, einer weiteren analytischen oder préparativen Behandjung

zugefiihrt werden kann.

Eine spezielle Variante des erfindungsgeméssen Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet,
dass wahrend der Multi-Photonen-Anregung von an der Oberfliche der Schicht (a) oder
innerhalb eines Abstandes von weniger als 200 nm von der Schicht (a) befindliche

Molekiile innerhalb dieses Abstandes gefangen gehalten werden, indem die

oberflich he hohe Anregungsintensitit und deren ansteigender Gradient in Richtung
der Oberfliche anf diese Molekiile den Effekt einer ,,optischen Pinzette (,,optical

tweezers™) ausiibt.

Das erfindungsgemisse Verfahren nach einer der voranstehenden Ausfiihrungsformen
ermdglicht eine gleichzeitige und / oder sequentielle, quantitative und / oder qualitative
Bestimmung eines oder mehrerer Analyten aus der Gruppe von Antikérpern oder
Antigenen, Rezeptoren oder Liganden, Chelatoren oder “Histidin-Tag-Komponenten”,
Oligonukleotiden, DNA- oder RNA-Stringen, DNA- oder RNA-Analoga, Enzymen,
Enymcofaktoren oder Inhibitoren, Lektinen und Kohlehydraten.

Die zu untersuchenden Proben kénnen natiirlich vorkommende Korperfliissigkeiten wie

Blut, Serum, Plasma, Lymphe oder Urin oder Eigelb sein.

Eine zu untersuchende Probe kann aber auch eine optisch triibe Fliissigkeit,
Oberflichenwasser, ein Boden- oder Pflanzenextrakt, eine Bio- oder

Syntheseprozessbriihe sein.
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sein.

‘Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung Verwendung einer
erfindungsgemissen optischen Struktur und / oder eines erfindungsgemissen optischen
Systems und / eines erfindungsgemissen analytischen Systems und / oder eines
erfindungsgemissen Verfahrens, jeweils nach einer der vorgenannten
Ausfiihrungsformen, zu quantitativen und / oder qualitativen. Analysen zur Bestimmung
chemischer, biochemischer oder biologischer Analyten in Screeningverfahren in der
Pharmaforschung, der Kombinatorischen Chemie, der Klinischen und Priiklinischen
Entwicklung, zu Echtzeitbindungsstudien und zur Bestimmung kinetischer Parameter im
Affinitdtsscreening und in der Forschung, zu qualitativen und quantitativen
Analytbestimmungen, insbesondere fiir die DNA- 1nd RNA-Analytik, fiir die Erstellung
von Toxizitétsstudien sowie fiir die Bestimmung von Expressionsprofilen sowie zum
Nachweis von Antikérpern, Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in der
pharmazeutischen Protduktentwicklung und Forschung, der Human- und
Veterindrdiagnostik, der Agrochemischen Produktentwicklung und Forschung, der
symptomatischen und préasymptomatischen Pflanzendiagnostik, zar
Patientenstratifikation in der pharmazeutischehn Produktentwicklung und fiir die
therapeutische Medikamentenauswahl, zum Nachweis von Pathogenen, Schadstoffen und
Erregern, insbesondere von Salmonellen, Prionen und Bakterien, in der Lebensmittel-

und Umweltanalytik,

‘Weiterer Gegenstand dieser Erfindung ist d:ie Verwendung einer erfindungsgemissen
optischen Struktur und / oder eines erfindungsgeméssen optischen Systems und / oder
eines erfindungsgeméssen Verfahrens in der nichtlinearen Optik oder in der

Telekommunikation oder der Nachrichtentechnik.

Ganz allgemein eignen sich eine erfindungsgemésse optische Struktur und / oder ein
erfindungsgemisses optisches System und / oder ein erfindungsgemsisses analytisches

System und / oder ein erfindungsgemisses Verfahren ausserdem fiir
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oberflichengebundene Untersuchungen, welche den Einsatz sehr hoher
Anregungslichtintensitéten und / oder Anregungsdauern exfordern, wie beispielsweise

Studien zur Photostabilitdt von Materialien, photokatalytische Prozesse etc.

Mit dem nachfolgenden Ausfiihrungsbeispiel soll die Erfindung genauer erliutert und
demonstriert werden, chne dass durch die dargesteliten spezifischen Ausfiihrungsformen

die Allgemeinheit der Erfindung eingeschriinkt werden soll.

Es zeigen
Fig. 1 eine Kamera-Aufnahme einer mit blossem Auge sichtbaren, mithilfe einer
erfindungsgemiissen optischen Struktur erzeugten Fluoreszenz nach 2-Photonen-

Anregung;

Fig. 2 und Fig. 3 Querschnittsprofile der durch 2-Photonen-Anregung erzeugten
Fluoreszenz, nach Anregung durch unterschiedlich stark kollimierte

Anregungslichtstrahlen;
Fig. 4 das Querschnittsprofil der durch 2-Photonen-Anregung erzeugten Fluoreszenz,
nach Anregung durch den parallel zu den Gitterlinien der optischen Struktur

aufgeweiteten Anregungslichtstrahl;

Fig. 5 die quadratische Abhingigkeit der g 1 Fluoreszenzintensitit von der

Anregungslichtintensitét.
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Beispiel 1:
1. Optische Struktur zur 2-Photonen-Anregung

Die optische Struktur besteht aus einem Glassubstrat (AF45-Glas als optische Schicht (b),
n = 1.496 bei 800 nm) mit einer darauf aufgebrachten 150 nm diinnen Schicht (b) aus
Tantalpentoxid (wellenleitende Schicht (a), n =2.092 bei 800 nm). Zur Ein- und

- Auskopplung von Licht in bzw. aus der wellenleitenden Schicht (a) dienen im Abstand
von 9 mm in der Schicht (a) erzeugte Koppelgitter in der Form von Reliefgittern
(Gitterperiode 360 nm, Gittertiefe 12 nm). Unter diesen Bedingungen betréigt der
Einkoppelwinkel vom Glassubstrat (optische Schicht (b), n = 1.496 bei 810 nm) zur
wellenleitenden Schicht (a) <20.4°; der dussere Einstrahlwinkel auf die Schicht (b)
(gemessen zur Normalen der optischen Struktur) betrigt —31.4°.

Zur Erzengung und Demonstration der Eignung dieser optischen Struktur fiir eine 2-
Photonen-Anregung werden zwischen zwei Gitterstrukturen auf der Schicht (2) 1 Tropfen
von je 0.5 pl einer Rhodamin-Losung (15.9 uM Rhodamin B in Ethanol) aufgebracht, so
dass die Rhodamin-Molekiile als Beispiel fiir lnmineszenzféhige Molekiile nach
Verdampfen des Ethanol auf der Schicht (a) verbleiben.

2. Optisches System zur 2-Photonen-Anregung, Messverfahren zur 2-Photonen-

Anregung und dessen Ergebnisse

Als Anregungslichiquelle dient ein gepulster Titan-Sapphir-Laser mit Emission bei ca.
800 nm (Pulslinge: 100 fsec, Repetitionsrate: 80 MHz, eingesetzte mittlere Leistung: bis
0.6 W, spekirale Pulsbreite: 8 nm). Die Intensitiit des vom Laser ausgestrahlten
Anregungslichts kann mit einem elektrooptischen Modulator kontinuierlich zwischen 0
% und 100 % der Ausgangsleistung reguliert werden; sie kann auch computergesteuert in

diesem Bereich herauf- oder heruntergefahren werden.
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Nach dem elektrooptischen Modulator kénnen im Anregungsstrahlengang (in Richtung
der optischen Struktur) Linsen eingesetzt werden, um auf dem Einkoppelgitter (c) der
optischen Struktur parallel eingestrahlte Anregungslichtbiindel gewtiinschter Geometrie
zu erzeugen. Das eingestrahlte Anregungslicht wird iiber einen Spiegel umgelenkt auf das
Einkoppelgitter (c) der optischen Struktur, welche auf einem Justierelement montiert ist,
welches Translation in x- y- und z-Richtung (parallel und in den Achsen senkrecht zu den
Gitterlinien) und Rotation (mit Drehachse. iibereinstimmend mit den Gitterlinien des

Einkoppelgitters) erlaubt.

Zuniichst wird, bei einer eingestrahlten Durchschnittsleistung von 0.4 W, ein kollimierter
Strahl unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung auf das Einkoppelgitter geleitet. Dazu
wird der Strahl mit einer Linse (f = 12.7 cm) leicht fokussiert, mit dem Einkoppelgitter
(Ebene der optischen Struktur) im ,,beam waste, so dass das Anregungslicht dort als eine
ebene Welle auftrifft. Uberraschenderweise wird, lings des in der optischen Struktur
gefiithrten Modes, im Bereich des immobilisierten Lumineszenz-Farbstoffs, eine so starke
2-Photonen-Fluoreszenz angeregt, dass sie sogar bei Raumlicht mit blossem Auge
beobachtbar ist. (Fig. 1, aufgenommen ohne Filter). Der Bildausschnitt zeigt die
Halterung mit der darin montierten optischen Struktur. Der linke helle Lichtfleck
markiert die Einkoppelposition des Auregungslichts auf dem Einkoppelgitter. Da dieses
Bild ohne jegliche Filter aufgenommen wurde, ist die Intensitst des am Gitter gestreuten
Anregungslichts stark genug, dass es von der Kamera trotz abnehmender Empfindlichkeit
bei langen Wellenlingen noch aufgezeichnet wird. Der eingekoppelte Mode (bei einer
‘Wellenlinge von 800 nm) breitet sich in der Bildebene von links nach rechts avs. Bis
zum Erreichen des Gebietes, in dem der Rhodamin-Farbstoff immobilisiert ist, ist der
gefiiute Mode unsichtbar. In Mode-Ausbreitungsrichtung folgend, nach rechts, ist dann
deutlich die mittels 2-Photonen-Anregung erzeugte Fluoreszenz des Rhodamin-Farbstoffs
zu etkennen. Die zu beobachtende Lichtspur entspricht einer Linge von ca. 8 mm, bis zur
niichsten Gitterstruktur, an der das gefiihrte Anregungslicht wieder ausgekoppeit wird.
Eine signifikante Abschwiichung des gefiihrten Lichts bzw. der angeregten 2-Photonen-

Fluoreszenz ist langs der gesamten Distanz nicht erkennbar.
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Fig. 2 zeigt in einem Querschnitt, paralle]l zu den Gitterlinien, das Profil der angeregten
2-Photonen-Fluoreszenz, aufgenommen mit einem IR-blockierenden Filter (BG 39) vor
einer CCD-Kamera als Detektor. Das Anregungsstrahlprofil auf dem Gitter war auf eine
theoretische Breite von ca. 100 pm eingestellt, was gut mit der gemessenen
Halbwertsbreite der Fluoreszenzspur (100 pm) tibereinstimmt. In diesem Beispiel konnte
also linienhaft iiber eine Strecke von 8 mm (auf einer Fliiche von etwa 2 mm?, bei
Zugrundelegung der Basisbreite des Fluoreszenzprofils, mittels 2-Photonen-Anregung
Fluoreszenz erzeugt werden. Es ist zu beachten, dass die Ausbreitungslinge des
gefiihrten Anregungsiichts und damit die Anregungsstrecke fiir die 2-Photonen-Anregung
lediglich durch das Auskoppelgitter begrenzt ist.

Fig. 3 zeigt ein entsprechendes Fluoreszenzprofil fiir den direkt, ohne weitere
strahlformende Linsen, eingestrahlten Laserstrahl. In diesem Fall bettégt die
Halbwertsbreite des Fluoreszenzprofils ca. 360 um, die Basisbreite ca. 800 um,
entsprechend einer (lings des Moden-Laufweges von 8 mm) auf einer Gesamtfléiche von

ca. 6 mm® mit 2-Photonen-Anregung erzeugten Fluoreszenz.

In einem weiteren Schritt wird dann der Laserstrahl mit einer Zylinderlinse (f = 40 mm)
parallel zu den Gitterlinien aufgeweitet. Aus dem entsprechenden Fluoreszenzprofil (Fig.
4) ergeben sich eine Halbwertsbreite von ca. 1.7 mm und eine Basisbreite von ca. 3 mm,
entsprechend einer flichenhaft auf mehr als 20 mm? mittels 2-Photonen-Anregung

erzeugten Fluoreszenz.

Fin wichtiges Kriterium zur zweifelsfreien Zuriickfithrung einer angeregten Fluoreszenz
auf 2-Photonen-Anregung ist die quadratische Abhéngigkeit ihrer Intensitit von der
eingestrahlten Anregungsintensitit. Dazu wird, anstelle der CCD-Kamera, eine Si-
Photodiode, verbunden mit einem Lock-in-Verstéirker (Chopper-Frequenz: 2 kHz), als
Detektor verwendet. Die isotrop abgestrahlte, mittels 2-Photonen-Anregung im
evaneszenten Feld der Wellenleiter-Struktur erzeugte Fluoreszenz wird mit einer Linse

auf besagte Photodiode, vor der sich wiederum ein IR-blockierender Filter (BG 39)
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befindet, fokussiert. Mithilfe des computergesteuerten elektrooptischen Modulators wird
die auf die optische Struktur eingestrahlte Anregungsintensitiit in Inkrementen von ca. 6
mW von 0 auf nahe 300 mW (eingestrahlte Durchschnittsleistung) erhdht und jeweils die
erzeugte Fluoreszenzintensitit gemessen. Fig. 5 zeigt die gemessenen
Fluoreszenzsintensititen und — als durchgezogene Linie — eine Kurvenanpassung der
Intensitit nach der Gleichung y = ax” (mit y entsprechend der Fluoreszenzintensitit, x
entsprechend der Anregungsintensitéit, a entsprechend einem Fitparameter). Es zeigt sich
tiberraschenderweise eine perfekte quadratische Abhéingigkeit der gemessenen
Fluoreszenzintensitit von der Anregungslichtintensitit, ohne jeglichen Offset, welcher
einem zusitzlichen Hintergrundsignal entsprechen wiirde. Damit demonstriert dieses
Beispiel, dass die gemessene Fluoreszenz eindeutig auf 2-Photonen-Anregung
zuriickzufiihren ist und diese, unter diesen Versuchsbedingungen, frei von

Hintergrundsignalen, angeregt werden kann.
Beispiel 2: Weiteres optisches System zur 2-Photonen-Anregung

Als Anregungslichtquelle dient eine Hochleistungslaserdiode mit Emissionswellenldnge
810 nm (fasergekoppelt, 10 W). Mit einer nach der Faser angeordneten
Strahlformungsoptik wird ein paralleles Anregungsstrahlenbiindel gewiinschter Form
erzeugt und unter dem Koppelwinkel fiir die Einkopplung in die wellenleitende Schicht
(a) der optischen Struktur auf das Gitter (Periode 360 nm, Gittertiefe 12 nm) eingestrahlt.
Der Einkoppelwinkel im Glassubstrat (optische Schicht (b), n = 1.496 bei 810 nm)
betriigt —21.7° (beim Ubergang des Lichts von der Schicht (b) zur Schicht (a)); der
dussere Einstrahlwinkel betrigt —34.1°. Die wellenleitende Schicht (a) betrégt 150 nm
Tantalpentoxid (n = 2.09 bei 810 nm). Mit diesen Parametern kann ein Anteil von 24 %
in die Schicht (a) eingekoppelt werden, und die Anregungsintensitit an der Oberfliche

der Schicht (a) ist ausreichend fiir eine 2-Photonen-Anregung.
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Patentanspriiche
1. Optische Struktur, umfassend einen optischen Wellenleiter, mit einer bei

mindestens einer Anregungswellenlénge transparenten, wellenleitenden Schicht (a),
dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitit eines in die Schicht (a) eingekoppelten und in
der Schicht (a) gefiibrten Anregungslichts auf der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um
auf der Oberfléiche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur
Schicht (a) befindliche Molekiile oder molekulare Gruppen mittels Multi-Photonen-

Anregung anzuregen.

2. Optische Struktur nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem
optischen Wellenleiter um einen optischen Diinnschichtwellenleiter handelt, mit einer bei
mindestens einer Anregungswellenlédnge transparenten, wellenleitenden Schicht (a) anf
einer bei mindestens dieser Anregungswellenléinge ebenfalls transparenten Schicht (b)

mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a).

3. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 - 2, dadurch gekennzeichnet, dass es
sich bei den anf der Oberfldche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger
als 200 nm zur Schicht (a) durch Multi-Photonen-Anregung angeregten Molekiilen
um photoreaktive, d.h. nach Lichtanregung chemisch reaktive Molekiile oder

molekulare Gruppen handelt.

4. Optische Struktur nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass durch die Multi-
Photonen-Anregung besagter photoreaktiver Molekiile auf der Schicht (a) oder in
einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht {a) befindlicher Molekiile eine

Photopolymerisation ausgelsst wird.

5. Optische Struktur nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass durch die Mult-
Photonen-Anregung besagter photoreaktiver Molekiile auf der Schicht (a) oder in
einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindlicher Molekiile eine

Photodissoziation. d.h. Aufspaltung eines bis zu der Multi-Photonen-Anregung
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bestehenden Molekiils oder molekularen Komplexes auf der Schicht (a) oder in einem

Abstand von weniger als 200 nm zu der Schicht (a) ausgelSst wird.

Optische Struktur nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass besagte
photoreaktive Molekiile Bestandteil einer Molekiilmatrix zur Einbettung von
Molekiilen hheren Molekulargewichts, insbesondere von natiirlichen und
kiinstlichen Polymeren bzw. von biologischen Molekiilen wie Proteinen,

Polypeptiden und Nukleinsauren, sind.

. Optische Struktur nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich hierbei um

einen Probentréiger fiir die Massenspektrometrie, vorzugsweise fiir MALDYTOF-MS
(matrix-assisted laser desorption / ionization time-of-flight mass spectrometry)
handelt.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 — 7, umfassend einen optischen

Diinnschicht-Wellenleiter, mit einer bei mindestens einer Anregungswellenlinge
transparenten, wellenleitenden Schicht (a) auf einer bei mindestens dieser
Anregungswellenlinge ebenfalls transparenten Schicht (b) mit niedrigerem
Brechungsindex als Schicht (a), dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitiit eines in
die Schicht (a) eingekoppelten und in der Schicht (2) geftihrten Anregungslichts auf
der Schicht (a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um auf der Oberfliiche der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche

Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung zur Lumineszenz anzuregen.

. Optische Struktur nach einem der Aunspriiche 1 - 8, dadurch gekennzeichnet, dass die

Einkopplung von Anregungslicht in die Schicht (a) tiber ein oder mehrere optische
Einkoppelelemente aus der Gruppe erfolgt, die von Prismenkopplern, evaneszenten
Kopplern mit zusammengebrachten optischen Wellenleitern mit tiberlappenden
evaneszenten Feldern, Stitnflichenkopplern mit vor einer Stirnseite der
wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden Linsen, vorzugsweise

Zylinderlinsen, und Gitterkopplern gebildet wird.
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10. Optische Struktur nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Einkopplung

1

ja

I

W

b

w»

von Anregungslicht in die Schicht () iiber eine in der Schicht (a) modulierte
Gitterstruktur (c) erfolgt.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 - 10, dadurch gekennzeichnet, dass es

sich hierbei um eine planare Diinnschicht-Wellenleiter-Struktur handelt.

. Optische Struktur nach Anspruch 11, umfassend einen planaren Diinnschicht-

Wellenleiter, mit einer bei mindestens einer Anregungswellenliinge transparenten
Schicht (a) auf einer bei mindestens dieser Anregungswellenlinge ebenfalls
transparenten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a) und

mindestens einer in Schicht (a) modulierten Gitterstruktur (c), dadurch

1

ichnet, dass die Intensitiit eines unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung
in die Schicht (a) eingestrahlten Anregungslichis auf der Schicht (a) und in der
Schicht (a) zumindest im Bereich der Gitterstruktur (¢) ausreichend hoch ist, um auf
der Oberfléche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur

Schicht (a) befindliche Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung anzuregen.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 - 12, dadurch gekennzeichnet, dass es

sich bei der Multi-Photonen-Anregung um eine 2-Photonen-Anregung handelt.

Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 — 13, dadurch gekennzeichnet, dass
sie es ermSglicht, auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von
weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile linienhaft, das heisst
gleichzeitig l4ngs des in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts, mittels Multi-

Photonen-Anregung anzuregen.

. Optische Struktur nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass sie linienhafte

Multi-Photonen-Anregung von auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem

Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindlichen Molekiilen lings einer
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Distanz von mindestens 5 mm, gerechnet vom Ort der Einkopplung des

Anregungslichts in die Schicht (a), ermoglicht.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 — 15, dadurch gekennzeichnet, dass

sie es ermdglicht, unter Einstrablung eines aufgeweiteten Anregungslichts, auf der
Oberfliche der Schicht {a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur
Schicht (a) befindliche Molekiile gleichzeitig flichenhaft lings des in der Schicht (a)
gefiihrten Anregungslichts mittels Multi-Photonen-Anregung anzuregen.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 - 16, dadurch gekennzeichnet, dass sie

gleichzeitige flichenhafte Multi-Photonen-Anregung von auf der Oberfliiche der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)

befindlichen Molekiilen auf einer Fliche von mindestens | mm? ermdglicht.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 - 16, dadurch gekennzeichnet, dass sie

gleichzeitige flichenhafte Multi-Photonen-Anregung von auf der Oberfliche der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)

befindlichen Molekiilen anf einer Fliche von mindestens 10 mm? ermdglicht.

Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 - 16, dadurch gekennzeichnet, dass sie
gleichzeitige flichenhafte Multi-Photonen-Anregung von auf der Oberfléche der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (2)

befindlichen Molekiilen auf einer Fliche von mindestens [ cm? ermdglicht.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 10 — 19, dadurch gekennzeichnet, dass

sie gleichformige, tnmodulierte Bereiche der Schicht (a) umfasst, welche
vorzugsweise in Ausbreitungsrichtung des iiber eine Gitterstruktur (c) eingekoppelten

und in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts angeordnet sind.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 10 — 20, dadurch gekennzeichnet, dass

sie eine Vielzahl von Gitterstrukturen (c) gleicher oder unterschiedlicher Periode mit
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optional daran anschliessenden gleichférmigen, unmodulierten Bereichen der Schicht

(a) auf einem gemeinsamen, durchgehenden Substrat umfasst.

. Optische Struktur nach einem der Ansprtiche 8 — 21, dadurch gekennzeichnet, dass

eine auf oder im Nahfeld der Schicht (a) durch Multi-Photonen-Anregung erzeugte
Lumineszenz mindestens teilweise in die Schicht (a) einkoppelt und durch Leitung in
der Schicht (a) zn benachbarten Bereichen auf besagter optischer Struktur gefiihrt

wird.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 12 - 22, dadurch gekennzeichnet, dass

sie eine Uberlagerung von 2 oder mehreren Gitterstrukturen unterschiedlicher
Periodizitit mit zueinander paralleler oder nicht paralleler, vorzugsweise nicht
paralleler Ausrichtung der Gitterlinien umfasst, welche der Einkopplung von
Anregungslicht unterschiedlicher Wellenldnge dient, wobei im Falle von 2
{iberlagerten Gitterstrukturen deren Gitterlinien. vorzugsweise senkrecht zueinander

ausgerichtet sind.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 2 - 23, dadurch gekennzeichnet, dass

sich zwischen den optisch transparenten Schichten (a) und (b) und in Kontakt mit
Schicht (a) eine weitere optisch transparente Schicht (b’) mit niedrigerem
Brechungsindex als dem der Schicht (a) und einer Stéirke von 5 nm — 10 000 nm,

vorzugsweise von 10 nm - 1000 nm, befindet.

. Optische Struktur pach einem der Anspriiche 10 — 22 oder 24, dadurch

gekennzeichnet, dass die Gitterstruktur (c) ein diffraktives Gitter mit einer

einheitlichen Periode oder ein multidiffraktives Gitter ist.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 10 - 25, dadurch gekennzeichoet, dass

die Gitterstruktur (c) eine senkrecht oder parallel zur Ausbreitungsrichtung des in die
optisch transparente Schicht (a) eingekoppelten Anregungslichts rdumlich variierende

Periodizidt aufweist.
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27. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 - 26, dadurch gekennzeichnet, dass

2

29.

30.

3

3

3

*

purt

2.

@

das Material der optisch transparenten Schicht (a) aus Glas, Quarz oder einem
transparenten Kunststoff bestehit, beispielsweise aus der Gruppe, welche
Polycarbonat, Polyamid, Polyimid, Polymethylmethacrylat, Polypropylen, Polystyrol,
Polyethylen, Polyacrylsiure, Polyacrylester, Polythioester, Polyphenylensulfid
Polyethylenterephthalat (PET) und Polyurethan sowie deren Derivate umfasst.

Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 - 27, dadurch gekennzeichnet, dass die
optisch transparente Schicht (a) ein Material aus der Groppe von TiOz, ZnO, Nb,Os,
TayOs, HfOy, oder ZrOs, besonders bevorzugt aus TiO; oder Nb2Os oder Ta;Os,
umfasst.

Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 — 28, dadurch gekennzeichnet, dass

der Brechungsindex der optisch transparenten Schicht (a) grosser als 1.8 ist.

Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 — 29, dadurch gekennzeichnet, dass
die optisch transparente Schicht (a) selbsttragend ist.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 — 29, dadurch gekennzeichnet, dass

die optisch transparente Schicht (a) ein niedermodaler Wellenleiter ist, d.h. weniger
als die ersten 10 Moden einer vorgegebenen Polarisation einer eingestrahlten
Anregungswellenliinge fithren kann.

Optische Struktur nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass die optisch
transparente Schicht (a) ein niedermodaler Wellenleiter ist, welcher nur 1 - 3 Moden
einer vorgegebenen Polarisation einer eingestrahlten Anregungswellenldnge fiihren

kann.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 2 - 32, dadurch gekennzeichnet, dass

das Material der optisch transparenten Schicht (b) aus Glas, Quarz oder einem
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transparenten thermoplastischen oder spritzbaren Kunststoff, beispielsweise aus der
Gruppe besteht, die von Polycarbonat, Polyimid, Polymethylmethacrylat,
Polypropylen, Polystyrol, Polyethylen, Polyethylenterephthalat (PET) oder

Polyurethan gebildet wird.

34, Optische-Struktur nach einem der Anspriich 1 - 33, dadurch gekennzeichnet, dass das
Produkt auns der Dicke der Schicht (a) und ihrem Brechungsindex ein Zehntel bis ein
Ganzes, bevorzugt ein Zehntel bis zwei Drittel, der Anregungswellenléinge eines in

die Schicht (a) einzukoppelnden Anregungslichts betrigt.

3

3

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 10 - 34, dadurch gekennzeichnet, dass
in der Schicht (a) modulierte Gitterstrukturen (c) eine Periode von 200 nm— 1000 nm

aufweisen und ihre Modulationstiefe 3 bis 100 nm, bevorzogt 10 bis 30 nm betréigt.

3

o

Optische Struktur nach einem der Anspriiche 10 - 35, dadurch gekennzeichnet, dass
das Verhiltnis von Modulationstiefe zur Dicke der ersten opiisch transparenten

Schicht (a) gleich oder kleiner als 0,2 ist.

3

~

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 10 — 36, dadurch gekennzeichnet, dass
die Gitterstruktur (¢) ein Reliefgitter mit Rechteck-, Dreieck- oder halbkreisférmigem
Profil oder ein Phasen- oder Volumengitter mit einer periodischen Modulation des

Brechungsindex in der im wesentlichen planaren optisch transparenten Schicht (a) ist.

3

b

Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 ~ 37, dadurch gekennzeichnet, dass
sie mit optisch oder mechanisch erkennbaren Markierungen zur Erleichterung der
Justierung in einem optischen System und / oder zur Verbindung mit

Probenbehiltnissen als Teil eines analytischen Systems versehen ist.

3

i

Optische Struktur nach einem der Auspriiche 1 - 38, dadurch gekennzeichnet, dass
zur fmmobilisierung biologischer oder biochemischer oder synthetischer

Erkennungselemente (¢) zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten in einer
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zugefiihrten Probe auf der optisch transparenten Schicht (a) eine
Haftvermittlungsschicht (f) mit einer Stiirke von vorzugsweise weniger als 200 nm,
besonders bevorzugt von weniger als 20 nm aufgebracht ist, und dass die
Haftvermittlungsschicht (f) vorzugsweise eine chemische Verbindung aus den
Gruppen umfasst, die Silane, Epoxide, funktionalisierte, geladene oder polare

Polymere und “selbstorganisierte funktionalisierte Monoschichten” umfasst.

Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 - 39, dadurch gekennzeichnet, dass
raumlich getrennte Messbereiche (d) durch rdumlich selektive Aufbringung von
biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen auf
besagter Wellenleiter-Struktur erzeugt werden, vorzugsweise unter Verwendung eines
oder mehrerer Verfahren aus der Gruppe von Verfahren, die von “Ink jet spotting,
mechanischem Spotting, micro contact printing, fluidische Kontaktierung der
Messbereiche mit den biologischen oder biochemischen oder synthetischen
Erkennungselementen durch deren Zufuhr in parallelen oder gekreuzten
Mikrokanilen, unter Einwirkung von Druckunterschieden oder elektrischen oder

elektromagnetischen Potentialen”, gebildet wird.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 - 40, dadurch gekennzeichnet, dass als

besagte biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselemente
Komponenten aus der Gruppe aufgebracht werden, die von Nukleinsiiuren
(beispielsweise DNA, RNA, Oligonukleotiden) und Nukleins#ureanalogen (z. B.
PNA), Antikérpern oder Antikérperfragmenten, Aptameren, membrangebundenen
und isolierten Rezeptoren, deren Liganden, Antigenen fiir Antikdrper, “Histidin-Tag-
Komponenten”, durch chemische Synthese erzengte Kavitiiten zur Aufnahme
molekularer Imprints, natilirlichen und kiinstlichen Polymeren, etc. gebildet wird, oder
dass als biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselemente ganze
Zellen oder Zellfragmente aufgebracht werden, wobei diese Erkennungselemente
direkt auf der optischen Struktur oder vermittelt iber eine Haftvermittlungsschicht

nach Anspruch 39 auf der optischen Struktur aufgebracht werden.
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Optische Struktur nach einem der Anspriiche 40 - 41, dadurch gekennzeichnet, dass
zwischen den rdumlich getrennten Messbereichen (d) gegeniiber dem Analyten
“chemisch neuntrale” Verbindungen aufgebracht sind, vorzugsweise beispielsweise
bestehend aus den Gruppen, die von Albuminen, insbesondere Rinderserumalbumin

oder Humansernmalbumin, nicht mit zu analysierenden Polynukleotiden

hybridisierender, fr ierter natiirlicher oder synthetischer DNA, wie
beispielsweise von Herings- oder Lachssperma, oder auch ungeladenen, aber
hydrophilen Polymeren, wie beispielsweise Polyethylenglycole oder Dextrane,

gebildet werden.

. Optische Struktur nach einem der Anspriiche 40 - 42, dadurch gekennzeichnet, dass

zwei oder mehrere rdumlich getrennte Messbereiche jeweils zu Segmenten auf der
optischen Struktur zusammengefasst sind und dass bevorzugt verschiedene Segmente
zusitzlich durch eine aufgebrachte Berandung, welche zur fluidischen Abdichtung
gegen Nachbarbereiche und / oder zu einer weiteren Verminderung optischen
Ubersprechens zwischen benachbarten Segmenmten beitrégt, gegeneinander

abgegrenzt sind.

Optische Struktur nach einem der Anspriiche 40 — 43, dadurch gekennzeichnet, dass
in einer 2-dimensionalen Anordnung bis zu 1 000 000 Messbereiche angeordnet sind

und ein einzelner Messbereich eine Fliche von 0.001 — 6 mm? einnimmt,

Optisches System zur Multi-Photonen-Anregung, umfassend mindestens eine
Anregungslichtquelle und eine optische Struktur nach einem der Anspriiche 1 — 44,
dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitiit eines in die wellenleitende Schicht (a) der
optischen Struktur eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts
auf der Schicht (a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um auf der Oberfliche
der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)

betindliche Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung anzuregen.
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46. Optisches System zur Multi-Photonen-Anregung nach Anspruch 45, dadurch

4

=~

gekennzeichnet, dass die Intensitit eines in die wellenleitende Schicht (a) der
optischen Struktur eingekoppelten und in der Schicht (a) gefithrten Anregungslichts
auf der Schicht (a) und in der Schicht (a) ausreichend hoch ist, um auf der Oberfliche
der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)

befindliche Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung zur Lumineszenz anzuregen.

. Optisches. System nach einem der Anspriiche 45 - 46, dadurch gekennzeichnet, dass

die Einkopplung von Anregungslicht in die Schicht (a) iiber ein oder mehrere
optische Einkoppelelemente aus der Gruppe erfolgt, die von Prismenkopplern,
evaneszenten Kopplern mit zusammengebrachten optischen Wellenleitern mit
tiberlappenden evaneszenten Feldern, Stirnflichenkopplern mit vor einer Stirnseite
der wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden Linsen, vorzugsweise

Zylinderlinsen, und Gitterkopplern gebildet wird.

48. Optisches System nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, dass die Einkopplung

von Anregungslicht in die Schicht (a) {iber eine in der Schicht (a) modulierte

Gitterstruktur (c) erfolgt.

49. Optisches System nach einem der Anspriiche 45 — 48, dadurch gekennzeichnet, dass

es sich bei besagter optischer Struktur um eine planare Diinnschicht-Wellenleiter-
Struktur handelt.

50. Optisches System nach Anspruch 49, umfassend mindestens eine

Anregungslichtquelle und eine optische Struktur nach einem der Anspriiche 10 - 44,
dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitit eines unter dem Resonanzwinkel zur
Einkopplung in die Schicht (2) auf eine in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur
(c) der optischen Struktur eingestrahlten Anregungslichts auf der Schicht (2) und in
der Schicht (a) zumindest im Bereich der Gitterstruktur (c) ausreichend hoch ist, um
auf der Oberfliiche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur

Schicht (a) befindliche Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung anzuregen.
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. Optisches System nach einem der Anspriiche 45 - 50, dadurch gekennzeichnet, dass

es sich bei der Multi-Photonen-Anregung um eine 2-Photonen-Anregung handelt.

. Optisches System nach einem der Auaspriiche 45 — 51, dadurch gekennzeichnet, dass

es ermglicht, auf der Oberfléiche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger
als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile linienhaft, das heisst gleichzeitig
ldngs des in der Schicht (a) gefiihrien Anregungslichts, mittels Multi-Photonen-

Anregung anzuregen.

. Optisches System nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, dass es linienhafte

Multi-Photonen-Anregung von auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem
Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindlichen Molekiilen Eings einer
Distanz von mindestens 5 mm, gerechnet vom Ort der Einkopplung des

Anregungslichts in die Schicht (a), erméoglicht,

. Optisches System nach einem der Anspriiche 45 — 53, dadurch gekennzeichnet, dass

es ermOglicht, unter Einstrahlung eines aufgeweiteten Anregungslichts, auf der
Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur
Schicht () befindliche Molekiile gleichzeitig flichenhaft lings des in der Schicht (a)
gefithrten Anregungslichts mittels Multi-Photonen-Anregung anzuregen.

Optisches System nach einem der Anspriiche 45 - 54, dadurch gekennzeichnet, dass
es gleichzeitige flichenhafte Multi-Photonen-Anregung von auf der Oberfliche der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)

befindlichen Molekiilen auf einer Fliche von mindestens 1 mm? ermdglicht.

. Optisches System nach einem der Anspriiche 46 — 54, dadurch gekennzeichnet, dass

eine auf oder im Nahfeld der Schicht (a) der optischen Struktur durch Multi-

Photonen-Absorption erzeugte Lumineszenz mindestens teilweise in die Schicht (a)
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einkoppelt und durch Leitung in der Schicht (2) zu benachbarten Bereichen auf
besagter optischer Struktur geftibrt wird.

. Optisches System nach einem der Anspriiche 45 — 56, dadurch gekennzeichnet, dass

es zusitzlich mindestens einen Detektor zur Erfassung einer oder mehrerer

Lumineszenzen von der optischen Struktur umfasst.

. Optisches System nach ejnem der Ansprtiche 48 - 57, dadurch gekennzeichnet, dass

das von der mindestens einen Anregungslichtquelle ausgesandie Anregungslicht im
wesentlichen parallel ist und unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung in die
optisch transparente Schicht (a) auf eine in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur

{c) eingestrahlt wird.

. Optisches System nach einem der Anspriiche 48 - 58, dadurch gekennzeichnet, dass

das Anregungslicht von mindestens einer Lichtquelle mit einer Aufweitungsoptik zu
einem im wesentlichen parallelen Strahienbiindel aufgeweitet wird und unter dem
Resonanzwinkel zur Einkopplung in die optisch transparente Schicht (a) auf eine

grossflichige in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur (c) eingestrahlt wird.

. Optisches System nach einem der Anspriiche 48 - 59, dadurch gekennzeichnet, dass

das Anregungslicht von der mindestens einen Lichtquelle durch ein oder, im Falle
mehrerer Lichtquellen, gegebenenfalls mehrere diffraktive optische Elemente,
vorzugsweise Dammann-Gitter, oder refraktive optische Elemente, vorzugsweise
Mikrolinsen-Arrays, in eine Vielzahl von Einzelstrahlen mdglichst gleicher Intensitit
der von einer gemeinsamen Lichtquelle stammenden Teilstrahlen zetlegt wird,
welche jeweils im wesentlichen parallel zueinander auf Gitterstrukturen (c) unter dem

Resonanzwinkel zur Einkopplung in die Schicht (a) eingestrahlt werden.

. Optisches System nach einem der Anspriiche 45 - 60, dadurch gekennzeichnet, dass

als Anregungslichtquellen zwei oder mehrere Lichtquellen mit gleicher oder

unterschiedlicher Emissionswellenlinge verwendet werden.
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62. Optisches System nach Anspruch 61 mit einer optischen Struktur nach Aunspruch 23,
dadurch gekenzeichnet, dass das Anregungslicht von 2 oder mehr Lichtquellen
gleichzeitig oder sequentiell aus verschiedenen Richtungen auf eine Gitterstruktur (c)
eingestrahlt und iiber diese in die Schicht (a) der optischen Struktur eingekoppelt
wird, welche eine Uberlagerung von Gitterstrukturen mit unterschiedlicher

Periodizitdt umfasst.

6

W

. Optisches System nach einem der Anspriiche 45 - 62, dadurch gekennzeichnet, dass
zur Detektion mindestens ein ortsaufiésender Detektor verwendet wird,
beispielsweise ans der Gruppe, die von CCD-Kameras, CCD-Chips, Photodioden-
Arrays, Avalanche-Dioden-Arrays, Multichannelplates und Vielkanal-
Photomulipliern gebildet wird.

64. Optisches System nach einem der Anspriiche 45 - 63, dadurch gekennzeichnet, dass
zwischen der einen oder mehreren Anregungslichtquellen und der optischen Struktur
pach einem der Anspriiche 1 - 44 und foder zwischen besagter optischer Struktur und
dem einen oder mehreren Detektoren optische Komponenten aus der Gruppe
verwendet werden, die von Linsen oder Linsensystemen zur Formgestaltung der
iibertragenen Lichtbiindel, planaren oder gekriimmten Spiegeln zur Umlenkung und
gegebenenfalls zusitzlich zur Formgestaltung von Lichtbiindeln, Prismen zur
Umlenkung und gegebenenfalls zur spektralen Aufteilung von Lichtbiindeln,
dichroischen Spiegeln zur spektral selektiven Umlenkung von Teilen von
Lichtbiindeln, Neutralfiltern zur Regelung der iibertragenen Lichtintensitiit, optischen
Filtern oder Monochromatoren zur spektral selektiven Ubertragung von Teilen von
Lichtbiindeln oder polarisationsselektiven Elementen zur Auswahl diskreter
Polarisationsrichtungen des Anregungs- und / oder Lumineszenzlichts gebildet

werden.

6

Cr

. Optisches System nach einem der Anspriiche 46 - 64, dadurch gekenzeichnet, dass

die Einstrahlung des Anregungslichts in Pulsen mit einer Dauer zwischen 1 fsec und
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10 Minuten erfolgt und gegebenenfalls das Emissionslicht aus den Messbereichen

zeitlich aufgeldst gemessen wird.

. Optisches System nach einem der Anspriiche 46 - 65, dadurch gekennzeichnet, dass

zur Referenzierung Lichtsignale aus der Gruppe gemessen werden, die von
Anregungslicht am Ort der Lichtquellen oder nach ihrer Aufweitung oder nach ihrer
Unterteilung in Teilstrahlen, Streulicht bei der Anregungswellenlénge aus dem
Bereich der einen oder mehreren raumlich getrennten Messbereiche, und tiber die
Gitterstruktur (c) neben den Messbereichen ausgekoppeltem Licht der
Anregungswellenlinge gebildet werden.

Optisches System nach einem der Anspriiche 46 - 66, dadurch gekennzeichnet, dass
die Messbereiche zur Bestimmung des Emissionslichts und eines Referenzsignals

identisch sind.

. Optisches System nach einem der Anspriiche 46 - 67, dadurch gekenzeichnet, dass

die Einstrahlung des Anregungslichts auf und Detektion des Emissionslichts von
einem oder mehreren Messbereichen sequentiell fiir einzelne oder mehrere

Messbereiche erfolgt.

. Optisches System nach Anspruch 68, dadurch gekennzeichnet, dass sequentielle

Anregung und Detektion unter Verwendung beweglicher optischer Komponenten
erfolgt, die aus der Gruppe von Spiegeln, Umlenkprismen und dichroischen Spiegeln
gebildet wird.

. Optisches System nach Anspruch 69, dadurch gekennzeichnet, dass sequentielle

Anregung und Detektion unter Verwendung eines im wesentlichen winkel- und

fokusgetreuen Scanners erfolgt.
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71.

72.

73.

74.

75.

76.

Optisches System nach einem der Anspriiche 68 - 70, dadurch gekennzeichnet, dass
die optische Struktur zwischen Schritten der sequentieilen Anregung und Detektion

bewegt wird.

Verfahren zur Multi-Photonen- Anregung, unter Verwendung einer optischen Struktur
nach einem der Anspriiche 1 —44 und / oder eines optischen Systems nach einem der
Anspriiche 45 — 71, dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitit eines in die
wellenleitende Schicht (a) der optischen Struktur eingekoppelten und in der Schicht
(a) gefithrten Anregungslichts auf der Schicht (2) und in der Schicht (a) ausreichend
hoch ist, um auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger
als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung

anzuregen.

Verfahren nach Anspruch 72, dadurch gekennzeichnet, dass auf der Oberfléche der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) der
optischen Struktur befindliche Molekiile photoreaktiv sind und durch Multi-

Photonen-Anregung zu einer chemischen Reaktion angeregt werden.

Verfahren nach Anspruch 73, dadurch gekennzeichnet, dass auf der Oberfliche der
Schicht () oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) der
optischen Struktur befindliche Molekiile durch Multi-Photonen-Anregung zu einer

Bindung mit anderen Molekiilen angeregt werden.

Verfabren nach Anspruch 74, dadurch gekennzeichnet, dass auf der Oberflache der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) der
optischen Struktur befindliche Molekiile durch Multi-Photonen-Anregung zu einer

Photopolymerisation angeregt werden.

Verfahren nach Anspruch 73, dadurch gekennzeichnet, dass durch die Multi-
Photonen-Anregung besagter photoreaktiver Molekiile auf der Schicht (a) oder in

einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindlicher Molekiile eine
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Photodissoziation, d.h. Aufspaltung eines bis zu der Multi-Photonen-Anregung
bestehenden Molekiils oder molekularen Komplexes auf der Schicht (a) oder in einem

Abstand von weniger als 200 nm zn der Schicht (a) ausgeldst wird.

Verfahren zur Lumineszenzanregung, unter Verwendung einer optischen Struktur
nach einem der Anspriiche 1 — 44 und / oder eines optischen Systems nach einem. der
Anspriiche 45 — 71, dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitét eines in die
wellenleitende Schicht (a) der optischen Struktur eingekoppelten und in der Schicht
(a) gefiihrten Anregungslichts auf der Schicht (a) und in der Schicht (a) ausreichend
hoch ist, um auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger
als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile mittels Multi-Photonen-Anregung

zur Lumineszenz anzuregen.

Verfahren zum Lumineszenznachweis eines oder mehrerer Analyten in einer oder
mehreren Proben auf einem oder mehreren Messbereichen auf einer optischen
Struktur nach einem der Anspriiche 39 — 44 zur Bestimmung einer oder mehrerer
Lumineszenzen von einem Messbereich oder von einem Array aus mindestens zwei
oder mehr, riumlich getrennten Messbereichen (d) oder mindestens zwei oder mehr
rdumlich getrennten Segmenten (d’), in die mehrere Messbereiche zusammengefasst
sind, auf besagter optischer Struktur, dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitit
eines in die wellenleitende Schicht (a) der optischen Struktur eingekoppelten und in
der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts auf der Schicht (a) und in der Schicht (a)
ausreichend hoch ist, um auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand
von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile mittels Multi-

Photonen-Anregung zur Lumineszenz anzuregen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 72 - 78, dadurch gekennzeichnet, dass die
Einkopplung von Anregungslicht in die Schicht (a) iiber ein oder mehrere optische
Einkoppelelemente aus der Gruppe erfolgt, die von Prismenkopplern, evaneszenten
Kopplern mit zusammengebrachten optischen Wellenleitern mit iiberlappenden

evaneszenten Feldern, Stirnflichenkopplern mit vor einer Stirnseite der
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wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden Linsen, vorzugsweise

Zylinderlinsen, und Gitterkopplern gebildet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 72 — 79, dadurch gekennzeichnet, dass die
Einkopplung von Anregungslicht in die Schicht (a) iiber eine in der Schicht (a)
modulierte Gitterstruktur (c) erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 72 — 80, dadurch gekennzeichnet, dass es
sich bei der optischen Struktur um eine planare Diinnschicht-Wellenleiter-Strukfur
handelt.

Verfahren nach Anspruch 81 mit einer optischen Struktur umfassend einen
planaren Diinnschicht-Wellenleiter, mit einer bei mindestens einer
Anregungswellenléinge transparenten Schicht (a) auf einer bei mindestens dieser
Anregungswellenlinge ebenfalls transparenten Schicht (b) mit niedrigerem
Brechungsindex als Schicht (a) und mindestens einer in Schicht (a) modulierten
Gitterstruktur (c), dadurch gekennzeichnet, dass die Intensitét eines unter dem
Resonanzwinkel zur Einkopplung in die Schicht (a) eingestrahlten Anregungslichts
auf der Schicht (a) und in der Schicht (a) zumindest im Bereich der Gittersteuktur (c)
ausreichend hoch ist, um auf der Oberfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand
von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile mittels Multi-

Photonen-Anregung anzuregen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 72 - 82, dadurch gekennzeichnet, dass es

sich bet der Multi-Photonen-Anregung um eine 2-Photonen-Anregung handelt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 72 — 83, dadurch gekennzeichnet, dass auf
der Oberfliche der Schicht (a) der optischen Struktur oder in einem Abstand von
weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindliche Molekiile linienhaft, das heisst
glejcheeitig lings des in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts, mittels Multi-

Photonen-Anregung angeregt werden knnen.
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Verfahren nach Anspruch 84, dadurch gekennzeichnet, dass linienhafte Multi-
Photonen-Anregung von auf der Obexfliche der Schicht (a) oder in einem Abstand
von weniger als 200 nm zur Schicht (a) befindlichen Molekiilen lings einer Distanz
von mindestens 5 min, gerechnet vom Ort der Einkopplung des Anregungslichts in
die Schicht (a), mdglich ist.

WVerfahren nach einem der Anspriiche 80 - 85, dadurch gekennzeichnet, dass,
unter Einstrahlung eines aufgeweiteten Anregungslichts, auf der Oberflache der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)
befindliche Molekiile gleichzeitig flidchenhaft Iéngs des in der Schicht (a) gefiihrten

Anregungslichts mittels Multi-Photonen-Anregung angeregt werden konnen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 72 - 86, dadurch gekennzeichnet, dass es
gleichzeitige flichenhafte Multi-Photonen- Anregung von auf der Oberfliiche der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)

befindlichen Molekiilen auf einer Fliiche von mindestens 1 mm? erméglicht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 72 - 87, dadurch gekennzeichnet, dass es
gleichzeitige flachenhafte Multi-Photonen-Anregung von auf der Oberfldche der
Schicht (a) oder in einem Abstand von weniger als 200 nm zur Schicht (a)

befindlichen Molekiilen auf einer Fliiche von mindestens 1 cm” ermdglicht

Verfahren nach einem der Anspriiche 80 — 88, dadurch gekennzeichnet, dass die
optische Strukiur gleichférmige, unmodulierte Bereiche der Schicht (a) umfasst,
welche vorzugsweise in Ausbreitungsrichtung des iiber eine Gitterstruktur (c)

eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts angeordnet sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 80 ~ 89, dadurch gekennzeichnet, dass die
optische Struktur eine Vielzahl von Gitterstrukturen (c) gleicher oder

unterschiedlicher Periode mit optional daran anschliessenden gleichférmigen,
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unmodulierten Bereichen der Schicht (a) auf einem gemeinsamen, durchgehenden

Substrat umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 80 — 90, dadurch gekennzeichnet, dass eine
auf oder im Nahfeld der Schicht (a) der optischen Strukiur durch Multi-Photonen-
Absorption erzengte Lumineszenz mindestens teilweise in die Schicht (a) einkoppelt
und durch Leitung in der Schicht (a) zu benachbarten Bereichen auf besagter
optischer Struktur gefithrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 77 - 91, dadurch gekennzeichnet, dass zur
Erzeugung der Lumineszenz ein Lumineszenzfarbstoff oder lumineszentes
Nanopartikel als Lumineszenzlabel verwendet wird, das bei einer Wellenlinge

zwischen 200 nm und 1100 nm angeregt werden kann.

Verfahren nach Anspruch 92, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes

Lumineszenzlabel mittels 2-Photonen-Absorption angeregt wird.

Verfahren nach Anspruch 93, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes
Lumineszenzlabel durch 2-Photonen-Absorption eines Anregungslichts im
Sichtbaren oder nahen Infraroten zu einer uliravioeletten oder blauen Lumineszenz

angeregt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 92 - 94, dadurch gekennzeichnet, dass das
Lumineszenzlabel an den Analyten oder in einem kompetitiven Assay an einen
Analogen des Analyten oder in einem mehrstufigen Assay an einen der
Bindungspartner der immobilisierten biologischen oder biochemischen oder
synthetischen Erkennungselementen oder an die biologischen oder biochemischen

oder synthetischen Erkennungselementen gebunden ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 92 — 95, dadurch gekennzeichnet, dass ein

zweites oder noch weitere Lumineszenzlabel mit gleicher oder unterschiedlicher
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Anregungswellenlénge wie das erste Lumineszenzlabel und gleicher oder

unterschiedlicher Emissionswellenldnge verwendet werden.

97. Verfahren nach einem der Anspriiche 77 — 91, dadurch gekennzeichnet, dass die
Eigenfluoreszenz (,,Autofluoreszenz™) fluoreszenzfihiger Biomolekiile, wie
beispielsweise von Proteinen mit fluoreszenzfihigen Aminosiuren, mittels Multi-

Photonen-Absorption angeregt wird.

98. Verfahren nach Anspruch 97, dadurch gekennzeichnet, dass besagte
fluoreszenzfihigen Aminosiuren ausgewéhlt sind aus der Gruppe, die von

Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin gebildet wird.

99, Verfahren nach einem der Anspriiche 77 — 98, dadurch gekennzeichnet, dass
mithilfe einer mittels Multi-Photonen-Absosption angeregten Eigenlumineszenz
(Eigen- oder Auto-Fluoreszenz) der immobilisierten biologischen oder
biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente deren

Immobilisierungsdichte in den Messbereichen bestimmt wird.

100.  Verfahren nach einem der Anspriiche 77 -~ 99, dadurch gekennzeichnet, dass das
im Analytnachweisschritt (durch Multi-Photonen-Absorption oder anch Ein-
Photonen-Absorption) angeregte Lumineszenzsignal des Analyten oder eines seiner
Bindungspartner beziiglich der Anzahl oder Dichte der verfiigharen Bindungsstellen
anhand der gemessenen, durch Multi-Photonen-Absorption angeregten
Eigenlumineszenz der immobilisierten biologischen oder biochemischen oder

synthetischen Erkennungselemente korrigiert bzw. normiert wird.

10t.  Verfahren nach einem der Anspriiche 77 — 100, dadurch gekennzeichnet, dass die

einen oder mehreren Lumir und / oder Bestin von Lichtsignalen
bei der Anregungswellenlénge polarisationsselekiiv vorgenommen werden, wobei
vorzugsweise die einen oder mehreren Lumineszenzen bei einer anderen Polarisation

als der des Anregungslichts gemessen werden.

JP 2004-530125 A 2004.9.30
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70

102, Verfahren nach einem der Anspriiche 72 — 101, dadurch gekennzeichnet, dass
wiithrend der Multi-Photonen-Anregung von an der Oberfliche der Schicht (a) oder
innerhalb eines Abstandes von weniger als 200 nm von der Schicht (a) befindliche
Molekiile innerhalb dieses Abstandes gefangen gehalten werden, indem die
oberflichennahe hohe Anregungsiniensitét und deren ansteigender Gradient in
Richtung der Oberfliche auf diese Molekiile den Effekt einer ,.optischen Pinzette*

L,optical tweezers™) ausiibt.
P

103.  Verfahren nach einem der Anspriiche 72 — 102 zur gleichzeitigen und / oder
sequentiellen, quantitativen und / oder qualitativen Bestimmung eines oder mehrerer
Analyten aus der Gruppe von Antikdrpern oder Antigenen, Rezeptoren oder
Liganden, Chelatoren oder “Histidin-tag-Komponenten”, Oligonukleotiden, DNA-
oder RNA-Striingen, DNA- oder RNA-Analoga, Enzymen, Enymcofaktoren oder
Inhibitoren, Lektinen und Kohlehydraten.

104.  Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 72 — 103, dadurch
gekennzeichnet, dass die zu untersuchenden Proben natiirlich vorkommende
Korperfliissigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Lymphe oder Urin oder Eigelb oder
optisch triibe Fliissigkeiten oder Obertlichenwasser oder Boden- oder
Pflanzenextrakte oder Bio- oder Syntheseprozessbrithen oder Aus biologischen

Gewebeteilen entnommen sind.

105.  Verwendung einer optischen Struktur nach einem der Anspriiche 1 —44 und /
oder eines optischen Systems nach einem der Anspriiche 45— 71 und / oder eines
Verfahrens nach mindestens einem der Anspriiche 72 — 104 zu quantitativen und /
oder qualitativen Analysen zur Bestimmung chemischer, biochemischer oder
biologischer Analyten in Screeningverfahren in der Pharmaforschung, der
Kombinatorischen Chemie, der Klinischen und Priklinischen Entwicklung, zu
Echtzeitbindungsstudien und zur Bestimmung kinetischer Parameter im

Affinitéitsscreening und in der Forschung, zu qualitativen und quantitativen
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(106) JP 2004-530125 A 2004.9.30

WO 02/079765 PCT/EP02/02958

7

Analytbestimmungen, insbesondere fiir die DNA- und RNA-Analytik, fiir die
Erstellung von Toxizitéitsstudien sowie fiir die Bestimmung von Expressionsprofilen
sowie zum Nachweis von Antikorpern, Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in der
pharmazeutischen Protduktentwickiung und -forschung, der Human- und
Veterinirdiagnostik, der Agrochemischen Produktentwicklung und -forschung, der
symptomatischen und prisymptomatischen Pflanzendiagnostik, zur
Patientenstratifikation in der pharmazeutischen Produktentwicklung und fiir die
therapeutische Medikamentenauswahl, zum Nachweis von Pathogenen, Schadstoffen
und Erregern, insbesondere von Salmonellen, Prionen und Bakterien, in der

Lebensmittel- und Umweltanalytik.

106.  Verwendung einer optischen Struktur nach einem der Anspriiche 1 —44 und /
oder eines optischen Systems nach einem der Anspriiche 45— 71 und / oder eines
Verfahrens nach einem der Anspriiche 72 — 104 fiir oberflichengebundene
Untersuchungen, welche den Einsatz sehr hoher Anregungslichtintensitéiten und /
oder Anregungsdauern und / oder Mehr-Photonen-Anregung erfordern, wie
beispielsweise Untersuchungen der photophysikalischen und photochemischen
Eigenschaften insbesondere neuer Materialien, Studien zur Photostabilitat von

Materialien, photokatalytische Prozesse etc.
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) Internationales Versffentlichungsd (10) Internationale Verd mer
10. Oktober 2002 (10.10.2002) PCT WO 02/079765 A3
{51) Internationale Patentklassifikation’: GUIN 21/77, MAROWSKY, Gerd |[DL/DL]; Miihlspielweg 19, 37077
21/55, 21464, GO2B 6/34 Goltingen (D11).
{21) Internationales Aktenzeichen: PCT/BP02/02958 (74) Gemeinsamer Vertreter: ZEPTOSENS AG; Benken-

strasse 254, CH-4108 Witterswil (CH).
22) Tnternationales Anmeldedatum:
@ 18. Miirz 2002 (18.03.2002) (81) Bestimmungsstaaten (national): AT, AG, AT, AM, AT,
; AU, AZ.BA, BB, BG, BR.BY, BZ, CA, CIL CN, CO, CR,
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE,

(25) Einreichungssprache: Deutsch ; > FL 1
GH, GM, HR, HU, D, 1L, IN, IS, JP, KLi, KG, KP, KR, KZ,
(26) Veroflentlichungssprache: Deatseh A\ N7 N, K7 1 BT RO, RU. S, . SG. 81
(30) Angaben zur Priositht ili Szl%z TI, T™, TR, TT. TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU,
061701 2. April 2001 (02.04.2001)  CH AN
0689/01 12 Aprl 2001 (12.042001)  CH (g4 Bestimmungsstaaten (regional): ARTPO-Patent (GIT,
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, 8L, 8Z, TZ, UG, ZM, ZW),
(71) Anmelder (fir alle mit A i Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T.
von US): ZEPTOSENS AG |CH/CH|; Benkenstrasse 254, TM), europiisches Patent (AT, BI;, CH, CY, DI
CIT-4108 Witierswil (CTT). TS, T, TR, GB, GR, I, IT, 1.U, MC, N, PT. N
OAPI-Patent (BF, BJ, CF, (G, CI, CM, GA, GN, GQ, GW,
(72) Erfinder; und ML, MR, NE, SN, TD, TG).
(75) Erfinder/Anmelder (aur fiir US): DUVENECK, Gert,
L. [DI/DI; lizmattenweg 34, 79189 Bad Krozingen  Verdffentlicht:
(DF). BOPP, Martin, A. [CH/CH]; Br — mit ich
5, CI1-4053 Basel (CID. PAWLAK, Michael [DE/DE];
asse 5, 79225 1 ¢ (DE). EHRAT, (88) Veriffentlichungsdatum des internationalen
Markus [CH/CHJ; Im Britel 6, CH-4312 Magden (CH). Recherchenberichts: 30. Januar 2003

{Foriseizung auf der nichsien Seite]

(54) Title: OPTICAL STRUCTURL FOR MULTI-PHOTON EXCITATION AND THIE USL THEREOI
{54) Bezeichnung: OPTISCIIE STRUKTUR ZUR MULTI-PIIOTONEN-ANREGUNG UND DEREN VERWENDUNG

(57) Abstract: The invention relates to 2 variable embodiment of an optical struclure, comprising an optical waveguide with a
wave-guiding layer (a) that is transparent at at least one cxcitation wavelength. Said optical structure is characterised in that the
intensirty of excitation light that is input into the layer (a) and guided through said layer (a) is sufficiently high onand in said layer (a)
to excite molecules capable of Tuminescence and/or photoreactive molecules located on the surface of the Tayer (2) or at a distance of
less than 200 nm [rom Lhe latler (a), by means o muli-photon excitation, preferably two-phaot ilation. Prelerred

are those which allow a linear or planar multi-phot citation along the excitation light that is guided through the layer (a). The
invention also relates to various embodiments of optical systems and analytical systems comprising an excitation light source and
an inventive embodiment of an optical structure and to methods based thereon, in particular 1o luminescence excitation and to the
€1 Juminescent detection of one or several analytes by means of multi-photon excitation, in addition to the use of szid embodiments and

< methods.

\o (57) Zusammenfassung: Die Fifindung betrilL eine variable Ausflihrungsform einer oplischen Strukiur, umfassend einen opti-
L~ schen iter, mit ciner bei mi ciner itenden Schicht (a), dadurch ge-
N kennzeichnet, dass dic Lntensitit cines in dic Schicht (a) cingekoppelten und in der Schicht (a) gofiihrien Anrogungslichts auf der
=) Schicht () und in der Schicht (a) aum]cherld hoch ist, um anf der Oberfliiche der Schicht () oder in einem Abstand von weni-
~~ gerals 200 nm vur Schicht () belindlich dhige und/oder p tive Molekiile mittels Multi Phnl«men - Anregung,
g or 2-Phot Anregung, Bevorzug sind dabei solche Aulihrungsformen, welche eine L fle oder [1:i-
chenhatte Multi-Photonen-Anregung, lings des in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts, erméglichen. Die Erfindung betrifft
auch verschiedene Ausfilhrungsformen optischer Systeme und analytischer Systeme mir einer Anregungslichtquelle und einer er-
findungsgemiissen Ausfithrung einer optischer Struktur sowie darauf hasierende Verfahren, inst 7 Lumi
sowie 7zum Tumineszenznachweis eines oder mehrerer Analylen mittels Multi-Pholonen-Anregung, sowie deren Verwendung.

JP 2004-530125 A 2004.9.30
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Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes wnd der anderen
Abkiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Noles on
Codes and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe
der PCT-Gazesie verwiesen.
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(112)

INTERNATIONAL SEARCH REPORT |m‘ honat Application No

PCT/EP 02/02958

A CLASSIFICATI ON OF SUBJECT MATTER
IPC 7

GOIN21/77 60IN21/55

According to Patent G

G0LN21/64 602B6/34

(JPC) or to both national classification and IPG.

B. FIELDS SEARGHED

IPC 7 GO2B

Minimum documentation searched (classification syslem followed by classificaion symbols)
601N

Dy hed other than minimum

1o the extent that such documents are included in the flekls searched

Electronic dala base consulled during the inlernational search (name of data base and, where practical, search lerms used)

EPO-Internal, COMPENDEX, PAJ, WPI Data, INSPEC

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ® | Gitation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A claims 1-66

Y W0 00 75644 A (ABEL ANDREAS P ;EHRAT 1,2,
MARKUS (CH); ZEPTOSENS AG (CH);
NEUSCHAEFER) 14 December 2000 (2000 -12-14) 16-19,

103-106
93,94,97

m Further documents are lisled i the conlinuation of box C.

Patent family members are fisted in annex.

* Spedial categories of cited documents :

*A" document defining the general stale of the art which Is not
considered to be of particular relevance
*E* earlier document but published on or afterthe international
filing date
document which may thow doubts on priorly claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other speciai reason (as speciii
*Q" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means
*P* document published prior to the intemationat filing date but
Taler than the priority date claimed

“T* later document published afier the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to Understand the principle or theoty underlying the
invention

*X* document of particular relevance; the claimed invention

cannot be considered novel or canrol be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone
document of particular relevanice; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
dacumem is combined with one or more other such dogu—
_msgts , Stich combinallon being obvious to a person skilled
e arl.

é

&

document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

25 September 2002

Date of mailing of the international search report

08/10/2002

Name and mailing address of the ISA
European Patent Office, P.B. 5618 Patentlazn 2
NL - 2280 HV Rijswilk
Tel. (+31-70) 340-2040, TX. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Verdoodt, E

Form PGT/ISA/210 (secand sheel) {July 1992)

page 1 of 2
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C

(113)

T/EP 02/02958

INTERNATIONAL SEARCH REPORT Iﬁe'onax Applcation No
P

C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Caiegory © | Citation of document, with indicalion,where appropriale, of Ihe elevant passages.

Relevant o clalm No.

Y GRYCZYNSKI I ET AL: "TWO-PHOTON
EXCITATION BY THE EVANESCENT WAVE FROM
TOTAL INTERNAL REFLECTION"

ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, ACADEMIC PRESS,
SAN DIEGO, CA, US,

vol. 247, no. 1,

5 April 1997 (1997-04-05), pages 69-76,
XP001008562

ISSN: 0003-2697

page 74, left-hand column, 1ine 8 - Tine
1

1
page 71, left-hand column, last paragraph
-right-hand column, line 2
abstract
A DUVENECK @ L ET AL: "Novel bioaffinity
sensors for trace analysis based on
Tuminescence excitation by planar
waveguides"

SENSORS AND ACTUATORS B, ELSEVIER SEQUOIA
S.A., LAUSANNE, CH,

vol. 38, no. 1-3, 1997, pages 88-95,
XP004083676

ISSN: 0925-4005
the whole document

A WO 95 33197 A (CIBA GEIGY AG ;DUVENECK
GERT L (DE); NEUSCHAEFER DIETER (CH);
EHRA) 7 December 1995 (1995-12-07)

the whole document

P,X WO 01 79821 A (BOPP MARTIN ;EHRAT MARKUS
(CH); ZEPTOSENS AG (CH); DUVENECK GERT ()
25 October 2001 (2001-10-25)

the whole document

1,2,
8-13,
16-19,
22-36,
38-60,
63-72,
77-83,
86-88,
91,92,
95,96,
103-106

1-106

1-106

1-106

Form PGT/SA/210 (continuztion of secand shest) (July 1952)

pa:

ge 2 of 2
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Iinformation on patent family members

(114)

1018 cnat Appiication No

PCT/EP 02/02958

Patent document Publication Patent family ’ Publication

cited in search report date member(s)

WO 0075644 A 14-12-2000 AU 5526500 A 28-12-2000
Wo 0075644 Al 14-12-2000
EP 1190236 Al 27-03-2002
US 2002074513 Al 20-06-2002

W0 9533197 A 07-12-1995 AT 172300 T 156-10-1998
AT 216491 T 15-05-2002
AU 2317995 A 21-12-1995
AU 689604 B2 02-04-1998
AU 2734695 A 21-12-1995
CA 2190362 Al 07-12-1995
CN 1149335 A 07-05-1997
CN 1149336 A 07-05-1997
Ccz 9603471 A3 11-06~-1997
(&4 9603472 A3 12-03-1997
DE 69505370 D1 19-11-1998
DE 69505370 T2 01-04-1999
DE 69526438 D1 23-056-2002
DK 760944 T3 05-08-2002
WO 9533197 Al 07-12-1995
EP 0759159 Al 26-02-1997
EP 0760944 Al 12~-03-1997
FI 964664 A 24-01-1997
FI 964684 A 27-01-1997
HU 76407 A2 28-08-1997
HU 76406 A2 28-08-1997
Wo 9533198 Al 07-12-1995
JP 10501616 T 10-02-1998
JP 10501617 T 10-02-1998
PL 317379 Al 01-04-1997
PL 317402 Al 14-04-1997
SK 151296 A3 09-07-1997
SK 151396 A3 09-07-1997
us 5959292 A 28-09-1999
us 5822472 A 13-10-1998
ZA 9504325 A 27-11-1995
ZA 9504327 A 27-11-1995

WO 0179821 A 25-10-2001 AU 6217801 A 30-10~-2001
Wo 0179821 Al 25-10-2001

Fom PCTASA/210 (patent family annex) (July 1962)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT IntcWlffionales Aktenzeichen

PCT/EP 02/02958

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUN

asesasysmn DES
IPK 7 GOIN21/77 G0IN21/55 GOIN21/64 G02B6/34
Nach der i ifikation (1K) oder nach der nationalen und der IPK
B. RECHERCHIERTE GEBIETE
- - - T )
IPK 7 @028 GOIN
aber nicht zum (t gehbrende soweit diese unter die recherchierten Gebiets fallen
a Recherche i ische Datenbank (Name der Datenbark_und evll, verwendete Suchbegrlffe)

EPO-Internal, COMPENDEX, PAJ, WPI Data, INSPEC

C. ALS WESENTLICH UNTERLAGEN
Kategorie® der Verd i soweil. unter Angabe der in Betrachl kommencen Teile Betr. Anspruch Nr.
Y WO 00 75644 A (ABEL ANDREAS P ;EHRAT 1,2,
MARKUS (CH); ZEPTOSENS AG (CH); 8-13,
NEUSCHAEFER) 16-19,
14. Dezember 2000 (2000-12-14) 22-36,
38-60,
63-72,
77-83,
86-88,
91,92,
95,96,
103-106
A Anspriiche 1-66 93,94,97

Wellsre Vordtentichungen sind de Forlsetzung von Feld G zu
entnel

[l Siehe Anhang Patentiamilie

* Besondere Kmegonen von angegebenen Verdftentlichungen

A" Verdftentlichung, die den aligemeinen Stand uerTEChmk definlert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen

*E* alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem

*T* Spéltere Vertitfentlichung, die nach dem internaticnalen Anmsldedamm
‘oder dem Prioritalsdatum verdffentlicht worden ist und mit
An memung "t kollidier, sondern nur zum Versianans d% e
Erfindung zugrundelle‘gemen Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden

Anmeldedatum verdffentlicht worden ist

“L* Versffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er—
scheinen zu |assen, oder durch die das Versffent eln

kann allein auvg'und dleser vsrtmemllchung nlchl als neu oder auf

er
anderen im Recherchenbericht genannten Versfientlichung belegt werden
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefiihrt)
*O* Verdffentlichung, die sich auf eine miindiiche Offenbarung,
e Benulzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht
aber nac}

dem orilé 5 viorden ist

lgkeﬂ berunend betrachtel weld

PN e diord Tétigeit Sihend bahater

werden, wenn dte Verditenlichung mit einer oder mehreren anderen
Veroifatichingen dicser Kaiegors n Verbinding Sebracht wird und
dlese Verbindung fir einen Fachmann nahefiegend ist

4 i die Mitgl e ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

25. September 2002

08/10/2002

Name und ift der
Europaisches Palentami, P.5. 5918 Patentiaan 2
NL - 2280 HY
Tel. (4&1-70)340 2040 Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Bevolméachtigter Bedlensteter

Verdoodt, E

Formblatt PCTASA210 (Blelt 2) (Jull 18¢2)
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ionales Aktenzelchen

PCT/EP 02/02958

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

(CH); ZEPTOSENS AG (CH); DUVENECK GERT ()
25. Oktober 2001 (2001-10-25)
das ganze Dokument

Kategorie® | Bezeichnung der Verdffentiichung, soweit erfordesiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Belr. Anspruch Nr.
Y GRYCZYNSKI I ET AL: "TWO-PHOTON 1,2,
EXCITATION BY THE EVANESCENT WAVE FROM 8-13,
TOTAL INTERNAL REFLECTION" 16-19,
ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, ACADEMIC PRESS, 22-36,
SAN DIEGO, CA, US, 38-60,
Bd. 247, Nr. 1, 63-72,
5. April 1997 (1997-04-05), Seiten 69-76, 77-83,
XP001008562 86-88,
ISSN: 0003-2697 91,92,
95,96,
103-106
Seite 74, linke Spalte, Zeile 8 - Zeile 11
Seite 71, linke Spalte, letzter Absatz
-rechte Spalte, Zeile 2
Zusammenfassung
A DUVENECK & L ET AL: "Novel bioaffinity 1-106
sensors for trace analysis based on
Tuminescence excitation by planar
waveguides”
SENSORS AND ACTUATORS B, ELSEVIER SEQUOIA
S.A., LAUSANNE, CH,
Bd. 38, Nr. 1-3, 1997, Seiten 88-95,
XP004083676
ISSN: 09254005
das ganze Dokument
A WO 95 33197 A (CIBA GEIGY AG ;DUVENECK 1-106
GERT L (DE); NEUSCHAEFER DIETER (CH);
EHRA) 7. Dezember 1995 (1995-12-07)
das ganze Dokument
P,X WO 01 79821 A (BOPP MARTIN ;EHRAT MARKUS 1-106

Formblatt POT/ISA210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT N
- InteMonales Aklenzeichen
Angaben zu die zur selben gehéren PCT/EF 02/02958
Im Recherchenbericht Datum der Mitglieci(er) der Datum der
angefiihrtes Patentdokument Verdffentlichung Patentfamilie Verstientlichung
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