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Zusammenfassung

Wir prasentieren eine Plattformtechnologie zur mobilen, markerfreien Detektion von mehreren Protei-
nen gleichzeitig. Ein photonischer Kristall, der mit Liganden lokal funktionalisiert ist, dient hier als Sen-
sor. Uber ein kompaktes, Kamera-basiertes Messsystem wird die Proteinanbindung an die Sensor-
oberflache in ein Intensitatssignal umgewandelt, Gber dessen Amplitude die Proteinkonzentration be-
stimmt werden kann. Um die Detektionsgrenze dieser Technologie weiter zu verbessern, werden hier
photonische Kristalle mit einer multiperiodischen und aperiodischen Gitterstruktur simulativ und expe-
rimentell untersucht. Daflir werden die Gesamtempfindlichkeit und die Resonanzgute jeder Struktur
bestimmt und mit der bisher verwendeten monoperiodischen Struktur verglichen. Es konnte festge-
stellt werde, dass die Resonanzgite von mono- Uber multi- bis aperiodisch sich deutlich verbessert.
Eine Steigerung der Gesamtempfindlichkeit konnte nicht festgestellt werden. Jedoch konnte anhand
von Analysen der elektrischen Feldverteilung innerhalb der verschiedenen Strukturen beobachtet
werden, dass die Modenausbreitungen in den aperiodischen Strukturen stark lokalisiert wird und die
elektrische Feldstarke in diesen ,Hot-Spots” deutlich Uber der mittleren Feldstarke, die eine flachige
Funktionalisierung reprasentiert, liegt. Diese lokale Resonanzausbildung konnte zudem bereits in ers-
ten experimentellen Untersuchungen bestatigt werden.

Keywords: Optische Biosensoren, photonische Kristalle, multiperiodische und aperiodische Nano-
strukturen, markerfrei

tektion von mehreren Proteinen auf einem

E|nIe|turllg ' . _ Chip prasentiert. Hierfiir dient ein photonischer
Krankheiten wie akuter Herzinfarkt und Diabe- Kristall als Signalwandler, dessen Oberflache
tes sollten moglichst schnell erkannt und be- lokal mit mehreren und spezifischen Liganden
handelt werden, um den Krankheitsverlauf des funktionalisiert wird, wie schematisch in Abb. 1
betroffenen Patienten positiv beeinflussen zu gezeigt [10].

kénnen [1, 2]. Dafir sind kompakte, schnell
arbeitende, dezentrale und einfach zu benut-
zende Sensoren von hohem Interesse fir
Point-of-Care Anwendungen. Diese Sensoren
sollten in der Lage sein, spezifisch mehrere
Proteine fUr eine eindeutige Diagnose nach-
zuweisen [3-5]. Im Gegensatz zu
markerbasierten Messmethoden wie z.B. De-
tektion Uber Fluoreszenzsignale benétigen die
markerfreien Methoden keine weiteren Prapa-
rationsschritte der Reagenzien [6]. Generell
wird bei den markerfreien Methoden uber ei-
nen Signalwandler, auf dessen Oberflache
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Liganden zum Fangen der zu detektierenden Abb. 1:  Schema der P/attformteChnO/Ogie fair
Proteine immobilisiert sind, die Bindung der die parallele, optische Konzentrati-
Proteine in ein messbares Signal umgewan- onsmessung mehrerer Proteine in
delt. Dieses kann elektrochemisch, kolorimet- einer Blutprobe.

risch oder optisch durchgefiihrt werden [7-9].
Es wird hier eine optische Plattformtechnologie
zur mobilen, markerfreien und parallelen De-
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Ein Tropfen Blut wird auf einen Wegwerfchip
gegeben und das Plasma mit einem Filter ge-
trennt. Das Sensorfeld enthalt den funktionali-
sierten photonischen Kristall [11]. Photonische
Kristalle sind Wellenleiter mit einer periodisch
nanostrukturierten Oberflache bestehend aus
einem hochbrechenden, die-lektrischen Mate-
rial. Dadurch kénnen sich quasi-gefiihrte Mo-
den ausbilden, die sowohl im transmittierten
als auch im reflektierten Licht-spektrum als
Resonanzen sichtbar sind (Abb. 2). Aufgrund
des evaneszenten Anteils der quasi-geflihrten
Moden reagieren photonische Kristalle sensitiv
auf Brechungsindexanderungen an der Sen-
soroberflache mit einer Verschiebung der Re-
sonanzposition.

Intensitit [a.u.]
=

Wellenlinge [nm]

Abb. 2:  Querschnitt der nanostrukturierten
Oberfldche, die einen photonischen
Kristall bildet, in dem quasi-gefiihrte
Moden auftreten (links). Resonanz-
verschiebung und  beleuchtungs-
abhéngige Intensitdtsdnderung her-
vorgerufen durch Brechungsindex-
dnderung an der Oberflache (rechts)

In einem Kamera-basierten Messsystem wird
diese Resonanzverschiebung in eine Intensi-
tatsanderung umgewandelt, durch welche
wiederum die Proteinkonzentration bestimmt
werden kann. Dazu wird die Systemantwort so
entworfen, dass die Resonanz an einer abfal-
lenden, spektralen Flanke liegt. Hier wird die-
ses durch die Verwendung einer farbigen LED
als Anregungsquelle erreicht. Wie in Abb. 2
rechts zu sehen, resultiert die Brechungs-
indexerhdhung an der Oberflache in einer star-
ken Intensitatsanderung [12].

Fur die optische Detektion werden die Ligan-
den auf der 25 x 25 mm? gro3en Sensorober-
flache tropfenweise kovalent gebunden. Die
Bindung des passenden Proteins erzeugt an
den jeweiligen Positionen eine lokale Bre-
chungsindexanderung und somit eine Intensi-
tatsanderung des transmittierten Lichts, die
dann mit der Kamera aufgenommen wird. Mit
diesem System konnten wir die parallele und
spezifische Anbindung der drei Proteine CD40
Ligand Antikérper (13.5 pg/ml), EGF Antikor-
per (13.5 ug/ml) und Streptavidin (30 pg/ml)
anhand von 6 Ligandpositionen nachweisen
(Abb. 2) [10].
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Abb. 3: Bild des Kamera-basierten Mess-
systems mit der Kamera, der LED,
Optik innerhalb des metallischen
Torsos, der Fluidzelle mit dem Sen-
sor, Flligelkandilen fiir Zu- und Ablauf
des Analyten und dem USB-Interface
(links). Der Intensitétsverlauf und die
entsprechenden Intensitatsbilder ge-
ben die Anbindungskurven bei einer
Zugabe von zuerst CD40 Ligand An-
tikérper, dann EGF Antikérper und
zum Schluss Streptavidin wieder. Es
kommt zu keiner unspezifischen Bin-
dung (rechts).

Es wird hier Gber zwei Verfahren zur Erhéhung
der Empfindlichkeit berichtet, um das System
fur diagnostische Anwendungen, bei denen die
relevante  Proteinkonzentration haufig im
pg/ml-Bereich liegt, attraktiver zu gestalten.
Zuerst werden multiperiodische und aperiodi-
sche Nanostrukturen betrachtet und deren
Gesamtempfindlichkeit und Resonanzgite
bestimmt [13, 14]. Als nachstes wird eine loka-
le Funktionalisierung der Nanostrukturen an-
hand von Analysen des elektrischen Feldes
innerhalb dieser Strukturen simulativ erforscht.

Spektrale Analyse von multiperiodischen
und aperiodischen Nanostrukturen

Hier werden multiperiodische und aperiodische
Gitterstrukturen in photonischen Kristallen zur
Steigerung der Empfindlichkeit untersucht.
Multiperiodische Strukturen werden durch die
logische ODER- Oberlagerung von zwei oder
mehreren monoperiodischen Gittern erzeugt,
wie aus Abb. 4 enthommen werden kann.
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Abb. 4:  Funktionsprinzip zur Erzeugung von
multiperiodischen Gitterstrukturen
(links) und die resultierenden Reso-
nanzen zu den einzelnen Gitterstruk-
turen (rechts).

Multiperiodische Gitterstrukturen weisen meh-
rere Resonanzen auf, deren zentrale Wellen-
l&nge durch die Ausgangsgitterstrukturen vor-
gegeben ist. Durch die Variation von verschie-
denen Designparametern wie z.B. dem Tast-
verhaltnis und der Anzahl der Uberlagerten
Perioden wird die Struktur mit der hochsten
Empfindlichkeit verglichen zu der Empfindlich-
keit der bisher verwendeten monoperiodischen
photonischen Kristalle identifiziert. Hierzu wur-
den die spektralen Eigenschaften wie der Gite
Q= Ar / FWHM (Ag: Resonanzwellenlange;
FWHM: Halbwertsbreite der Resonanz) und
die Empfindlichkeit S= AA / An
(AA: Wellenlangenverschiebung der Resonanz;
An: Brechungsindexanderung) auf Brechungs-
indexanderungen dieser Nanostrukturen
simulativ und experimentell untersucht. Die
aperiodischen Strukturen hingegen wurden nur
simulativ untersucht. Dafir wurden exempla-
risch bindre Sequenzen der drei mathemati-
schen Folgen Rudin-Shapiro, Morse-Folge und
Fibonacci in eindimensionale symmetrische
Strukturen Ubertragen. Hierbei reprasentiert A
das Hochindexmaterial und B das Substratma-
terial (Tab. 1, Abb. 5).

Rudin- Shapiro- Folge (RS) Morse- Folge (MF)

Fibonacci- Folge (F)
Abb. 5:  Schemazeichnung der simulierten,
aperiodischen Strukturen

Far die Simulationen wurden ein
RCW (rigorous coupled wave) - Algorithmus in
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Matlab implementiert und die in Tab. 1 aufge-
fuhrten Strukturen untersucht [15].

Tab. 1:  Untersuchte multiperiodische und
aperiodische Strukturen mit Periode
A und Tastverhéltnis t

Typ Beschreibung
M | Mono- A=400nm; t= 0,5
periodisches
Gitter
M2 | Multi- Ny= 350nm; A,= 450nm;
periodisches | t;=[0,14; 0,29; 0,42; 0,5;
Gitter 0,57];
t,=[0,14; 0,29; 0,42; 0,5;
0,57]
M3 | Multi- Ny= 350nm; A,= 400nm;
periodisches | As=450nm,;
Gitter t,=[0,14; 0,29; 0,42; 0,5;
0,57];
t= 0,25;

t;=[0,22; 0,33]

RS | Rudin- Substitution AA>AAAB,
Shapiro AB>AABA, BA->BBAB,
BB->BBBA; Bitlange
h=25nm; N= 128
Serienkomponenten;

A =6375 nm Periode der
Superzelle

MF | Morse-Folge | Substitution A>AB,
B->BA; Bitlange

h=50 nm; N=128
Serienkomponenten;
N=12750 nm Periode
der Superzelle

Substitution A>AB,
B->A; Bitlange

h=50 nm; N=144
Serienkomponenten;
N=14350 nm Periode
der Superzelle

F Fibonacci

FUr die experimentellen Untersuchungen wur-
den die multiperiodischen Strukturen mit Hilfe
von UV Nanopréagelithographie von einem
Master auf Glassubstrate repliziert und TiO,
als Hochindexmaterial aufgedampft [10].

In Abbildung 6 sind exemplarisch die simulier-
ten (links) und experimentell ermittelten
(rechts) Spektren fiir das monoperiodische M
und ein multiperiodisches Gitter mit unter-
schiedlichen Analyten an der Oberflache dar-
gestellt.
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Abb. 6: Simulierte  (links) und gemessene
(rechts) Reflektionsspektren  vom
monoperiodischen M (oben) und mul-
tiperiodischen Gitter M3 (unten).

Aufgrund des geringeren Anteils des hochbre-
chenden Materials in den simulierten Struktu-
ren unterscheiden sich die Resonanzpositio-
nen in diesem Fall von den experimentellen.
Jedoch sind die unterschiedlichen Resonan-
zen, die durch die Uberlagerten Ausgangsgitter
hervorgerufen werden, sowohl in dem simulier-
ten als auch in den gemessenen
Reflektionsspektren sichtbar. Es konnte beo-
bachtet werden, dass die Intensitat der Reso-
nanzen vom multiperiodischen im Vergleich
zum monoperiodisch Ausgangsgitter deutlich
schwacher ausfallt. Je mehr Perioden Uberla-
gert werden, desto schwacher werden die
Intensitdten der dominanten Resonanzen.
Uber die Variation der Tastgrade jedes Aus-
gangsgitters, also dem Verhaltnis von Steg-
breite zu Periode, kann allerdings die Intensitat
jeder einzelnen Resonanz gesteuert und an-
gepasst werden [14]. Desweiteren konnte kei-
ne Empfindlichkeitssteigerung im Vergleich zu
dem monoperiodischen Gitter festgestellt wer-
den. Jedoch nimmt die Glte der Resonanzen
mit der Anzahl der Uberlagerten Perioden zu,
was fir eine bildgebende Sensorik von Vorteil
ist.

Leider ergaben die aperiodischen Strukturen
auch keine signifikante Empfindlichkeitssteige-
rung, jedoch wurde die Giite der Resonanzen
noch einmal deutlich erhoht, wie aus den Ta-
bellen 2 und 3 ersichtlich wird [15]. Allgemein
steigt die Resonanzgiite mit der Unordnung in
den Strukturen.

Tab. 2: Empfindlichkeit S aller simulierten
(sim.) und gemessenen (exp.) Struk-
turen mit Ar der zentralen Wellenlén-
ge fiir TE polarisiertes Licht

Typ Ar S (sim.) S (exp.)
[nm] [nm/RIU] [nm/RIU]
M 700 33 32
M2 600 15 22

770 38 -
550 12 13
M3 700 30 30
800 41 -
450 16 -
492 19 -
RS 533 25 -
595 26 -
740 49 -
418 19 -
530 18 -
MF 544 20 -
657 33 -
515 23 -
F 557 24 -

Tab. 3: Giite Q aller simulierten (sim.) und
gemessenen (exp.) Strukturen mit Ag
der zentralen Wellenlédnge fiir TE
polariziertes Licht

Typ Ag[nm] Q(sim.) | Q(exp.)
M 700 19 35
600 16 32
M2 770 58 -
550 24 9
M3 700 68 26
800 67 -
450 62 -
492 73 -
RS 533 95 -
595 104 -
740 150 -

Analysen des elektrischen Feldes innerhalb
der Nanostrukturen

Fir die Proteindetektion mit nanostrukturierten
Oberflachen ist die stochastische Verteilung
der wenigen zu detektierenden Proteinen Uber
die gesamte Sensorflache von Nachteil. Durch
die in diesem Abschnitt betrachtete lokale
Funktionalisierung kdnnten die Proteine gezielt
an die Positionen mit der hochsten elektri-
schen Feldstarke angebunden werden und
somit das hochste Signal erzeugen. Durch die
Betrachtung der elektrischen Feldverteilung in
den multiperiodischen und aperiodischen
Strukturen wird das Potential zur Empfindlich-
keitssteigerung hier theoretisch untersucht.
Uber die elektrische Feldverteilung innerhalb
und oberhalb einer Struktur kann die Ausbil-
dung der einzelnen Moden untersucht und
somit Uber die Berechnung der elektrischen
Feldstarke E an der Oberflache auf die Emp-
findlichkeit der Struktur geschlossen werden
[16, 17]. Je hoher das Betragsquadrat der
elektrischen Feldstarke an der Oberflache ist,
desto empfindlicher reagiert die Struktur auf
Brechungsindexanderungen.
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Abb. 7: Betragsquadrat der elektrischen
Feldstédrke an der Oberfliche und
Betragsquadrat  der  elektrischen
Feldverteilung innerhalb der Struktu-
ren: a) zwei-periodisches Gitter, b)
flinf-periodisches Gitter, c¢) Rudin-
Shapiro-Folge und d) Morse-Folge.
WeiRe Linien kennzeichnen die obe-
re und untere Seite der Hochindex-
schicht.

Fur Abbildung 7 wurde zunachst die elektri-
sche Feldverteilung (unterer Teil) fur jede Re-
sonanz, die sich in den Strukturen ausbildet,
mit Hilfe des RCW-Algorithmus betrachtet. Es
sind sehr gut die evaneszenten Anteile der
Moden sichtbar, die aus der Struktur herausra-
gen und die photonischen Kristalle erst fir die
Sensorik nutzbar machen. Als nachstes wurde
der Mittelwert des Betragsquadrates der elekt-
rischen Feldstarke Uber die gesamte Struktur-
oberflache berechnet (rote Linie). Dies ent-
spricht der Systemantwort des photonischen
Kristalls bei einer flachigen Funktionalisierung
des Sensors. AnschlieRend wurde die elektri-
sche Feldstarke ortsaufgeldst in x-Richtung
berechnet (blaue Linie). Wie zu erkennen ist,
ist die mittlere elektrische Feldstarke fir alle
Strukturen ziemlich ahnlich, was auch durch
die Betrachtung der Empfindlichkeiten zu er-
warten war. Jedoch sind die Moden in den
verschiedenen Strukturen unterschiedlich stark
lokalisiert und die maximalen Feldstarken teil-
weise deutlich héher als der Mittelwert, was
eine deutliche Empfindlichkeitssteigerung in
diesen Bereichen verspricht. Z.B. liefert die
Resonanz bei A= 600nm der Morse- Folge die
am starksten lokalisierte Feldverteilung mit
einer 20-fach hoheren Feldstarke auf der
Oberflache als der Mittelwert (Abb. 7 d).
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Abb. 8: a) Foto vom photonischen Kristall mit
Morse-Folge; Falschfarbenbilder des
b) blauen, c) roten und d) griinen
Farbkanals.

Dieser Effekt wurde in ersten experimentellen
Untersuchungen bestatigt, wie man in Abb. 8
sieht. Uber Elektronenstrahllithographie wurde
die Morse-Folge, wie oben beschrieben, in
einen Nickel-Master geschrieben. Dann wurde
die Struktur Uber das Prageverfahren auf ein
Glassubstrat Ubertragen und als Hochindex-
material erneut TiO, mit einer Schichtdicke von
85 nm aufgetragen. Fir das Foto des so ent-
standenen photonischen Kristalls (Abb. 8 a)
wurde der Kristall auf einen Mikroskoptisch
zwischen zwei gekreuzte, lineare Polfilter plat-
ziert und mit der Mikroskoplampe bestrahlt.
Dadurch  wird nahezu das gesamte
Anregungslicht unterdriickt und nur das Licht,
welches mit den Moden in der Struktur inter-
agiert und wieder auskoppelt, tber ein Objektiv
mit 40-facher VergréRerung zum Kamerasen-
sor geleitet [18]. Das Foto zeigt deutlich, dass
sich mehrere Resonanzen verschiedener Wel-
lenlange ausbilden. Durch die Betrachtung der
blauen, griinen und roten Farbwerte des Fotos
wird dieser Eindruck bestatigt. Um eine Aus-
sage Uber die Empfindlichkeit der realen Struk-
turen treffen zu konnen, missen allerdings
noch weitere Experimente durchgefihrt wer-
den.

Schlussfolgerung

Wir demonstrierten hier eine Plattformtechno-
logie, die eine markerfreie und spezifische
Detektion von mehreren Proteinen gleichzeitig
Uber ein kamera-basiertes Messsystem ermog-
licht. Wir untersuchten die Gesamtempfindlich-
keit und die Resonanzgite von multiperiodi-
schen und aperiodischen Nanostrukturen in
photonischen Kristallen, um die Detektions-
grenze unseres Systems zu verbessern. Mit
einer Erhéhung der Unordnung in der Gitter-
struktur, d.h. von streng monoperiodisch Uber
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multiperiodisch zu aperiodisch, konnte eine
Verbesserung der Resonanzgite beobachtet
werden. Eine Steigerung der Gesamtempfind-
lichkeit bei diesen Strukturen konnte generell
nicht festgestellt werden. Jedoch ist die Aus-
bildung der Resonanzen in diesen Strukturen
sehr stark lokalisiert, was mit einer lokalen
Felderh6hung und somit mit einer potentiellen,
lokalen Empfindlichkeitssteigerung einhergeht.
Durch die gezielte Funktionalisierung dieser
Bereiche mit den Liganden erscheint eine
deutliche Verbesserung des Detektionslimits
maglich.
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