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1. Einleitung

Die molekulare Bildgebung ist ein wichtiges Hilfsmittel in
den Lebens- und Ingenieurwissenschaften. Dieser �berbe-
griff umfasst unterschiedliche analytische Techniken, wie
hochentwickelte Rçntgenmethoden (Computertomogra-
phie), die Positronen-Emissionstomographie, Magnet-
resonanztomographie oder Rastersondenmikroskopie. Diese
Verfahren ermçglichen die Aufnahme von Organen oder
Weichteilgeweben mit hohem Kontrast und ebnen den Weg
f�r die Analyse von Materialoberfl�chen mit molekularer
Auflçsung. Die optische Bildgebung ist im Bereich der Bio-
medizin vor allem mit der Fluoreszenzmikroskopie verbun-
den. Schnittbilder sind durch den Einsatz von konfokalen
Mikroskopen erh�ltlich. Dazu werden Gewebeproben,
Zellen oder Zellbestandteile mit Fluoreszenzfarbstoffen an-
gef�rbt. Biomolek�le kçnnen außerdem zielgerichtet mit
Fluorophoren markiert werden, um molekulare Wechselwir-
kungen im Zellinneren oder an Membran-gebundenen Re-
zeptoren zu untersuchen. Anf�rbungs- und Markierungs-
techniken f�r die Fluoreszenzmikroskopie wurden in den
vergangenen Jahren ausf�hrlich behandelt.[1]

Fluorophore werden aber nicht nur verwendet, um Bio-
molek�le oder Zellen anzuf�rben, sondern kçnnen auch als
Indikator (oder molekulare Sonde) eingesetzt werden, um
Analyten zu bestimmen, die keine Eigenfluoreszenz aufwei-
sen, z.B. den pH-Wert, Sauerstoff oder Metallionen. Dabei
wird die Tatsache genutzt, dass die Photolumineszenz dieser
Molek�le (also z. B. die Intensit�t, Anisotropie, Abklingzeit
oder Wellenl�nge der Fluoreszenz oder Phosphoreszenz) auf
die chemische Zusammensetzung der Umgebung anspricht.
Die Fluoreszenzlçschung ist ein wichtiger Mechanismus f�r
die Anwendung solcher Farbstoffe f�r die bildgebende che-
mische Sensorik. Ebenso kçnnen fluorogene Sonden ent-
worfen werden, die eine Verst�rkung ihrer Lumineszenz in-
folge einer chemischen Reaktion erfahren. Diese anschalt-
baren Sonden haben einige Vorteile gegen�ber den lçschba-
ren Sonden. Zwei-Wellenl�ngen(2-l)-Sonden sind ein weite-
rer n�tzlicher Typus empfindlicher Farbstoffe, denn sie
kçnnen f�r den Aufbau von intrinsisch referenzierten Sen-
soren eingesetzt werden, deren Absorptions- und/oder

Emissionsmaxima eine Verschiebung eingehen, etwa infolge
einer Protonierung oder Komplexbildung mit Metallionen.
Die verschiedenen Strategien zur Verwendung von Lumi-
neszenzsonden werden in Abschnitt 3 dieses Aufsatzes be-
leuchtet.

Die Abschnitte 4 und 5 sind dem Design von Sensorma-
terialien f�r bildgebende Anwendungen gewidmet. Dabei
erf�llen chemische Sensoren �blicherweise zwei Kriterien:
a) Sie haben zwei Komponenten, die nacheinander geschal-

tet sind: ein chemisches oder molekulares Erkennungs-
system (Rezeptor) und einen physikochemischen Signal-
wandler;[2] und

b) sie sind miniaturisierte Instrumente, die analytische In-
formationen �ber bestimmte Verbindungen oder Ionen in
Echtzeit und Online liefern, auch aus komplexen
Proben.[3]

Lumineszenzsonden haben den Vorteil, dass sie direkt in
einer Probe verteilt werden kçnnen, mittlerweile oftmals
eingeschlossen in Nanokapseln, und mithilfe einer Fernaus-
lesung detektiert werden kçnnen. Dementsprechend beste-
hen optische chemische Sensoren aus dem Erkennungsele-
ment (in einigen F�llen kann der Fluorophor gleichzeitig als
Rezeptor und Signalwandler fungieren), einer Lichtquelle
und einem Photodetektor. Dieser ist bei bildgebenden Me-

Die analytische Bildgebung mithilfe von photolumineszierenden
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von multiplen Sensoren und deren optischer Signalauslesung. Bild-
gebende Verfahren mit fluoreszierenden chemischen Sensoren finden
beispielsweise Anwendung in der medizinischen Forschung und Dia-
gnostik, der Aerodynamik oder der Meeresforschung.
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thoden �blicherweise eine CCD-Kamera (CCD = charge-
coupled device, Ladungstransport-Speicher).

Fluoreszierende Sensormaterialien bestehen meist aus
einem polymeren Tr�ger oder Binder, der die Indikatorfarb-
stoffe einschließt und f�r den zu bestimmenden Analyten
durchl�ssig ist. Sie kçnnen f�r bildgebende Anwendungen
verwendet oder in faseroptische Sensoren, Mikrotiterplatten
oder Sensorarrays integriert werden.[4] Die Einsatzgebiete
umfassen Prozesskontrolle (Online-�berwachung von
(bio)chemischen Reaktoren), pharmazeutische Auswahlver-
fahren (z.B. durch die Verfolgung enzymatischer Reaktionen
oder der Zellatmung) oder die Bestimmung von Blutwerten
wie O2, CO2, pH-Wert, Ca2+ und K+.[5] Optische chemische
Sensoren waren in den vergangenen Jahren h�ufiger Gegen-
stand von �bersichtsartikeln.[6] Im Mittelpunkt dieses Auf-
satzes stehen fluoreszierende Sonden und Materialien, die f�r
die Herstellung von Sensorfilmen oder Nanopartikeln f�r
bildgebende Verfahren eine wichtige Rolle spielen. Ein
Schwerpunkt liegt dabei auf den j�ngsten Entwicklungen auf
dem Gebiet der multiplen Sensoren, die auf verschiedene
Spezies mit unterscheidbaren Ausgangssignalen ansprechen.
Die wichtigsten adressierten Messgrçßen sind Sauerstoffpar-
tialdruck (pO2), Luftdruck, pH-Wert, Temperatur, H2O2 und
Metallionen wie Ca2+. Außerdem kçnnen Enzymaktivit�ten
mit pO2-, pH- oder H2O2-empfindlichen Sonden aufgenom-
men werden.

2. Fluoreszenzbildgebung: Methoden und Vorausset-
zungen

F�r die bildgebende Sensorik werden drei instrumentelle
Komponenten bençtigt, n�mlich
a) ein Indikator oder eine Sensorschicht,
b) ein optoelektronisches System, das die Photolumineszenz

des Indikators oder der Sensorschicht aufzeichnet, und
c) eine rechnergest�tzte Kontrolleinheit f�r das optoelek-

tronische System, verbunden mit einer Software f�r
Bildverarbeitung und Datenauswertung.

Optoelektronische bildgebende Systeme werden f�r An-
wendungen von der mikroskopischen bis zur makroskopi-
schen Ebene eingesetzt. Dementsprechend kçnnen sie einen
durch den Benutzer bestimmten Grad der Komplexit�t er-

reichen und z. B. mit konfokalen Mikroskopen oder schnell
gepulsten zeitauflçsenden Messtechniken gekoppelt werden.
Als Lichtquellen fungieren normalerweise Halogenlampen,
Arrays aus Leuchtdioden (LEDs) oder Laserdioden. Außer-
dem werden optische Filter bençtigt, die das kurzwellige
Anregungslicht von der l�ngerwelligen Lumineszenzemission
trennen. Kompakte Instrumente nutzen einen Strahlteiler
(dichroitischer Spiegel), der das kurzwellige Anregungslicht
in Richtung der Probe reflektiert und die langwellige Lumi-
neszenz zum Photodetektor weiterleitet. F�r die Auslesung
kommen zwei Grundprinzipien zum Einsatz: Laserscanner
oder Kamerasysteme. Das Prinzip des Scanners wird bei-
spielsweise in konfokalen Mikroskopen oder in den Ausle-
seger�ten f�r Mikroarrays genutzt. In der Regel sind Scan-
nerinstrumente mit mehreren Lasern f�r verschiedene An-
regungswellenl�ngen, einem beweglichen x/y-Tisch zur Ab-
rasterung der Probenoberfl�che und einem Photoelektro-
nenvervielfacher (PMT) als Detektor ausgestattet. Ein
typisches Bildgebungssystem besteht aus einer CCD-Kamera
als Detektor und einem LED-Array oder einer weißen
Lichtquelle mit einem Satz an geeigneten optischen Filtern
(Abbildung 1).

Die Abbildung fluoreszierender Sensoren wird von eini-
gen stçrenden Einfl�ssen beeintr�chtigt, z.B. dem Ausblei-
chen der verwendeten Farbstoffe, Streulicht, Autofluoreszenz
der Probe, inhomogener Beleuchtung, Flackern der Licht-
quelle, ungleichm�ßiger Verteilung der Sonden in der Probe
oder im Sensorfilm oder ungleichm�ßiger Schichtdicke des
Sensors. Deshalb muss das Sensorsystem sorgf�ltig kalibriert
und referenziert werden. Bei der Verwendung von fluores-
zierenden Sensoren sind vor allem intern referenzierte Ver-
fahren von großem Interesse. Diese wurden k�rzlich zusam-
mengefasst.[7] Sie ermçglichen die Unterdr�ckung der be-
schriebenen Fehlerquellen und vereinfachen die Kalibrierung
des Sensors. In der Regel erfolgt die Referenzierung �ber
ratiometrische Messmethoden, die z.B. auf dem Zusatz von
Referenzfarbstoffen, die sich inert gegen�ber dem entspre-
chenden Analyten verhalten, oder auf dem Einsatz von 2-l-
Sonden basieren. Diese Herangehensweisen werden im
n�chsten Abschnitt n�her erçrtert.

Alternativ kçnnen intrinsisch referenzierte Methoden wie
das Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM) genutzt werden.
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Abbildung 1. Aufbau eines zeitauflçsenden Systems zur Fluoreszenz-
bildgebung f�r die Kalibrierung und Auslesung optischer chemischer
Sensoren.
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FLIM erfasst die Lebensdauer des elektronisch angeregten
Zustands eines Fluorophors, die wohl die n�tzlichste intrin-
sisch referenzierte Messgrçße ist. Das Abklingen der Fluo-
reszenz nach einem kurzen Lichtpuls ist im Idealfall mono-
exponentiell [Gl. (1)]. I0 bezeichnet die Fluoreszenzintensit�t

I ¼ I0 exp�t=t ð1Þ

zum Zeitpunkt t = 0 und t die Lebensdauer (oder Abkling-
zeit); dies ist die Zeit, die bençtigt wird, bis der Anteil der
Molek�le im angeregten Zustand auf 1/e abgenommen hat.
Die Lebensdauer ist unabh�ngig von der Konzentration der
Fluorophore, statischer Fluoreszenzlçschung und der Hellig-
keit der Lichtquelle. Andererseits �ben dynamische Fluo-
reszenzlçschung, Resonanzenergietransferprozesse und die
Temperatur einen großen Einfluss auf die Fluoreszenzle-
bensdauer aus. Daher ist sie die bevorzugte Messgrçße f�r die
Auslesung fluoreszierender Sensoren und in der Bildgebung.

Die Bestimmung der Abklingzeit kann in der Zeitdom�ne
oder in der Frequenzdom�ne durchgef�hrt werden.[8] Der
zweite Fall basiert auf der Phasenverschiebung der Fluores-
zenzemission gegen�ber einem sinusfçrmig modulierten
Anregungslicht durch den Indikator, wenn die Anregungs-
frequenz in etwa reziprok zur Abklingzeit gew�hlt wird. Die
dabei auftretende �nderung des Phasenwinkels kann sehr
genau bestimmt werden. Die Lebensdauer kann aus der
�nderung des Phasenwinkels oder der Modulation des Am-
plitudenverh�ltnisses der Sinuswelle berechnet werden. Die
Phasenfluorimetrie wird h�ufig f�r faseroptische Sensoren
eingesetzt, ist aber bisher nur schwer f�r die bildgebende
Auslesung anwendbar. Deshalb wird sie hier nicht ausf�hrli-
cher diskutiert. Entsprechende Kameras sind allerdings be-
reits in der Entwicklung.

Die am h�ufigsten verwendete gepulste Methode f�r die
Bestimmung von Lumineszenzlebensdauern wird als Time
Correlated Single Photon Counting (TCSPC) bezeichnet. Sie
basiert auf der Detektion einzelner Photonen, die nach einem
kurzen Anregungspuls auf den Photodetektor treffen, wobei
die Zeit zwischen Anregungspuls und Auftreffen des Photons
auf den Detektor gemessen wird. Durch die Integration vieler
Einzelpulse kann die Abklingkurve als Histogramm zusam-
mengesetzt werden. Da diese Art der Photonenz�hlung einen
komplexen instrumentellen Aufbau erfordert, mit einer pr�-
zisen Synchronisierung der einzelnen Komponenten, und eine
große Menge Daten produziert, ist sie nicht praktikabel f�r
fluoreszierende Sensoren und bildgebende Anwendungen.
F�r das FLIM werden weniger aufw�ndige Zeitfensterme-
thoden verwendet. Ein relativ einfacher Ansatz wird als
Rapid Lifetime Determination (RLD)[9] bezeichnet. Dabei
wird die Fluoreszenzintensit�t in zwei aufeinanderfolgenden
Zeitintervallen aufgenommen, in denen der Photodetektor in
bestimmten zeitlichen Abst�nden nach dem Anregungspuls
geçffnet wird (Abbildung 2).

Im Falle eines monoexponentiellen Zerfalls und identi-
scher L�nge der Zeitintervalle Dt kann die Lebensdauer t

gem�ß Gleichung (2) berechnet werden, mit Dt als der L�nge

t ¼ Dt
lnðA1=A2Þ

ð2Þ

der beiden Signalintegrationsbereiche A1 und A2. RLD ist
keine exakte Methode, um absolute Lebensdauern zu be-
stimmen, da die Berechnung nur aus zwei Messintervallen
erfolgt, besonders wenn es sich um einen multiexponentiellen
Zerfall handelt. Die Genauigkeit der Bestimmung h�ngt ab
von den Integrationsintervallen, die in einem geeigneten
Verh�ltnis zur Abklingzeit gesetzt werden m�ssen (Dt/t� 2),
und einer gen�gend großen Zahl an detektierten Photonen.[10]

Wenn dazu ein hçheres Verh�ltnis Dt/t notwendig ist, kçnnen
auch �berlappende Integrale gew�hlt werden. F�r eine biex-
ponentielle Abklingkurve werden vier Integrationsfenster
bençtigt, um daraus die Lebensdauern und die zugehçrigen
pr�exponentiellen Faktoren zu berechnen.[11]

In der Praxis werden die beiden Zeitfenster getrennt und
periodisch in aufeinanderfolgenden Messzyklen aufgenom-
men. Dazu werden die Lichtquelle und die Kamera mit einer
geeigneten Frequenz synchron gepulst, die in der gleichen
Grçßenordnung wie die reziproke Abklingzeit der Fluoro-
phore sein sollte. Die Gesamtintensit�ten der beiden Bilder-
s�tze werden jeweils durch die Integration �ber die Gesamt-
zahl der Intervalle berechnet, und ein entsprechendes Dun-
kelbild wird abgezogen, das ohne Lichtpuls in den gleichen
Intervallen mit identischer Frequenz aufgenommen wurde.
F�r sensorische Anwendungen ist keine Bestimmung von
absoluten Lebensdauern notwendig, die entscheidende Va-
riable ist die �nderung des Quotienten R = A1/A2 als einer
Funktion der Konzentration des betreffenden Analyten.

3. Design von Photolumineszenzsonden

Lumineszenzsonden kçnnen nach gewissen Grundprinzi-
pien konfiguriert werden, die gem�ß den zugrundeliegenden
Mechanismen der Sensorantwort eingeteilt werden kçnnen:
1) Fluoreszenzlçschung, 2) fluorogene Reaktionen, 3) 2-l-
Sonden, 4) Fçrster-Resonanzenergietransfer (FRET) und
5) photoinduzierter Elektronentransfer (PET).

Abbildung 2. Die �nderung der Fluoreszenzlebensdauer t kann mit der
Methode der Rapid Lifetime Determination ermittelt werden, die auf
der Detektion der Fluoreszenz in zwei Zeitfenstern beruht. Der Detek-
tor (CCD-Kamera) wird nach einem kurzen Lichtpuls bei zwei Zeit-
punkten t1 und t2 f�r eine identische Periode Dt geçffnet. Die Abkling-
zeit ist proportional zum Verh�ltnis der Gesamtzahl der integrierten
Photonen in den Intervallen A1 und A2.
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Die Eigenschaften der Farbstoffe legen die Art der bild-
gebenden Methode und ihrer Referenzierung fest, z. B. Zwei-
Wellenl�ngen- oder zeitauflçsende Messungen oder die
Zugabe von Referenzfarbstoffen. Dieser Abschnitt wird sich
nun n�her mit den verschiedenen Typen von reagierenden
Farbstoffen besch�ftigen, die in der chemischen optischen
Sensorik und Bildgebung verwendet werden, mit einem
Schwerpunkt auf den h�ufig adressierten Messgrçßen pH-
Wert, pCO2, pO2, Luftdruck, Temperatur und Metallionen
(haupts�chlich Ca2+ und K+).

3.1. pH-Fluoreszenzsonden

Die Verwendung von 2-l-Sonden ist ein einfacher und
g�ngiger Ansatz, um eine interne Referenzierung f�r optische
pH-Sensoren zu erzielen. Zwei grundlegende Strategien
kçnnen dabei verfolgt werden:
a) die Aufnahme der Fluoreszenzemission mit zwei ver-

schiedenen Anregungswellenl�ngen oder
b) die Aufnahme bei zwei verschiedenen Emissionswellen-

l�ngen mit einer festgelegten Anregungswellenl�nge.

Die meisten Instrumente f�r die Fluoreszenzanalyse, wie
etwa Mikroskope, Scanner oder Bildgebungssysteme, sind f�r
eine 2-l-Anregung ausgelegt und enthalten einen Satz von
scharfen Bandpassfiltern f�r die Abtrennung der Emission.
Speziell f�r ratiometrische Fluoreszenzmessungen wurden
kosteng�nstige miniaturisierte Ger�te konzipiert.[12]

Die Funktionsweise von ratiometrischen pH-Sonden
kann anhand von 8-Hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat (HPTS)
erl�utert werden, einem hellen Fluorophor mit einer nahezu
100-prozentigen Quantenausbeute und einem pKa-Wert von
etwa 7.3 in w�ssriger Lçsung. Die saure und basische Form
von HPTS ist in Abbildung 3 gezeigt, gemeinsam mit den
zugehçrigen Anregungs- und Emissionsspektren.[13] HPTS
weist eine pH-abh�ngige Verschiebung der Absorptionsban-
de auf. Dies ermçglicht eine ratiometrische Messung der
Fluoreszenzemission bei 520 nm durch die Anregung bei
beiden auftretenden Absorptionsmaxima von 405 und
450 nm.

Die protonierten und deprotonierten Formen von einigen
Fluoresceinderivaten haben ebenfalls verschiedene Absorp-
tionsspektren. Diese Verbindungen wurden hinsichtlich ihrer
Wasserlçslichkeit und Zellg�ngigkeit optimiert und haben
pKa-Werte, die die Detektion von kleinen pH-�nderungen
um pH 7 ermçglichen. Das polare Fluoresceinderivat BCEFC
(2’,7’-Bis(2-carboxyethyl)-5-carboxyfluorescein; Abbildung 4)
repr�sentiert einen typischen ratiometrischen 2-l-Indikator,
der f�r intrazellul�re pH-Messungen verwendet wird.[14,15]

Das Absorptionsmaximum des Phenolatanions (basische
Form) erf�hrt eine bathochrome Verschiebung und eine Zu-
nahme des Absorptionskoeffizienten gegen�ber der proto-
nierten (sauren) Form. Die Sonde wird bei 450 und 490 nm
angeregt und das resultierende Signalverh�ltnis der Emission
im Bereich zwischen 510 und 535 nm berechnet. Eine Reihe
von Naphthofluorescein- und Seminaphthofluoresceinderi-
vaten (SNARF und SNAFL)[15] weist duale Absorptions- wie
auch Emissionseigenschaften auf und kann f�r zellul�re

Messungen verwendet werden. Dies macht sie besonders in-
teressant f�r die konfokale Mikroskopie und Bildgebung, die
Durchflusszytometrie und faseroptische Sensoren.[16–18] FLIM
kann als Alternative zur ratiometrischen 2-l-Bildgebung
eingesetzt werden.[19]

Sensorschichten mit pH-empfindlichen Sonden kçnnen
auch f�r die Bestimmung von CO2

[20] oder Ammoniak[21]

Abbildung 3. A) Protonierte und deprotonierte Form von HPTS und
B) die zugehçrigen Anregungs- (bei lem = 520 nm) und C) Fluoreszenz-
spektren (lexc = 460 nm).

Abbildung 4. Chemische Struktur des zellpermeablen pH-Indikators
BCEFC.
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verwendet werden, wenn Wassermolek�le in eine f�r ionische
Verbindungen und Protonen undurchl�ssige Polymermatrix
mit eingeschlossen werden. Fluoreszierende Sensoren f�r
CO2 nutzen das Gleichgewicht, das zwischen CO2, Wasser
und Kohlens�ure gebildet wird. Die Kreuzempfindlichkeit
gegen�ber der Ionenst�rke kann durch die Verwendung von
Carboxyfluoresceinestern verringert werden.[22]

3.2. Sonden f�r Sauerstoff und Temperatur

Die dynamische Fluoreszenzlçschung ist ein Prozess, der
h�ufig f�r optische Sensoren genutzt wird. Er wird durch
Stçße zwischen dem elektronisch angeregten Fluorophor
(Donor) und einem lçschenden Molek�l (Akzeptor) ausge-
lçst. Kautsky und Hirsch[23] beschrieben 1935 die Abnahme
der Fluoreszenz und Phosphoreszenz verschiedener auf Kie-
selgel absorbierter organischer Farbstoffe, wenn diese mit
Sauerstoff in Kontakt kamen. Je nach Donor-Akzeptor-
System kçnnen FRET- oder Elektronenaustauschprozesse
die Ursache f�r den strahlungslosen Energietransfer vom
angeregten Zustand zum Lçscher sein.[24] Im Fall von �ber-
gangsmetallkomplexen ist die Bildung von Charge-Trans-
fer(CT)-Zust�nden ein weiterer Faktor f�r mçgliche Lçsch-
mechanismen.[25] Dabei ist zu ber�cksichtigen, dass weitrei-
chende Dipol-Dipol-Wechselwirkungen nach Fçrster eine
spektrale �berlappung der elektronischen �berg�nge von
Donor und Akzeptor voraussetzen. Daher spielen h�ufig
andere Mechanismen eine entscheidende Rolle, vor allem im
Fall einer Triplett-Triplett-Annihilation, die im Unterschied
zu FRET auf Elektronaustauschprozessen (Dexter-Energie-
transfer)[26] beruht und eine r�umliche �berlagerung der
Wellenfunktionen der Molek�lorbitale von Donor und Ak-
zeptor erfordert. Der Donor wird dabei von einem Triplett- in
einen Singulettzustand �berf�hrt (Abbildung 5).

Die Energietransferrate nimmt exponentiell mit dem
Abstand zwischen Donor und Akzeptor ab, der f�r einen
effizienten Transfer maximal 1 nm betragen sollte. Typische
Akzeptoren f�r die dynamische Fluoreszenzlçschung, die
auch wichtige Zielmolek�le f�r die Sensorik sind, sind Sau-
erstoff, Schwermetallionen oder Halogenidanionen.

Demas et al.[27] haben die Lçschung von lumineszierenden
�bergangsmetallkomplexen von Ruthenium(II), Osmium(II)
und Iridium(III) durch Sauerstoff untersucht. Es hat sich
gezeigt, dass die angeregten CT-Zust�nde dieser Komplexe
oft als gemischte Singulett-Triplett-Orbitalzust�nde angese-
hen werden kçnnen. Aus den Daten wurde gefolgert, dass die
Bildung von Singulettsauerstoff (1O2) von Energietransfer-
mechanismen dominiert wird. Die Lumineszenzlçschung von
Ruthenium(II)-Komplexen durch Schwermetallionen wurde
von Lin et al.[28] charakterisiert und verl�uft �berwiegend
nach einem Elektronentransferprozess. Unabh�ngig davon,
auf welche Weise der elektronisch angeregte Zustand des
Lçschers erreicht wird, ist das wichtigste Kriterium der dy-
namischen Fluoreszenzlçschung die Erf�llung der Stern-
Volmer-Gleichung [Gl. (3)], mit [Q] als Konzentration des

I0

I
¼ t0

t
¼ 1þKSV Q½ � ð3Þ

Lçschers, KSV als Stern-Volmer-Konstante und I0 als Intensit�t
der Lumineszenz in Abwesenheit des Lçschers. Die Stern-
Volmer-Konstante ist das Maß f�r die Effizienz der Lçschung
und beschreibt die Empfindlichkeit der Sonde f�r den be-
treffenden Analyten (Lçscher). Sie wird definiert gem�ß
Gleichung (4), mit kq als bimolekularer Lçschkonstante.

KSV ¼ t0 kq ð4Þ

Daraus wird ersichtlich, dass vor allem Triplettemitter mit
ihrer langlebigen Phosphoreszenz t0 sehr effizient gelçscht
werden kçnnen.

Phosphoreszierende Sauerstoffsonden wurden in den
letzten Jahren ausf�hrlich besprochen.[29] Ausgew�hlte Bei-
spiele sind in Tabelle 1 und Abbildung 6 gezeigt. Unter den
Metalloporphyrinen, die wegen ihrer großen Helligkeit be-

Abbildung 5. Energietransfer durch Elektronaustausch nach Dexter (A)
und Triplett-Triplett-Annihilation zwischen zwei angeregten Triplettzu-
st�nden (B), die in zwei Singulettzust�nde �berf�hrt werden.

Tabelle 1: Photophysikalische Eigenschaften ausgew�hlter Sonden f�r Sauerstoff.

Sonde Absorption
lmax [nm]

Emission
lmax [nm]

Lebensdauer[a]

t0 [ms] (Matrix)
Lit.

[Ru(dpp)3]
2+ 450 600 5 (PS) [39]

PtOEP 380, 535 647 90 (PS) [40]
PdOEP 393, 512, 546 663 770 (Toluol) [41]
PtTFPP 395, 508, 541 650 55 (PS-PVP) [30]
PdTFPP 406, 519, 552 660 910 (PS-PVP) [30]
PtTFPL 392, 536, 575 735 45 (FIB) [31b]
PtTPTBP 430, 564, 614 770 47 (Toluol) [33]
PdTPTBP 443, 578, 628 800 286 (Toluol) [33]
[Ir(ppy)3] 375 512 1 (PS) [36b]
[Ir(btpy)3] 366, 408 596, 654 7 (Polymerfilm) [36b]

[a] Bei Raumtemperatur und unter Ausschluss von Sauerstoff. [Ru(dpp)]= Tris(4,7-
diphenyl)-1,10-phenanthrolinruthenium(II), PtOEP= Octaethylporphyrinplatin(II),
PdOEP= Octaethylporphyrinpalladium(II), PdTFPP= meso-Tetra(pentafluorphe-
nyl)porphyrinpalladium(II), PtTFPP = meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrinpla-
tin(II), PdTPFPP = meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrinpalladium(II),
PtTFPL= meso-Tetra(pentafluorphenyl)porpholactonplatin(II), PtTPTBP=meso-
Tetraphenyltetrabenzoporphyrinplatin(II), PdTPTBP= meso-Tetraphenyltetra-
benzoporphyrinpalladium(II), [Ir(ppy)3] = Tris(2-phenylpyridin)iridium(III),
[Ir(btpy)3] = Tris{2-(benzo[b]tiophen-2-yl)pyridinato-C3,N}iridium(II).
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vorzugt als Indikatoren f�r Sauerstoff eingesetzt werden,
stechen vor allem Palladium(II)- und Platin(II)-Komplexe
von Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin (TPFPP) wegen ihrer
hohen Stern-Volmer-Konstanten und Photostabilit�ten ge-
gen�ber denjenigen von nichtfluorierten meso-Tetraphenyl-
porphyrinen (TPP) oder Octaethylporphyrinen (OEP)
hervor.[30] Lumineszenzemissionen im fernen Rot und nahen
Infrarot (NIR) kçnnen mit Porpholactonen,[31] Porphyrinke-
tonen[32] oder Benzoporphyrinen[33] von Platin oder Palladium
erreicht werden. Wasserlçsliche Sonden f�r intrazellul�re
Sauerstoffmessungen werden von Coproporphyrinen abge-
leitet.[34] Andere geeignete Verbindungen f�r die Sauerstoff-
bestimmung sind Ruthenium(III)-[35] und Iridium(III)-Kom-
plexe[36] oder Pyren.[37] Ein außergewçhnliches Material,
dessen Fluoreszenz schon von kleinsten Mengen Sauerstoff
gelçscht wird, ist das Fulleren C70. Daher kann es, verteilt in
Ethylcellulose oder organisch modifiziertem Kieselgel (Or-
mosil), f�r Sauerstoffsensoren im Spurenbereich eingesetzt
werden.[38] Die in Tabelle 1 aufgelisteten Lebensdauern
bieten nur einen ungef�hren Vergleich, da sie unter ver-
schiedenen experimentellen Bedingungen und Umgebungen
bestimmt wurden. Aus dem gleichen Grund sind auch die in
der Literatur genannten Stern-Volmer-Konstanten nur
schwer vergleichbar.

Thermische Lumineszenzlçschung ist ein weiteres Ph�-
nomen, das in der optischen Sensorik Verwendung findet.
Dabei wird die Abnahme der Intensit�t und Lebensdauer der
Photolumineszenz mit steigender Temperatur genutzt. Die
Boltzmann-Verteilung ist ein Faktor f�r diesen universellen
Temperatureffekt, denn sie bestimmt die Besetzung der ver-
schiedenen Schwingungsniveaus der beteiligten elektroni-
schen Zust�nde. Die thermische Lçschung tritt auf, wenn zwei
verschiedene Niveaus innerhalb einer Energiedifferenz von
kT angesiedelt sind. Eine steigende Temperatur beeinflusst
die �bergangsraten, Intensit�ten und Lebensdauern, weil
desaktivierende Zust�nde thermisch aktiviert werden. Daher
treten strahlungslose Relaxationen bei hçherer Temperatur
bevorzugt auf. Auch das zur Herstellung des Sensorfilms
verwendete Polymer beeinflusst die Temperaturempfindlich-
keit, da die strahlungslose Desaktivierung des angeregten
Luminophors durch Umwandlung in Schwingungsenergie der
Matrix bei hçheren Temperaturen erleichtert wird.

Lumineszierende Materialien mit einem hohen Tempe-
raturkoeffizienten werden als thermographische Leuchtstoffe
bezeichnet. Diese bestehen meist aus anorganischen kera-
mischen Materialien und weisen eine hohe thermische Sta-
bilit�t auf. Typische Beispiele sind mit Eu3+ dotiertes La2O2S
oder Y2O3,

[42] Alexandrite,[43] Saphire[44] und Yttrium-Alumi-
nium-Granat (YAG), dotiert mit Cr3+,[45] Tb3+ oder Dy3+.[46]

Sie decken einen breiten Temperaturbereich von Raumtem-
peratur bis hin zu Temperaturen �ber 1000 8C ab. Die pho-
tophysikalischen Grundlagen der Lumineszenzthermometrie
wurden von Allison und Gillies zusammengefasst.[47] Einige
Komplexe von Europium mit organischen Liganden zeigen
ebenfalls eine große Temperaturempfindlichkeit, vor allem
solche mit b-Diketonaten (Abbildung 7).[31b, 48] Die wichtigs-
ten temperaturabh�ngigen strahlungslosen Relaxationsme-
chanismen des 5D0-Niveaus von EuIII-Chelaten wurden von
Berry et al. diskutiert.[49]

Auch bestimmte Ruthenium(III)- und Iridium(III)-
Komplexe sind als Temperaturindikatoren geeignet.[36b, 50] Die
Geschwindigkeitskonstanten der beteiligten �berg�nge
kçnnen generell mithilfe einer Arrhenius-Gleichung be-
schrieben werden [Gl. (5)]; dabei wird die Hçhe der zu

w ¼ A exp
�Ea

kT

� �
ð5Þ

Abbildung 6. Beispiele f�r als Sauerstoffsonden verwendete lumines-
zierende Metall-Ligand-Komplexe, deren spektrale Eigenschaften in
Tabelle 1 beschrieben sind.
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�berwindenden Energiebarriere durch die Aktivierungsener-
gie Ea ausgedr�ckt,[50] mit A als pr�exponentiellem Faktor, k
als Boltzmann-Konstante und T als absoluter Temperatur.
Dementsprechend kann die Lebensdauer t des strahlenden
Zustands durch Gleichung (6) ausgedr�ckt werden, mit k0 als

1
t
¼ k0 þ k1 exp �DE

RT

� �
ð6Þ

temperaturunabh�ngiger Zerfallsrate f�r die Desaktivierung
des angeregten Zustands, k1 als pr�exponentiellem Faktor
und DE als Energiel�cke zwischen dem emittierenden Zu-
stand und dem desaktivierenden angeregten Zustand.[51]

3.3. Sonden f�r Metallionen

Fluoreszierende Indikatoren f�r Metallionen wie Ca2+,
Mg2+, Zn2+, Na+ oder K+ haben in der klinischen Chemie und
in der biomedizinischen Bildgebung vielseitige Anwendun-
gen gefunden. Die Darstellung der intrazellul�ren Konzen-
tration von Ca2+ und ihrer Verteilung ist ein wichtiges Hilfs-
mittel in der medizinischen und pharmazeutischen Forschung.
Der Anstieg von zytosolischem Ca2+ ist beispielsweise ein
Kennzeichen f�r die Aktivierung von Zellmembran-gebun-
denen Rezeptoren und Enzymen, die wichtige Zielorte f�r
pharmazeutische Wirkstoffe sind. Fluoreszenzsonden, die f�r
eine bessere zellul�re Retention an Dextran gebunden sind,
oder lipophile Farbstoffe f�r die Bestimmung von Membran-
nahen Ca2+-Konzentrationen sind kommerziell erh�ltlich.
Die Auswahl geeigneter Methoden f�r die Abbildung von
Zellen und die intrazellul�re Kalibrierung ist von entschei-
dender Bedeutung. Die Dissoziationskonstante des Metall-
Ligand-Komplexes muss f�r den angestrebten Konzentrati-
onsbereich der Bestimmung geeignet sein. Indikatoren, die
eine spektrale Verschiebung durch die Bindung eines Ions
aufweisen, sind geeignet f�r ratiometrische 2-l-Messungen.
Bekannte Beispiele unter den zahlreichen fluoreszierenden
Indikatoren f�r Calcium sind die Fura-Farbstoffe (z. B. Fura-
2),[52] die unterschiedliche Dissoziationskonstanten aufweisen
(Abbildung 8). Diese zeigen eine signifikante hypsochrome
Verschiebung der Absorbanz nach der Bindung von Ca2+. Die
Emission wird normalerweise bei 510 nm aufgenommen, mit
zwei Anregungswellenl�ngen von 340 und 380 nm.[53] Als
Alternative stehen Derivate von Indo-1 zur Verf�gung, einem
Ca2+-empfindlichen Farbstoff mit dualer Emission (lem = 400/
470 nm, mit/ohne Ca2+).[54]

Der Nachteil dieser Farbstoffe ist, dass sie nur mit UV-
Licht angeregt werden kçnnen. Daher wurden Calcium-
empfindliche Sonden entwickelt, die im sichtbaren Bereich
absorbieren, z. B. Calcium Green-1 und 2[55] oder die Oregon-
Green-BAPTA-Farbstoffe,[56] die auf Fluorescein- oder Rho-
daminderivaten basieren.[57] Diese so genannten Fluoriono-
phore bieten eine verbesserte Selektivit�t durch die Kombi-
nation eines Fluorophors mit einem spezifischen Erken-
nungselement (z.B. BAPTA; Abbildung 9). Sie reagieren mit
einem Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeute nach der
Bindung von Ca2+ und sind geeignet f�r die Bestimmung von
zytosolischem Calcium.

Ein anderer Indikator f�r die intrazellul�re Bestimmung
von Ca2+, der einen hohen Fluoreszenzanstieg aufweist, be-
steht aus Fluorescein mit zwei Arsensubstituenten, die se-
lektiv an Tetracystein-markierte Proteine binden. Dieser ge-
netisch adressierbare Indikator ermçglicht lokale Messun-
gen.[58] Allerdings bietet diese Art von fluorogenen Sonden
keine Mçglichkeit f�r 2-l-Messungen. Deshalb m�ssen
andere ratiometrische Methoden zum Einsatz kommen, etwa
der Zusatz von inerten Referenzfarbstoffen oder FLIM.
Gleiches gilt f�r andere Fluorionophore f�r Metallionen, z. B.
Sonden f�r Mg2+ (Magnesium Green),[59] Zn2+ (FluoZin-3),
Cu2+ (Phen Green FL) oder K+ (PBFI).[60]

Ratiometrische 2-l-Sonden wurden f�r die Bestimmung
von zytosolischem Na+,[61] Zn2+ [62] und NH4

+ [63] synthetisiert.
Die grçßten Herausforderungen f�r bildgebende Anwen-
dungen in der Biomedizin sind die Entwicklung von Sonden
mit verbesserter Selektivit�t und die Verschiebung der An-
regungs- und Emissionsmaxima in den NIR-Bereich.

Molekulare Sonden, denen ein photoinduzierter Elek-
trontransfer (PET) zugrunde liegt, sind eine n�tzliche Alter-
native zu den oben beschriebenen Indikatoren f�r Metallio-
nen. Im Allgemeinen sind diese Verbindungen aus einem
Fluorophor, einem Abstandhalter und einem Rezeptor zu-
sammengesetzt. Der Rezeptor tr�gt freie Elektronpaare, z. B.
an Stickstoff- oder Sauerstoffatomen. Eines dieser Elektro-

Abbildung 7. Temperaturindikatoren f�r optische Sensoren.

Abbildung 8. Chemische Struktur der Ca2+-empfindlichen Sonde
Fura-2.
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nen kann auf das partiell unbesetzte HOMO des elektronisch
angeregten Fluorophors �bertragen werden. Nun kann ein
R�cktransfer des angeregten Elektrons des Fluorophors auf
das HOMO des Rezeptors eintreten. Dies f�hrt zu einer
strahlungslosen Desaktivierung des angeregten Zustands des
Fluorophors und zu dessen Fluoreszenzlçschung. Der PET
wird unterbunden und die Fluoreszenz des Molek�ls ange-
schaltet, wenn ein Ligand an den Rezeptor bindet und da-
durch dessen HOMO-Niveau ver�ndert wird (Abbildung 10).
Ein quantitativer Ansatz, um die Effizienz von PET-Syste-
men abzusch�tzen, wurde von Weller[64] entwickelt. Der PET
findet schnell statt und ist vollst�ndig reversibel.

Ein intramolekularer PET tritt �ber Distanzen von 1 bis
2 nm auf.[65] Typische Rezeptoreinheiten zielen auf Protonen,
Metallionen, Glucose oder Phosphate ab. Beispiele sind
Aminogruppen f�r die pH-, Kronenether f�r die Natrium-
oder Diaminotetraessigs�ure f�r die Calciumsensorik (Ab-
bildung 11).[66] De Silva et al. haben eine Vielzahl von PET-
Systemen gezeigt, die molekulare Erkennungsereignisse an-
zeigen und auch als „molekulare Schalter“ eingesetzt werden
kçnnen.[67] Ein besonders n�tzlicher Fluorionophor besteht
aus einem Naphthalimid als Fluorophor und Aza[15]Krone-5
als hochselektivem Rezeptor f�r Kalium.[68] Durch den Ein-
schluss in eine Polymermatrix konnten so sehr selektive
Sensoren f�r die Bestimmung von K+ in w�ssriger Lçsung
erhalten werden, die zusammen mit anderen Sensorelemen-
ten in kommerzialisierten optischen Blutgas- und Blutelek-
trolyt-Analysatoren eingebaut werden.[69]

3.4. Lanthanoidkomplexe

Lanthanoidkomplexe sind eine spezielle Klasse von mo-
lekularen Sonden, weil sie �ber verschiedene sensorische
Mechanismen auf sehr unterschiedliche Analyten ansprechen
kçnnen. Komplexe der Lanthanoidionen Europium(III) und
Terbium(III) werden h�ufig als Lumineszenzsonden und zur
Anf�rbung biomolekularer Proben eingesetzt. Ihre Anwen-

dungen wurden schon 1982 in einem wegweisenden Aufsatz
von Richardson[70] diskutiert. Die Koordination der Liganden
erfolgt bevorzugt �ber ionische Wechselwirkungen, was zu
einer hohen Affinit�t f�r Elektronendonorgruppen mit ne-
gativ geladenem Sauerstoff (harte Basen) f�hrt. Wassermo-
lek�le fungieren ebenfalls als starke Liganden f�r Lantha-
noidionen und kçnnen durch andere harte Donorgruppen wie
Wasserstoffperoxid oder Phosphationen verdr�ngt werden.
Die Mçglichkeit des reversiblen Ligandenaustauschs macht
die Lanthanoidkomplexe zu vielversprechenden Lumines-
zenzsonden f�r chemische Sensoren. Die Komplexchemie

Abbildung 10. Ein vereinfachtes Molek�lorbitaldiagramm zeigt die rela-
tive Anordnung der HOMO/LUMO-Energieniveaus des Fluorophors
und das HOMO des am PET beteiligten Donors. * symbolisiert den
elektronisch angeregten Fluorophor.

Abbildung 11. PET-kontrollierte Sonde aus einem Fluorophor (Rhoda-
min), dessen Fluoreszenz im ungebundenen Zustand gelçscht wird,
einem Abstandhalter und einem Rezeptor (BAPTA) f�r die Erkennung
von Ca2+.[66]

Abbildung 9. Calcium Green-1 besteht aus Dichlorfluorescein, �ber
einen Abstandhalter verbunden mit der Calcium bindenden Dom�ne
1,2-Bis(o-aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N’-tetraessigs�ure (BAPTA);
labs = 505 nm, lem = 530 nm.
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und die Dynamik des Ligandenaustauschs der Lanthanoide
wurden von Parker et al. diskutiert.[71]

Die Lumineszenzspektren von EuIII-Komplexen, die eine
4f6-Elektronenkonfiguration aufweisen, werden von den
Emissionslinien der 5D0!7FJ-�berg�nge bestimmt. Die
hçchsten Intensit�ten werden f�r die �berg�nge 5D0!7F1

und 5D0!7F2 beobachtet. Besonders der zweite mit seiner
starken und scharfen Emissionslinie bei 615 nm wird f�r die
Anwendung von Europiumkomplexen als Lumineszenzson-
den und biomolekulare Marker herangezogen.

Die Hyperempfindlichkeit dieses �bergangs beruht auf
seinem elektrischen Dipolcharakter, und die Wahrschein-
lichkeit des strahlenden �bergangs wird sehr stark von den
umgebenden Liganden beeinflusst. Gleiches gilt f�r den
�bergang 5D4!7F5 von Tb3+ (4f8-Elektronenkonfiguration),
der bei 543 nm auftritt. Deshalb spricht die Intensit�t der
Emission auf die Gegenwart chemischer (oder biochemi-
scher) Analyten an, die mit diesen �berg�ngen interferieren
kçnnen.[72]

Die direkte elektronische Anregung von Lanthanoidio-
nen ist – bedingt durch deren geringe Absorptionskoeffizi-
enten und durch das Auftreten von strahlungslosen Desakti-
vierungsprozessen, die durch Lçsungsmittelmolek�le, insbe-
sondere Wasser, eingeleitet werden – sehr ineffizient. Des-
halb werden sensibilisierende Liganden eingesetzt, die als
„Antennenchromophore“ angesehen werden kçnnen. Durch
die Verwendung bestimmter Chromophore, z.B. mit Acridon-
oder Diarylketongruppen, kann die Anregungswellenl�nge
f�r Europiumkomplexe, die normalerweise weniger als
370 nm betr�gt, in den sichtbaren Bereich verschoben
werden.[73]

Generell kçnnen die Lanthanoidkomplexe, die als Lu-
mineszenzsonden Verwendung finden, in zwei Untergruppen
eingeteilt werden:[74]

Die erste umfasst Antennenchromophore mit hoher Ko-
ordinationszahl und Starrheit. Diese bestehen aus makrocy-
clischen oder mehrz�hnigen Liganden, die Chelatkomplexe
mit dem Lanthanoidion bilden. Diese Liganden sind oft auf
Cyclen- (Abbildung 12), Kryptand-, Kronenether- oder Di-
ethylentriaminpentaessigs�ure-Strukturen aufgebaut. Diese
bilden Polycyclen oder Polychelate mit einem oder mehreren
Lanthanoidionen in Kombination mit einem molekularen
Rezeptor oder einem �bergangsmetallkomplex, der mit dem
entsprechenden Analyten wechselwirken kann.[75] Beispiele
f�r molekulare Rezeptoren, die an Antennenchromophore
gebunden sind, sind Chinoline[76] oder Phenanthroline[77] f�r
pH-empfindliche Sonden, Kronenether f�r die Bestimmung
von Na+ und K+[78] oder Chelatoren f�r Schwermetallionen
wie Zn2+.[79] Vereinfacht zusammengefasst wird die Lumi-
neszenz dieser Sonden durch Wechselwirkungen des Analy-
ten mit dem Antennenchromophor (Ligand-zentrierter Pro-
zess) beeinflusst. Makrocyclische Liganden werden auch dazu
verwendet, die Lanthanoidionen einzuschließen und vor
Einwirkungen der Umgebung zu sch�tzen. Derartige Kom-
plexe liefern eine stabile Lumineszenz und werden als Mar-
kierung und F�rbemittel in biomolekularen Assays und f�r
die biomedizinische Bildgebung verwendet.[80]

F�r die zweite Gruppe der Lanthanoidkomplexsonden
werden Antennenchromphore, wie Derivate des Tetracyclins

(Abbildung 13) oder Fluorchinolone, eingesetzt, die mit dem
entsprechenden Lanthanoidion weniger stark wechselwirken.
In diesem Fall fungiert der Analyt als zus�tzlicher Ligand.

Sonden des zweiten Typs beruhen auf einem intermolekula-
ren Energietransfer, und ihre Lumineszenz wird durch
Metall-zentrierte Prozesse moduliert. Die Antwort wird
durch einen Austausch von Liganden ausgelçst, die als mehr
oder weniger starke Lumineszenzlçscher wirken. Es ist fest-
zuhalten, dass die Gesamtstruktur solcher Komplexe nicht
aufgedeckt wurde und die hçchste Empfindlichkeit f�r einen
Analyten manchmal bei einem rational nicht erkl�rbaren
Verh�ltnis von Lanthanoidion zu Ligand erhalten wird, meist
mit einem �berschuss des Lanthanoids. In den letzten Jahren
wurde ein Vielzahl von Lanthanoid-basierten Sonden vorge-
stellt, die beispielsweise auf Wasserstoffperoxid,[81] ATP,[82]

GTP,[83] Phosphationen,[84] Citrat,[85] Proteine[86] oder DNA[87]

ansprechen. Ein Komplex aus Europium und Tetracyclin
wurde in eine Polymermatrix eingebaut, wodurch reversible
optische Sensoren f�r Wasserstoffperoxid hergestellt wurden,
die mithilfe von FLIM ausgelesen werden kçnnen.[81b] Der-
artige Sonden f�r Wasserstoffperoxid oder ATP kçnnen auch
verwendet werden, um die Aktivit�t verschiedener Enzyme
aufzuzeichnen.[88]

Die Anwendungen beider Arten von Lanthanoid-basier-
ten Sonden in chemischen Sensoren wurden k�rzlich zusam-
mengefasst.[89] Typische Beispiele sind optische Sensoren f�r
Sauerstoff, pH-Wert, Wasserstoffperoxid, Luftfeuchtigkeit,

Abbildung 13. Tetracycline, die als Antennenchromophore f�r Lantha-
noide eingesetzt werden. Tetracyclin: R1 = R2 = R3 = H; Oxytetracyclin:
R1 = H, R2 = OH, R3 = H; Chlortetracyclin: R1 = Cl, R2 = R3 = H.

Abbildung 12. Lanthanoidkomplexe mit Cyclenliganden als Beispiel f�r
Liganden-zentrierte Sonden f�r den pH-Wert[76] oder Alkalimetalle.[78]
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Kupferionen und Temperatur. Die Lanthanoidkomplexe
haben als Sonden einige Vorz�ge, z.B. die große Differenz
zwischen Anregung und Emission und lange Lumineszenz-
Abklingzeiten, was sie f�r die zeitauflçsende Lumineszenz-
detektion geeignet macht. Allerdings ist die oft mangelnde
Selektivit�t dieser Sonden, vor allem des zweiten Typs, ein
großer Nachteil f�r ihre Verwendung in chemischen Senso-
ren.

4. Sensornanopartikel f�r die chemische Bildgebung
in biologischen Proben

Sph�rische, nanometergroße, lumineszierende Materiali-
en werden h�ufig als biomolekulare Markierung oder bei
FRET-Methoden angewendet. Ihr Einsatzbereich reicht von
Immuntests bis hin zur Anf�rbung f�r die In-vivo-Bildge-
bung. Der Einschluss von Farbstoffmolek�len in rigide Poly-
merkapseln ebnete den Weg zu neuen Markern f�r Biomo-
lek�le mit verbesserter Helligkeit, Photostabilit�t und che-
mischer Stabilit�t. Zudem kçnnen die Fluorophore vor einer
unerw�nschten Fluoreszenzlçschung durch Sauerstoff oder
Metallionen gesch�tzt werden, und sie werden weniger durch
�nderungen des pH-Werts oder anderer chemischer Fakto-
ren beeinflusst.[90] Die Implementierung von fluoreszierenden
Nanopartikeln f�r die chemische Sensorik steht trotzdem erst
am Anfang der Entwicklung.

4.1. Responsive Nanosonden

Die am h�ufigsten verwendeten Materialien f�r die Her-
stellung von polymeren Nanopartikeln (NPs) sind Kieselgel,
Polystyrol oder Polyacryls�urederivate. Solche NPs kçnnen
mit Durchmessern von weniger als 100 nm in hoher Mono-
dispersit�t synthetisiert und mit sensorischen Funktionen
ausgestattet werden. Zu diesem Zweck werden Lumines-
zenzsonden in das polymere NP eingeschlossen oder auf
dessen Oberfl�che immobilisiert. Durch die Verwendung von
Polymermaterialien mit Analyt-selektiver Permeabilit�t kann
ihre Anwendbarkeit verbessert werden. Viele organische
Polymere kçnnen f�r die Herstellung von sensorischen NPs
eingesetzt und mit unterschiedlichen Lumineszenzsonden
dotiert werden – mit unpolaren organischen Farbstoffen[91]

genauso wie mit phosphoreszierenden Metall-Ligand-Kom-
plexen.[92] Fluoreszierende Polystyrol-NPs sind kommerziell
in einer Vielzahl an Grçßen und Farben erh�ltlich. Die Par-
tikel kçnnen mithilfe von Mikroemulsionspolymerisation
und/oder Ausf�llungstechniken hergestellt werden und orga-
nische Farbstoffe oder Metallkomplexe je nach der Polarit�t
des Materials aufnehmen. Die Verf�gbarkeit von unpolaren
(Polystyrol) bis hin zu polaren und hydrophilen Materialien
(Polyacryls�ure und Derivate) ermçglicht eine hohe Flexibi-
lit�t bei der Einkapselung von Farbstoffen und Sonden hin-
sichtlich der gew�nschten Anwendung. Einige Polymerma-
terialien sind biokompatibel und f�r Anwendungen in vivo
geeignet.[93]

Der Einschluss von Fluoreszenzsonden in nanometer-
große anorganische Siliciumdioxidpartikel gelingt mit einer

modifizierten Stçber-Synthese oder in einer Wasser-in-�l-
Mikroemulsion.[94] Die Farbstoffe kçnnen entweder physika-
lisch eingeschlossen oder kovalent an funktionalisierte Silane
wie 3-Aminopropyltriethoxysilan oder 3-Mercapto-
propyltrimethoxysilan[95] gebunden werden. Wegen der hy-
drophilen Eigenschaften von Kieselgel ist es nicht mçglich,
diese Partikel mit hydrophoben organischen Farbstoffen oder
metallorganischen Komplexen zu beladen. Allerdings kçnnen
Beispiele f�r Rutheniumkomplexe gefunden werden.[96]

Einen Ausweg bietet der Gebrauch von organisch modifi-
ziertem Kieselgel (Ormosil), das aus Vorstufen wie Phenyl-
trimethoxysilan aufgebaut ist und auch hydrophobe Farb-
stoffe einschließt.[97] Durch eine nachtr�gliche Reaktion mit
reaktiven Oberfl�chengruppen kçnnen Fluorophore auch
kovalent auf der Partikeloberfl�che gebunden werden. Auf
diese Weise wurden beispielsweise komplexierende Fluorio-
nophore f�r die Detektion von Metallionen angebracht.[94b]

Nanosonden werden haupts�chlich f�r die Bestimmung
von Sauerstoff, pH-Wert und Ionen (z. B. Ca2+ und K+) in
biologischen Matrices und lebenden Zellen verwendet, oft in
Kombination mit bildgebenden Verfahren. In der Literatur
findet man bisweilen die Bezeichnung PEBBLEs (probes
encapsulated by biological localized embedding) f�r solche
Sonden.[98] So wurden f�r die Bestimmung von gelçstem
Sauerstoff in biologischen Proben ein lumineszierender In-
dikator f�r Sauerstoff [Octaethylporphinketonplatin(II)] und
eine inerte Referenz in Poly(decylmethacrylat) eingeschlos-
sen.[99] In einem �hnlichen Ansatz wurde PtOEP zusammen
mit einem Referenzfarbstoff in die Schale eines Ormosil-NP
eingebaut und damit Sauerstoff in lebenden Zellen detek-
tiert.[100] Die Dotierung mit internen Referenzfarbstoffen ist
eine wichtige Voraussetzung f�r sensorische Anwendungen,
weil sie eine ratiometrische Analyse ermçglicht. Dabei wird
die von der Sauerstoffkonzentration abh�ngige Lumineszenz
der Sonde durch das inerte Signal des zweiten Farbstoffs re-
ferenziert. Eine andere referenzierte Nanosonde f�r die
Darstellung von intrazellul�rem Sauerstoff besteht aus
PtTPFP als Indikator und Naphthalimid als Referenz in Po-
lystyrol.[101]

Das rot fluoreszierende Protein DsRed in Polyacrylamid
wurde zur Erkennung von Kupferionen eingesetzt.[102] Ein
FRET-Sensor von Peng et al.[103] f�r die kontinuierliche Be-
stimmung des intrazellul�ren pH-Werts basiert auf dem In-
dikator Bromthymolblau in einem biokompatiblen Polyure-
than-Nanogel. Die intrazellul�re Konzentration von Calcium
kann mit Derivaten des Farbstoffs Indo-1 aufgenommen
werden, die kovalent an Polystyrolpartikel gebunden
werden.[104] Der Einschluss von 2’,7’-Dichlordihydrofluores-
ceindiacetat in Ormosil-NPs f�hrt zu Sonden, mit denen H2O2

hoch selektiv gegen�ber anderen reaktiven Sauerstoffspezies
in lebenden Zellen bestimmt werden kann.[105] In letzter Zeit
werden vermehrt Farbstoffe eingesetzt, die im NIR emittie-
ren. Ein Beispiel ist PdTPTBP, das in Polyacrylamidhydrogel
eingeschlossen an Peptide gebunden wurde, die spezifisch
Tumorzellen erkennen. Mithilfe dieser Sonden lassen sich
hypoxische Zust�nde in Tumorzellen untersuchen.[106] Eine
ratiometrische Bestimmung l�sst sich wiederum durch den
Einbau eines inerten Referenzfarbstoffs wie Alexa 647 er-
zielen. Eine NIR-Nanosonde auf Basis von PdTPTBP konnte
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dar�ber hinaus f�r die In-vivo-Bildgebung von hypoxischem
Tumorgewebe in Tiermodellen appliziert werden.[107] Denn
das endg�ltige Ziel ist, die genannten Parameter nicht nur in
lebenden Zellen, sondern auch in vivo bildgebend darzustel-
len, z.B. mithilfe von Tierscannern.

4.2. Kern-Schale-Nanosonden

Kern-Schale-Systeme sind ein vielversprechender Ansatz
f�r die Gestaltung von Nanosonden. Als besonders geeignete
Materialien haben sich Kieselgel und Ormosile mit ihren
unterschiedlichen hydrophoben/hydrophilen Eigenschaften
erwiesen. Stçreinfl�sse des Referenzfarbstoffs auf den Indi-
kator oder ein FRET zwischen beiden Farbstoffen kçnnen
durch r�umliche Trennung von Referenz und Indikator mi-
nimiert werden. So kann beispielsweise der Referenzfarbstoff
in einen Kern mit geringer Pemeabilit�t f�r den Analyten
eingekapselt werden, w�hrend der Indikator auf der Ober-
fl�che der Schale immobilisiert wird (Abbildung 14). Die
Referenzfarbstoffe kçnnen kovalent an einen Siliciumdi-
oxidkern gebunden werden, der durch Kondensation von 3-
Mercaptopropyltrimethoxysilan gebildet wurde.[95b] Multi-
funktionelle Siliciumdioxidpartikel kçnnen gem�ß dieser
Herangehensweise maßgeschneidert werden, sodass sie sen-
sorische Funktionen mit anderen Merkmalen, z.B. magneti-
schen Eigenschaften, vereinigen kçnnen (so genannte
„C dots“).[108]

Die Umh�llung mit einer Schale kann ebenfalls eine
verbesserte Biokompatibilit�t und proteinabweisende Ober-
fl�chen erzeugen, z. B. Modifikationen mit Dextran oder Po-
ly(ethylenglycol),[109] und die Anbindung von Biomolek�len
vermitteln. Siliciumdioxidschalen werden zum Einschluss
einer Vielzahl von lumineszierenden Materialien verwendet,
wie aufkonvertierenden NPs,[110] kolloidalem Gold, Silber und
Quantenpunkten[111] oder Kernen aus organischen Polyme-
ren.[112]

Wegen der hohen Flexibilit�t der Synthesemethoden
kçnnen andererseits auch Siliciumdioxidkerne durch Poly-
merschichten umh�llt werden, z.B. mit Polystyrol.[113] Fluo-
reszierende Kern-Schale-Partikel, die nur aus organischen
Polymeren aufgebaut sind, kçnnen aus Blockcopolymeren
mit hydrophilen/hydrophoben Segmenten hergestellt werden.
Typische Beispiele sind Poly(tert-butylacrylat)-block-poly(2-
hydroxyethylmethacrylat), funktionalisiert mit Texas Red,[114]

oder Poly(styrol)-block-poly(vinylpyrrolidon), beladen mit
einem Platinporphyrin als Sonde f�r Sauerstoff.[115]

5. Anwendung von Sensorschichten

Prinzipiell kçnnen Lumineszenzsonden und Nanopartikel
direkt in biologischen Umgebungen wie Geweben appliziert
werden, um so beispielsweise die Verteilung von Calcium,[116]

Magnesium,[59] pH-Wert[104,117] oder Wasserstoffperoxid auf-
zunehmen.[118] Genetisch kodierte Sonden, die an fluoreszie-
rende Proteine konjugiert sind, spielen eine große Rolle f�r
die In-vivo-Bildgebung. Ein komplement�rer Ansatz besteht
im Gebrauch von Sensorschichten, die in direkten Kontakt zu
der zu untersuchenden Probe gebracht werden. Dadurch wird
die Kontamination der Probe mit Farbstoffmolek�len ver-
hindert. Diese Technik ist nat�rlich auf 2D-Messungen be-
schr�nkt. So kçnnen Analytverteilungen auf Oberfl�chen
dargestellt oder Profile entlang von Grenzfl�chen erstellt
werden. Die Anwendungen solcher bildgebenden Methoden
sind sehr vielseitig und reichen von der biomedizinischen
Bildgebung, z. B. in der Dermatologie und Mikrobiologie, bis
hin zu den Ingenieurswissenschaften. Sie ermçglichen die
Kontrolle von chemischen oder physikalischen Kenngrçßen
�ber relativ große Fl�chen in Echtzeit. Der Stand der Technik
dieser Sensorfarben wurde k�rzlich beleuchtet.[119] Der fol-
gende Abschnitt ist einigen herausragenden Beispielen daf�r
gewidmet, wie diese Sensormaterialien in Wissenschaft und
Technik eingesetzt werden.

5.1. Aerodynamik und Strçmungsmechanik

Die Bestimmung des barometrischen Drucks auf Ober-
fl�chen ist ein zentrales Problem in der Strçmungsmechanik
und f�r aerodynamische Untersuchungen. Die Visualisierung
von dynamischen Strçmungsprozessen auf Modellen in
Echtzeit mithilfe von Windkanaltests ist von großer Bedeu-
tung f�r die Luft- und Raumfahrt sowie die Automobilindu-
strie. Dies hat zur Entwicklung von druckempfindlichen
Farben (PSPs = pressure sensitive paints) gef�hrt. Das
Funktionsprinzip von PSPs beruht auf der Fluoreszenzlç-
schung durch Sauerstoff.

Peterson und Fitzgerald haben erstmals den dynamischen
Lçscheffekt von Sauerstoff genutzt, um Oberfl�chenstrç-
mungen auf Platten abzubilden, die mit einer Siliciumdi-
oxidschicht �berzogen wurden, die den Farbstoff Fluorescent
Yellow enth�lt.[120] Damit war die Idee der PSPs geboren. Die
Anwendung von PSPs f�r bewegliche Objekte wurde Mitte
der 1980er Jahre am Zentralen Aerohydrodynamischen In-
stitut (ZAGI) in Moskau erforscht. Seit dieser Zeit haben
weltweit andere aerodynamische Forschungseinrichtungen
einschließlich der NASA (USA), JAXA (Japan), Onera
(Frankreich) und dem Deutschen Zentrum f�r Luft- und
Raumfahrt e.V. (DLR) diese Technik weiter vorangetrieben.

Die Konzentration von Sauerstoff in einem d�nnen Sen-
sorfilm ist im Fall von station�ren Druck�nderungen gem�ß
dem Henry-Gesetz proportional zu pO2 der umgebenden
Luft.[121] Ein PSP besteht aus einer Mischung von Indikator

Abbildung 14. Schematischer Querschnitt einer Kern-Schale-Nanoson-
de, die einen Indikator- und einen inerten Referenzfarbstoff enth�lt.
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und Polymer in einem organischen Lçsungsmittel und kann
auf verschiedenen Oberfl�chen mithilfe von Spr�hpistolen
aufgetragen werden. Damit kçnnen sehr gleichm�ßige Be-
schichtungen mit Dicken von einigen mm erzeugt werden
(Abbildung 15). Die Anforderungen an das Material hin-
sichtlich Homogenit�t, Ebenheit, mechanischer Stabilit�t und
photochemischer Stabilit�t der eingeschlossenen Farbstoffe
sind sehr hoch. Wegen der hohen Kosten der Modelle aus
Edelstahl, die in Windkanaltests eingesetzt werden, sollte die
Farbe nach dem Gebrauch wieder r�ckstandsfrei zu entfernen
sein.

Der Zusatz eines Referenzfarbstoffs verbessert die Ge-
nauigkeit der Messung, da somit Stçrungen durch Licht-
streuung, unregelm�ßige Beleuchtung oder Deformationen
des Modells ausgeglichen werden kçnnen. H�ufig verwendete
Indikatoren f�r Sauerstoff, die in PSPs eingebaut werden,
sind Pyren und Platin- oder Palladiumporphyrine.[121, 122] Eine
typische Rezeptur f�r einen bin�ren PSP, der von dem DLR
Gçttingen in Zusammenarbeit mit der Universit�t Hohen-
heim entwickelt wurde, besteht aus einem Pyrenderivat als
Indikator und einem Europiumkomplex als Referenz (Ab-
bildung 16).[37] In einem anderen Ansatz wurden PtTFPL als
druckempfindlicher Fluorophor und MgII-TFPP als Referenz
verwendet.[31a] Der Einsatz von ratiometrischen FLIM-Tech-
niken in Kombination mit �bergangsmetallkomplexen als
Sonden kann die Zugabe von Referenzfarbstoffen �berfl�ssig
machen.

Der Vorteil von PSPs gegen�ber Messungen mit einzel-
nen Druckbohrungen ist, dass die Druckverteilung mit einer
un�bertroffenen r�umlichen Auflçsung visualisiert werden
kann, sogar an solchen Stellen, an denen keine Druckboh-
rungen angebracht werden kçnnen. Im Prinzip fungiert jeder
Pixel der Kamera, der auf das Objekt gerichtet ist, als Sensor.
Die Druckverteilung kann innerhalb weniger Sekunden ak-
quiriert werden, wodurch Strçmungen auf der Oberfl�che
unmittelbar sichtbar gemacht werden. Aus den Daten kçnnen
Wirbelentwicklungen und Stoßlagen ermittelt und Auf-
triebskr�fte oder Biegemomente errechnet werden.

Die technischen Aspekte bei der Verwendung von PSPs
werden in der Monographie von Liu und Sullivan[123] erçrtert,
einschließlich spezieller Techniken f�r die Messung, Bild-
prozessierung und Datenanalyse. In Erg�nzung zu Windka-
naltests kçnnen mithilfe von an Bord mitgef�hrten Kameras
und Lichtquellen auch Messungen im Flug durchgef�hrt
werden, z. B. an Seitenflossen, Pylonen oder Fl�geln.[124]

Das Ansprechen eines lumineszierenden Sensors auf
Sauerstoff wird durch die Stern-Volmer-Konstante KSV be-

stimmt. Gem�ß der Stern-Volmer-Gleichung [Gl. (4)] ver�n-
dert die Fluoreszenzlçschung durch Sauerstoff sowohl die
Intensit�t als auch die Lebensdauer der Emission. W�hrend
die inh�rente Lebensdauer t0 eines Fluorophors gewçhnlich
kaum durch die Immobilisierung in einer Polymermatrix be-
einflusst wird, kann der Einschluss des Fluorophors in ein
Polymer eine signifikante �nderung des Ansprechverhaltens
gegen�ber Sauerstoff hervorrufen.[125] Es ist offensichtlich,
dass eine hohe Lçslichkeit und ein hoher Diffusionskoeffizi-
ent f�r Sauerstoff im Polymerbinder die Empfindlichkeit des

Abbildung 15. Schematischer Querschnitt eines lumineszierenden
druckempfindlichen Anstrichs.

Abbildung 16. A) Emissionsspektrum eines referenzierten PSP aus
Pyren und einem Europiumkomplex, dispergiert in einem Polymerbin-
der bei verschiedenen barometrischen Dr�cken. Die spektrale Charak-
terisierung des Anregungslichts sowie der optischen Filter zur Signal-
trennung sind ebenfalls angezeigt. B) Ein im Messbereich eines Wind-
kanals befestigtes Modell. C) Visualisierung der Druckverteilung eines
PSP-beschichteten Modells. Wiedergabe aus Lit. [37] mit Genehmigung
der Springer Science + Business Media.
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Films f�r Sauerstoff steigern. Die Wanderung von Gasmole-
k�len durch Polymerschichten wird als Permeabilit�t be-
zeichnet. Diese kann mithilfe des Permeabilit�tskoeffizien-
ten P quantifiziert werden, der aus dem Produkt aus Diffu-
sionskoeffizient D und Lçslichkeitskoeffizient S gebildet
wird. Entsprechend kann P nach Gleichung (7) definiert

P ¼ VðSTPÞ � d
A� t � Dp

ð7Þ

werden, mit V= Gasvolumen (Permeant), STP = Standard-
temperatur und -druck, d = Schichtdicke, A = Fl�che, t = Zeit
und Dp = Druckabfall �ber die Schicht. Die Permeabilit�t
�ndert sich gem�ß der Arrhenius-Beziehung stark mit der
Temperatur.[126] Typische Polymermaterialien mit hoher Per-
meabilit�t f�r Sauerstoff sind Ethylcellulose,[127] Poly(dime-
thylsiloxan)[128] oder Poly(TMSP).[122] Fluorpolymere bieten
eine besonders hohe Permeabilit�t und Stabilit�t gegen
Photooxidation und Zersetzung durch Singulettsauerstoff.
Gebr�uchliche fluorierte Materialien sind FIB[129] und Po-
ly(IBM-co-TFEM).[122] Die entsprechenden Monomerstruk-
turen sind in Abbildung 17 zusammengefasst. Sehr schnell
ansprechende lumineszierende Beschichtungen f�r die Ab-
bildung von instation�ren Druck�nderungen kçnnen mithilfe
von anodisiertem nanoporçsem Aluminium hergestellt
werden.[130]

Die in ein Polymer eingebundenen Farbstoffe zeigen
h�ufig ein gegen�ber der linearen Stern-Volmer-Gleichung
abweichendes Verhalten, das durch das Zwei-Zentren-
Modell gem�ß Gleichung (8) beschrieben werden kann, mit

I
I0
¼ t

t0
¼ f1

1þK1
SV½Q�

þ f2

1þK2
SV½Q�

ð8Þ

K1
SV und K2

SV als Stern-Volmer-Koeffizienten und f1 und f2 als
den zugehçrigen Gewichtungsfaktoren.[35a] Das Modell der

verschiedenen Emissionsorte ber�cksichtigt die Mikrohete-
rogenit�t der Umgebung des Luminophors, die zu unter-
schiedlichen Erreichbarkeiten durch den Lçscher f�hrt.
Nichtlineare Sauerstofflçslichkeitsmodelle und Mehr-Zen-
tren-Modelle wurden von Demas et al.[131] verglichen.

In der Strçmungsmechanikforschung gibt es ebenfalls
einen großen Bedarf, Temperaturgradienten auf Oberfl�chen
zu visualisieren. Die ersten Verbindungen, die zu diesem
Zweck eingesetzt wurden, waren anorganische kristalline
Materialien, die als thermographische Leuchtstoffe bekannt
sind. Dementsprechend wurde die Abbildung der Tempera-
turverteilung als „thermographische Phosphor-Thermogra-
phie“ bezeichnet. In j�ngerer Zeit werden vermehrt �ber-
gangsmetall- oder Lanthanoidkomplexe als lumineszierende
Indikatoren f�r die Temperatur verwendet (Abbildung 7).
�hnlich wie im Falle der PSPs kçnnen sie in Polymerbinder
dispergiert und anschließend als temperaturempfindliche
Farben (TSPs = temperature sensitive paints) verarbeitet
werden. W�hrend diese Sensoren auf der thermischen Fluo-
reszenzlçschung basieren, zeigt die thermisch aktivierte ver-
zçgerte Fluoreszenz des Fullerens C70 den gegenteiligen
Effekt. Dispergiert in Polystyrol (PS) kann es als optischer
Sensor eingesetzt werden, dessen verzçgerte Fluoreszenz mit
steigender Temperatur zunimmt.[132] Die thermisch aktivierte
verzçgerte Fluoreszenz hat eine Abklingzeit von ungef�hr
20 ms und kann somit leicht von der normalen Fluoreszenz
eines beigemischten Referenzfarbstoffs wie Perylen mithilfe
zeitauflçsender Fluoreszenzdetektion abgetrennt werden.

Poly(acrylnitril), Poly(vinylalkohol), Poly(vinylmethylke-
ton) oder Poly(vinylchlorid) sind gebr�uchliche Polymerbin-
der f�r TSPs. Die wichtigsten Kriterien bei der Auswahl eines
Polymers f�r ein TSP sind seine thermische und mechanische
Stabilit�t sowie seine Photostabilit�t. Die verwendeten Po-
lymere haben eine geringe Permeabilit�t f�r Gase, um eine
unerw�nschte Fluoreszenzlçschung durch Sauerstoff zu ver-
meiden. TSPs werden haupts�chlich verwendet, um hyper-
sonische Strçmungen, W�rme�bertragungen und �berg�nge
von laminaren zu turbulenten Strçmungen (die konvektive
W�rme�bertragung in turbulenten Strçmungen ist viel hçher
als in laminaren Strçmungen) oder Stoßlagen zu untersuchen,
bevorzugt in kryogenen Windkan�len.[124, 133] Sie werden auch
f�r Verbrennungsstudien an Turboladern oder Turbinen ein-
gesetzt. Dar�ber hinaus werden lumineszierende Tempera-
turindikatoren zuweilen PSPs beigemischt, um die Kreuz-
empfindlichkeit der sauerstoffempfindlichen Sonden f�r die
Temperatur zu kompensieren. Diese Materialien werden in
Abschnitt 6 n�her besprochen.

5.2. Biomedizinische Bildgebung

Da Tumorgewebe einen verringerten pO2 aufweist,[134] ist
die Darstellung der Sauerstoffverteilung mithilfe optischer
Sensoren ein n�tzliches Hilfsmittel in der Krebsforschung.
PdTPTBP, eine im NIR-Bereich emittierende Sonde, wurde
mit Glutamatdendrimeren modifiziert und in Kçrperfl�ssig-
keiten und Tumorzellen in vivo eingesetzt.[135] Sauerstoff-
messungen wurden durch Bestimmungen der Phosphores-
zenzlebensdauer in der Frequenzdom�ne durchgef�hrt.

Abbildung 17. Polymerbinder f�r PSPs mit hoher Permeabilit�t f�r Sau-
erstoff. EC = Ethylcellulose, PTMSP= Poly(trimethylsilylpropin),
PDMS= Poly(dimethylsiloxan), FIB = Poly(hexafluorisopropylmethacry-
lat-co-heptafluor-n-butylmethacrylat), Poly(IBM-co-TFEM)=Poly(isobu-
tylmethacrylat-co-trifluorethylmethacrylat).
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Sp�ter nutzten Zhang et al.[136] den rot emittierenden Kom-
plex [Ir(btp)2(acac)] (acac = Acetylacetonato, btp = (Bis(2-
(2’-benzothienyl)pyridinato-N,C3’)), um die Hypoxie in Tu-
moren mithilfe von In-vivo-Bildgebung zu untersuchen.

Alternativ kann die Sauerstoffversorgung in malignen
Melanomen mit planaren Sauerstoffsensoren visualisiert
werden. Auf diese Weise kann die Wirksamkeit verschiedener
Verfahren der photodynamischen Therapie anhand von
Tiermodellen evaluiert werden.[137] Die Abbildung der Sau-
erstoffverteilung eines amelanotischen Melanoms vor und
nach der photodynamischen Therapie wurde mithilfe einer
R�ckenhautkammer, die am R�cken eines Hamsters ange-
bracht wurde, erstellt. Die Lumineszenzlebensdauern wurden
mit einer gepulsten CCD-Kamera, die mit einem Intravital-
mikroskop gekoppelt wurde, aufgenommen. Die sauerstoff-
empfindliche Schicht besteht aus PtOEP in Polystyrol. Der
transparente Sensor ermçglicht die gleichzeitige Visualisie-
rung der Mikrovaskulatur des darunter liegenden Gewebes.

Die Kontrolle der Sauerstoffversorgung ist auch im Be-
reich der Gewebezucht von großer Bedeutung. Mit planaren
Optoden aus PtOEP in Silicon kçnnen zweidimensionale
Sauerstoffgradienten w�hrend des Wachstumsprozesses be-
obachtet werden.[138] Zahlreiche andere durch Sauerstoff
lçschbare Sonden wurden mittlerweile in optische Sensoren
eingebaut, vor allem perfluorierte Porphyrine wegen ihrer
hohen Photostabilit�ten. Ihre Kompatibilit�t mit verschiede-
nen Polymerbindern wurde von Amao diskutiert.[41] Die
Lçslichkeit von ionischen Farbstoffen in unpolaren Medien
kann durch den Austausch von harten Gegenionen gegen li-
pophile organische Ionen verbessert werden. Ein anderer
Ansatz besteht aus der kovalenten Immobilisierung der
Sonde an einem Polymernetzwerk, z. B. durch Carboxyfluo-
rescein an Amino-modifizierten Polymeren, was ein Austre-
ten der Farbstoffe in die Probe verhindert.[139, 140]

Die Untersuchung von Wundheilungsprozessen ist eine
wichtige Aufgabe in der Dermatologie. So wurde ein bio-
kompatibler 2D-pH-Sensor entwickelt, der geeignet ist, den
pH-Wert in Wunden �ber einen breiten Bereich bildgebend
in vivo darzustellen.[141] Fluoresceinisothiocyanat, gebunden
an Mikropartikel aus Aminocellulose, fungiert als pH-Indi-
kator und [Ru(dpp)3] in Mikropartikeln aus Polyacrylonitril
als interne Referenz. Die Partikel wurden in einem Polyure-
than-Hydrogel immobilisiert. Mit diesem Sensor konnten
�nderungen des pH-Werts w�hrend der Heilung chronischer
kutaner Wunden an menschlichen Patienten im direkten
Kontakt zur Haut abgebildet werden (Abbildung 18). Der
Sensor wurde mit einer 460-nm-LED beleuchtet, und die
Bilder wurden mit einer gepulsten CCD-Kamera durch einen
530-nm-Langpassfilter aufgenommen.

5.3. Marine Mikrobiologie

Planare optische Sensoren werden auch in der Meeres-
forschung, besonders im Bereich der marinen Mikrobiologie,
verwendet. Die Abnahme des pH-Werts aufgrund des glo-
balen Anstiegs des CO2-Gehalts der Atmosph�re ist ein
schwerwiegendes Problem f�r kalkbildende Organismen am
Meeresboden, wie Schalentiere und Korallen. Die �berwa-

chung saisonaler pO2- oder pH-�nderungen ist ein weiterer
Gegenstand analytischer Untersuchungen. Die Dynamik des
Eindringens von Sauerstoff in Sedimente[142] oder der Ver-
brauch von Sauerstoff durch Abbau organischer Materie
kann mit entsprechenden optischen Sensoren abgebildet
werden.[143] Außerdem kçnnen die Aktivit�t der Bioirrigation,
also die Ventilation der benthischen Makrofauna durch tie-
rische Aushçhlungen, und der Austausch von Sauerstoff
zwischen Sediment und dar�ber liegendem Meerwasser un-
tersucht werden.[144]

Sauerstoffsensoren werden zudem in der marinen Mi-
krobiologie verwendet, um die Atmungsaktivit�t von Bakte-
rien (sowohl Sauerstoff verbrauchenden als auch photosyn-
thetisch aktiven Bakterien) und mikrobiellen Biofilmen in
Meeressedimenten zu bestimmen (Abbildung 19). Meist
werden die planaren Optoden mit FLIM nach der RLD-
Methode ausgelesen (Abbildung 2). Sie bestehen in der Regel
aus Platin- oder Palladiumporphyrinen, z.B. PtOEP, in einem
Film aus PS und sind speziell f�r Messungen in sauerstoffar-
mer Umgebung geeignet.[145] Die Messungen kçnnen sowohl
in Becken als auch in der Tiefsee mit einer Tauchsonde
durchgef�hrt werden.[146]

6. Multiple Sensoren

Analysatoren f�r die patientennahe Labordiagnostik, wie
Sensorarrays f�r die simultane Bestimmung von Blutgasen
und -Elektrolyten, sind die bekanntesten Beispiele f�r die
Verwendung von optischen Sensoren in der Medizin. Es sind
bereits Ger�te auf dem Markt mit Einwegeins�tzen aus
fluoreszierenden Sensoren zur Bestimmung von pH-Wert,
pCO2, pO2, Na+, K+ und Ca2+ in Gesamtblut. Diese basieren
auf den verschiedenen oben beschrieben Indikatorfarbstof-
fen.[4d, 69] Zus�tzlich sind Eins�tze f�r die Bestimmung von
Cl� , Glucose, Harnstoff und Gesamth�moglobin erh�ltlich.

Es gibt allerdings auch mehrere Beweggr�nde f�r die
Entwicklung von multiplen Sensoren. Der Wichtigste ist, er-

Abbildung 18. Lumineszenzbildgebung des pH-Werts: chronisches ve-
nçses Ulcer (A) am mittleren Fußgelenk eines menschlichen Patienten
und zugehçrige pH-Verteilung als Falschfarbendarstellung, aufgenom-
men mit einem optischen Sensor (B), die einen erhçhten pH-Wert in
chronischen Wunden relativ zum S�ureschutzmantel gesunder Haut
zeigt. Maßstabsbalken: 1 cm. Wiedergabe aus Lit. [141] mit Genehmi-
gung. Copyright (2011) National Academy of Sciences, USA.
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g�nzende Informationen �ber eine Probe in einer Messung zu
erhalten, z.B. die �nderung des pO2 und des pH-Werts in
biologischen Umgebungen oder die Verteilung von Druck
und Temperatur auf Oberfl�chen in der Strçmungsmechanik.
Die gleichzeitige Detektion unterschiedlicher Parameter ist
auch in der klinischen Chemie von hohem Wert, weil sie den
zeitlichen Aufwand verringert und den Informationsgehalt
eines Diagnoseergebnisses erhçht. In einem fr�hen Beispiel
f�hrte das Versetzen einer sauerstoffempfindlichen Schicht
mit Glucose-Oxidase zu einem dualen Sensor f�r die Be-
stimmung von Glucose und Sauerstoff.[147] Die Verwendung
von multiplen Sensoren, die verschiedene Informationen von
jedem Auslesepunkt der Sensorschicht �bertragen, ist be-
sonders vorteilhaft f�r bildgebende Anwendungen. Diese
Mçglichkeit ist ein Alleinstellungsmerkmal lumineszierender
Sensoren, da die verschiedenen optischen Signale leicht
spektral oder mit zeitauflçsenden Messmethoden getrennt
werden kçnnen.

Fast alle lumineszierenden Farbstoffe sprechen mehr oder
weniger stark auf die Temperatur an. Daher ist die Mçglich-
keit der Zugabe von Temperaturindikatoren ein weiterer
wichtiger Anreiz f�r die Entwicklung von dualen oder mul-
tiplen Sensoren. Der Temperaturkanal kann dazu genutzt
werden, die Temperaturabh�ngigkeit der zweiten Sonde
auszugleichen, um so genauere Ergebnisse zu erhalten. Der
allgemeine Aufbau von dualen Sensoren und die spektro-
skopischen Verfahren zur Signalaufnahme wurden von Stich
et al.[29b] zusammenfassend beschrieben. Duale (oder multi-
ple) optische Sensorik kann mit Ein- oder Mehrschichtsen-
soren betrieben werden. Im Mehrschichtansatz werden die
unterschiedlichen Indikatoren in voneinander getrennten
Polymerschichten verteilt, die auf einen festen Tr�ger ausge-
breitet werden. In Einschichtsensoren werden die verschie-
denen Indikatoren in einer einzigen Polymermatrix einge-

baut. Es ist dabei von Vorteil, wenn diese in geeignete Mikro-
oder Nanopartikel eingeschlossen werden (Abbildung 20).

Unter praktischen Gesichtspunkten sollten beide Lumi-
neszenzsonden in der Sensorschicht mit der gleichen Wel-
lenl�nge anregbar sein. Daher sollten ihre Absorptionsspek-
tren zu einem gewissen Grad �berlappen. Die beiden Sonden
kçnnen r�umlich in einem Abstand, der grçßer als der Fçrs-
ter-Radius ist, voneinander getrennt werden, indem sie in
verschiedenen polymeren Mikro- oder Nanopartikeln einge-
bettet werden, um so einen Energietransfer zu vermeiden.
Durch die Verwendung von Polymerk�gelchen mit selektiver
Permeabilit�t kann außerdem die Empfindlichkeit und Se-
lektivit�t der Indikatoren gesteigert werden. Beispielsweise
ist Poly(acrylnitril) (PAN) praktisch undurchl�ssig f�r Sau-
erstoff.[50b] Daher werden Mikropartikel aus PAN verwendet,
um Temperaturindikatoren von einer unerw�nschten Fluo-
reszenzlçschung durch Sauerstoff abzuschirmen.

6.1. Duale Sensoren f�r Sauerstoff und Temperatur

Der Bedarf an dualen PSP/TSPs in der Aerodynamik war
ein wesentlicher Antrieb f�r die Entwicklung von dualen lu-

Abbildung 19. A) Tauchsonde aus einem Fluoreszenzbildgebungssystem mit einem planaren Sauerstoffsensor f�r Tiefseemessungen von Sauer-
stoffprofilen in Meeressedimenten. B) Schema des Sensoraufbaus (alle Photos freundlicherweise zur Verf�gung gestellt von K. Oguri, JAMSTEC).
C) Berechnete zweidimensionale volumenspezifische Sauerstoffumsatzrate R aus der O2-Verteilung eines Querschnitts. Die weiße Linie zeigt die
Grenzfl�che des Sediments. Durchschnittliche Endringtiefe des Sauerstoffs: 6.6 mm (Segami Bay, Japan, Tiefe 1450 m). Wiedergabe aus
Lit. [146b] mit Genehmigung. Copyright, 2009 by the American Society of Limnology and Oceanography, Inc.

Abbildung 20. Querschnitt durch eine duale Sensorschicht f�r die
Bildgebung von Luftdruck (P) und Temperatur (T).[148] PtTFPP und
[Eu(dpbt)(tta)3] dienen entsprechend als Indikatoren f�r Sauerstoff
(oder P) und T. [Eu(dpbt)(tta)3] = Tris(thenoyltrifluoracetonato)(2-(4-
diethylaminophenyl)-4,6-bis(3,5-dimethylpyrazol-1-yl)-1,3,5-triazin)euro-
pium(III).

Fluoreszierende Sensoren
Angewandte

Chemie

3605Angew. Chem. 2012, 124, 3590 – 3614 � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de



mineszierenden Sensoren. Bei Experimenten in transsoni-
schen Windkan�len kçnnen große Temperaturgradienten auf
den Modelloberfl�chen auftreten. Wenn ausschließlich die
Druckverteilung abgebildet werden soll, muss der Einfluss
der Temperatur kompensiert werden, da die meisten sauer-
stoffempfindlichen Sonden anf�llig f�r thermische Fluores-
zenzlçschung sind. Das erste System wurde von Coyle und
Gouterman[42] vorgestellt. Diese nutzten PtTFPP in FIB-Po-
lymer f�r das FLIM von Druck und gaben Partikel aus dem
thermographischen Leuchtstoff La2O2S:Eu3+ dazu, um die
Temperaturabh�ngigkeit des PSP zu korrigieren. In den fol-
genden Jahren wurde eine Reihe von Materialien verschie-
dener Zusammensetzung entwickelt. Diese sind in Tabelle 2
zusammengefasst. Sp�ter wurden die thermographischen
Leuchtstoffe durch molekulare Metall-Ligand-Komplexe er-
setzt. Die beiden Sensorantworten kçnnen spektral durch den
Austausch von optischen Filtern getrennt werden (Abbil-
dung 21), wenn die beiden Sonden passgenau entsprechend
ihrer Emissionsmaxima ausgew�hlt wurden.

Neue Mçglichkeiten ergeben sich durch die Implemen-
tierung von cyclometallierten Iridium(III)-Komplexen mit
Liganden, die sich von 2-Phenylpyridin (ppy) ableiten, oder
gemischten Liganden mit Acetylacetonatgruppen. Eine große
Strukturvielfalt solcher phosphoreszierender Triplettemitter
wurde in den letzten Jahren f�r den Einsatz in organischen
Leuchtdioden (OLEDs) synthetisiert.[149] Sie sind in ver-
schiedenen Emissionsfarben erh�ltlich, die den ganzen
sichtbaren Spektralbereich abdecken, und zeigen breite Ab-
sorptionsbanden im blauen Spektralbereich. Trotzdem sind
nur wenige dieser Komplexe durch Sauerstoff lçschbar und
kçnnen f�r die Sauerstoffbestimmung eingesetzt
werden.[36, 150] Generell wird die Phosphoreszenz der Iridi-
umkomplexe auch wenig durch die Temperatur beeinflusst,
aber die Entdeckung, dass der gemischte Komplex [Ir(car-
baz)(ppy)2] eine hohe Temperaturempfindlichkeit zeigt, er-
mçglichte die Herstellung eines dualen Einschichtsensors f�r
pO2/T, der ausschließlich auf Iridiumkomplexen basiert.[151]

Dabei wird [Ir(btpy)3] als Sauerstoffindikator genutzt. Er
zeigt einen brauchbaren KSV-Wert und einen sehr breiten
dynamischen Bereich, der dem vieler etablierter Sonden f�r
Sauerstoff wie PtTFPP �berlegen ist.

Duale Sensoren f�r die gleichzeitige Bestimmung von
Temperatur und Sauerstoff sind nicht nur in der aerodyna-

mischen Forschung und Entwicklung gefragt, sondern auch in
der (bio)chemischen Prozesskontrolle, in der medizinischen
Forschung und Diagnostik sowie in der Mikrobiologie.

6.2. Duale Sensoren f�r Sauerstoff und pH-Wert

Die ersten Ans�tze zur Entwicklung dualer Sensoren f�r
Sauerstoff und pH-Wert bestanden aus Zweischichtsystemen.
In einer bahnbrechenden Arbeit wurde f�r die Bestimmung
von CO2 der pH-Indikator HPTS verwendet, der kovalent an
Cellulosepartikel gebunden in einer Hydrogelmatrix disper-
giert wurde. Die sauerstoffempfindliche Schicht bestand aus
[Ru(2,2’-bipy)3]

2+ (2,2’-bipy = 2,2’-Bipyridyl), das an Silici-
umdioxid-Mikropartikeln adsorbiert wurde, in Silicon.[156] Die
Ansprechzeiten von bis zu f�nf Minuten, die die ersten Sen-
soren f�r den pH-Wert oder f�r CO2 bençtigten, konnten in

Abbildung 21. Lumineszenzbilder einer dualen Sensorfolie ([Ru-
(phen)3]

2+/PdTFPP). Links: Temperaturgradient, abgebildet durch
einen 580-nm-Bandpassfilter. Rechts: Verteilung des Sauerstoffpartial-
drucks auf der gleichen Folie, abgebildet durch einen 650-nm-Lang-
passfilter bei einer Anregungswellenl�nge von 366 nm. Wiedergabe
aus Lit. [154] mit Genehmigung.

Tabelle 2: Materialien f�r duale Sensoren f�r Sauerstoff (oder Luftdruck) und Temperatur.

Sauerstoff-
indikator

Temperatur-
indikator

Polymermatrix Lit.

PtTPFP La2O2S:Eu3+ FIB [42]
[Ru(dpp)3]

2+ MFG Ormosil [152]
PtTFPP [Ru(phen)3]

2+ PtBS-co-TFEM [153]
PdTFPP in PSAN-Partikeln [Ru(phen)3]

2+ in PAN-Partikeln Polyurethan [154]
PdTFPP in PSAN-Partikeln Eu-b-Diketonatkomplexe in PtBS-Partikeln Polyurethan [48]
PtTFPP in PSAN-Partikeln [Eu(dpbt)(tta)3] in PVC-Partikeln Polyurethan [163]
C70 [Ru(phen)3]

2+ Ethylcellulose/PAN-Zweischichtsystem [155]
[Ir(btpy)3] [Ir(carbaz)(ppy)2] in PAN-Partikeln Celluloseacetatbutyrat [151]
PtTFPP in PS-co-PVP [Ir(carbaz)(ppy)2] in PAN-Partikeln Dispersion in Wasser [115]

carbaz= 1-(9H-Carbazol-9-yl)-5,5-dimethylhexan-2,4-dion, phen = 1,10-Phenanthrolin, MFG = Mangan-aktiviertes Magnesiumfluorgermanat, ptBS-co-
TFEM = Poly(4-tert-butylstyrol-co-2,2,2-trifluorethylmethacrylat), PSAN= Poly(styrol-co-acrylnitril), PtBS = Poly(4-tert-butylstyrol), PS-co-PVP= Po-
ly(styrol-co-vinylpyrrolidon)
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der Folge signifikant verringert werden und sind jetzt in der
Grçßenordnung von t90-Werten von 90 bis 120 s. Klimant
et al.[39] verbesserten dieses System ein Jahrzehnt sp�ter
maßgeblich, indem das HPTS in Partikel aus Ethylcellulose
eingebettet wurde. Diese wurden in PDMS dispergiert und
auf einer sauerstoffempfindlichen Grundschicht aus PtTFPP
in Polystyrol aufgebracht. Es dauerte nochmals fast zehn
Jahre, bis Borisov et al.[157] diese Entwicklung fortsetzten und
HPTS als lipophiles Ionenpaar mit Tetraoctylammonium
(TOA) als Kation in mikrometergroße Ethylcellulosepartikel
einbauten. Diese konnten homogen in einem Siliconpolymer
mit hoher Gaspermeabilit�t verteilt werden. Zus�tzlich
wurde ein inerter Referenzfarbstoff aus einem Iridium(III)-
cumarin-Komplex beigemischt. Der darunter liegende Sau-
erstoffsensor bestand wiederum aus PtTFPP in PS.

Die Herstellung von Einschichtsensoren ist f�r bildge-
bende Anwendungen vorzuziehen, aber in diesem Fall aus
Materialsicht sehr schwierig. Sauerstoffsensoren setzen Ma-
terialien mit hoher Permeabilit�t f�r Gase voraus, die ande-
rerseits undurchl�ssig f�r Ionen und Protonen sind. Binder f�r
pH-Sensoren sollten sich genau umgekehrt verhalten. Die
erste Lçsung f�r dieses Problem bestand wiederum aus der
Verwendung von zwei verschiedenen Mikropartikeln mit se-
lektiver Permeabilit�t f�r die Bestimmung von pH-Wert
(Carboxyfluorescein, kovalent an Amino-modifiziertes p-
HEMA gebunden) und Sauerstoff ([Ru(dpp)3]

2+ in Ormo-
sil).[158] Beide wurden in einem Polyurethan-Hydrogel di-
spergiert. Der duale Sensor kann f�r die �berwachung der
Respiration von Bakterien und des Zellwachstums verwendet
werden. In einem �hnlichen System zur Kontrolle von bak-
teriellem Wachstum wurde Carboxyfluorescein durch HPTS
ersetzt.[159]

Ein weiterer Schritt hin zu verbesserten Einschichtsen-
soren bestand aus der direkten Beimischung der lipophilen
Ionenpaare HPTS/TOA und [Ru(dpp)3]/TMS (TMS = Tri-
methylsilylpropansulfonat) in Ethylcellulose. Der resultie-
rende Sensor konnte f�r das FLIM von pCO2 und pO2 in
w�ssriger Umgebung verwendet werden.[160] Das lipophile,
pH-empfindliche Fluoresceinderivat DHFA (2’,7’-Dihexyl-
5(6)-N-octadecylcarboxamidofluorescein) und PtTFPP
kçnnen ebenfalls direkt in einem geeigneten Matrixpolymer
dispergiert werden. Mit diesen 2D-Sensoren konnten Gradi-
enten von pCO2 und pO2 an der Grenzfl�che zwischen
Meereswasser und Sediment abgebildet werden.[161] K�rzlich
wurde ein Sensor f�r die In-vivo-Bildgebung von Sauerstoff
und pH-Wert auf der Haut pr�sentiert, der aus PtTFPP und
Fluoresceinisothiocyanat, konjugiert an Aminocellulose in
einem Polyurethanfilm, aufgebaut ist.[162] Diphenylanthracen
in PAN-Mikropartikeln wurde als Referenz zugemischt. Die
drei Ausgangssignale dieses Sensors kçnnen mithilfe einer
einfachen digitalen Rot-gr�n-blau(RGB)-Farbkamera aus-
gelesen werden.

6.3. Duale Sensoren f�r pH-Wert und Temperatur

Es sind nur wenige Beispiele in der Literatur f�r duale
Sensoren f�r pH-Wert und Temperatur zu finden. Wie bereits
oben dargestellt, sind viele geeignete fluoreszierende pH-In-

dikatoren 2-l-Sonden mit zwei breiten Absorptions- und/oder
Emissionsbanden f�r die protonierte und deprotonierte
Form, die einen erheblichen Bereich des sichtbaren Spek-
tralbereichs abdecken. Dies macht die spektrale Abtrennung
der Emission eines zweiten Farbstoffs generell recht schwie-
rig. Geeignet sind Farbstoffe, die im fernen Rot emittieren
und eine scharfe Emissionslinie aufweisen, z.B. Europium-
(III)-b-diketonate, die zus�tzlich eine hohe Temperaturemp-
findlichkeit zeigen. Der Komplex [Eu(dpbt)(tta)3] wurde f�r
den ersten dualen Sensor f�r pH/T in Kombination mit HPTS
als pH-Indikator eingesetzt.[163] Ein neuerer Ansatz setzt auf
einen thermographischen Leuchtstoff (Chrom(III)-aktivier-
tes Yttrium-Aluminium-Borat) als intrinsische Temperatur-
kontrolle f�r einen pH-Sensor auf Basis eines SNARF-Deri-
vats.[164] Beide Farbstoffe kçnnen mit einer roten 605-nm-
LED angeregt werden und emittieren im NIR. Die Kombi-
nation aus einem pH-Indikator mit schnell abklingender
Fluoreszenz und einem phosphoreszierenden Temperaturin-
dikator kann mithilfe einer referenzierten dualen Lebens-
dauermessung (DLR = dual lifetime referencing; siehe Ab-
bildung 23 in Abschnitt 7) ausgelesen werden. Daneben
wurden auch kolorimetrische Sensoren f�r pH/T entwickelt,
die aus einem pH-abh�ngigen solvatochromen Farbstoff und
einem thermoresponsiven Polymer bestehen.[165]

Ein Aufbau von zwei dualen Sensoren in aufeinanderlie-
genden Schichten eignet sich f�r die gleichzeitige Bestim-
mung von Sauerstoff, Kohlendioxid, pH-Wert und Tempera-
tur.[166] Die untere Lage ist jeweils aus einem Indikator f�r O2

(einem Iridium(III)-Komplex in Polymermikropartikeln) und
CO2 (HPTS) in Ethylcellulose zusammengesetzt, die obere
Schicht aus einem Indikator f�r Temperatur (mikrokristalli-
nes Chrom(III)-dotiertes Yttrium-Aluminum-Borate) und
pH-Wert (SNARF-DE) in Polyurethan. Beide Komponenten
m�ssen mit unterschiedlichen Wellenl�ngen (450 und
605 nm) angeregt werden. Der Bedarf an zwei gesonderten
Anregungsquellen macht diesen Aufbau wenig praktikabel
f�r bildgebende Anwendungen, aber er ist geeignet f�r fa-
seroptische Sensoren.

6.4. Tripelsensoren

Die Idee f�r die Herstellung eines Dreifachsensors, in
dem verschiedene Fluoreszenzindikatoren mit abtrennbaren
Emissionsbanden vereinigt werden, wurde erstmals 1988 von
Wolfbeis et al. formuliert.[156] Tripelsensor bedeutet in diesem
Zusammenhang, dass drei Informationen aus dem gleichen
Sensorbereich abgefragt werden kçnnen. Zwar wurden schon
fr�her Sensorarrays mit drei getrennten Sensorfeldern ent-
wickelt, z. B. Arrays aus optischen Fasern f�r die Analytik von
Blutgasen.[167] F�r bildgebende Anwendungen sind allerdings
Tripelsensormaterialien unverzichtbar. Erstaunlicherweise
dauerte es �ber 20 Jahre, bis dieses Konzept realisiert wurde.
F�r den ersten optischen Tripelsensor wurden Indikatoren f�r
pH-Wert, Sauerstoff und Temperatur in verschiedene Poly-
mermikropartikel eingebaut und in Polyurethan dispergiert
(Abbildung 22).[168] Die Auslesung des Sensors erfolgt durch
eine Kombination von spektraler Trennung und zeitauflç-
sender Lumineszenzdetektion (RLD), durch die die Emission
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des langsam abklingend Temperaturindikators [Eu(dpbt)-
(tta)3] effektiv abgetrennt werden kann.

7. Signalaufnahme

Die Auslesung multipler Sensoren erfordert hochentwi-
ckelte bildgebende Techniken. Wenn mehr als zwei Farbstoffe
verwendet werden, ist die vollst�ndige spektrale Trennung
sehr schwierig, weil eine spektrale �berlappung und somit ein
�bersprechen der Signale normalerweise nicht vermieden

werden kçnnen. Deshalb m�ssen Techniken der zeitauflç-
senden Fluoreszenzmessung hinzugef�gt werden. Diese meist
gepulsten Methoden sind eine wertvolle Erg�nzung, wenn
keine effiziente Signaltrennung durch optische Filter erzielt
werden kann. Ein einfaches Verfahren, um die Lumineszenz
eines langsam abklingenden Indikators von der Fluoreszenz
eines zweiten, schnell abklingenden Farbstoffs zu trennen, ist
die Aufnahme der Intensit�t des ersten Farbstoffs in einem
Zeitfenster, das so gesetzt wird, dass die schnell abklingende
Fluoreszenz der zweiten Komponente schon abgeklungen ist
(einfache zeitauflçsende Fluoreszenzmessung). Die Anwen-
dung der RLD-Methode (siehe Abbildung 2) geht einen
Schritt weiter. Damit kann die �nderung der Lumineszenz-
lebensdauer t einer langsam abklingenden Sonde als intrin-
sisch referenzierter Parameter ermittelt werden. Tragbare
optische Sensoren f�r Sauerstoff kçnnen entweder mit einer
zeitauflçsenden gepulsten Fluoreszenzdetektion (z.B. mit
PtOEP in Polystrol als Sensorschicht)[169] oder mit einer De-
tektion in der Frequenzdom�ne (z. B. mit PtOEP in Ormo-
sil)[97] ausgelesen werden.

Die Methode der zeitaufgelçsten dualen Lebensdauer-
messung (td-DLR)[140] macht von einem kurzlebigen Fluo-
reszenzindikator Gebrauch, der mit einem langlebigen
phosphoreszierenden Referenzfarbsoff kombiniert wird
(Abbildung 23 A). Sie beruht auf der Akquisition von zwei
Bildern, von denen eines w�hrend der Anregungsphase auf-

Abbildung 22. A) Querschnitt durch einen Tripelsensor aus Polyure-
than-Hydrogel mit drei Arten von lumineszierenden Partikeln: (^) pH-
empfindliche Partikel (HPTS in pHEMA), (~) temperaturempfindliche
Partikel ([Eu(dpbt)(tta)3] in PVC) und (*) pO2-empfindliche Partikel
(PtTFPP in PSAN). Sensorantwort auf B) pH, C) O2 bei verschiedenen
Temperaturen und D) Temperatur. Wiedergabe aus Lit. [170] mit Ge-
nehmigung.

Abbildung 23. A) Schema der td-DLR-Methode, die eine Referenzierung
fluoreszierender Sensoren durch die Kombination mit einem langab-
klingenden Referenzfarbstoff ermçglicht. IEx : aufgenommenes Bild in
der Anregungsphase, IEm: aufgenommenes Bild in der Emissionsphase
(Intervalle mit CCD an). B) Schema der DLD-Methode, die in den
ersten beiden Zeitfenstern (A1, A2) die gemischte Lebensdauer der
beiden Indikatoren abbildet und in den letzten beiden Zeitfenstern
(A3, A4) die reine Lebenszeit des langabklingenden Indikators (z.B.
eines Temperaturindikators). Aus diesen Daten kann der Anteil des
kurzlebigen Indikators (z.B. f�r Sauerstoff oder Luftdruck) berechnet
werden.
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genommen wird (IEx) und das andere in der Emissionsphase
(IEm), nachdem die gepulste Anregungslichtquelle abge-
schaltet wurde. Die Intensit�t IEx setzt sich aus der Summe der
Fluoreszenz des kurzlebigen Indikators und der langlebigen
Phosphoreszenz der Referenz zusammen, w�hrend IEm einzig
der Referenz entspringt. Durch die Division von IEx durch IEm

wird wiederum ein referenziertes Signal generiert, in dem
Stçreinfl�sse verringert werden. K�rzlich wurde die td-DLR-
Methode f�r die In-vivo-Bildgebung von pH-Gradienten
w�hrend des Heilungsprozesses von kutanen Wunden einge-
setzt (Abbildung 18).[141] DLR ist auch eine n�tzliche Refe-
renzierungsmethode f�r frequenzbasierte Messungen (fd-
DLR).[157]

Die duale Lebensdauerbestimmung (dual lifetime deter-
mination, DLD) erfordert die Aufnahme von vier aufeinan-
derfolgenden zeitaufgelçsten Bildern. Sie ist anwendbar,
wenn die Abklingzeit einer langlebigen Sonde in einem
dualen Sensor um ein vielfaches l�nger ist als die der kurz-
lebigen Komponente. Die Abbildung der Fluoreszenzle-
bensdauer, die durch Division der Bilder in den Zeitfenstern
A3 und A4 erhalten wird, enth�lt ausschließlich die Informa-
tion der langlebigen Komponente (t2) des Sensors. Das Ver-
h�ltnis aus A1 und A2 gibt die gemischte Abklingzeit beider
Luminophore wieder (Abbildung 23 B). Der Anteil der
kurzlebigen Komponente t1 kann durch einen iterativen
Prozess oder �ber dreidimensionale Kalibrierfunktionen er-
rechnet werden. Diese Methode liefert Informationen �ber
die �nderung der Lebensdauern beider Indikatoren und
kann beispielsweise f�r die Analyse eines dualen PSP/TSP[148]

oder die Aufnahme des Sauerstoffverbrauchs einer enzyma-
tischen Reaktion mit gleichzeitiger Temperaturkontrolle ge-
nutzt werden.[170] Das zweite Beispiel ermçglicht dar�ber
hinaus die Realisierung eines Dreifachsensors zur Bestim-
mung von Glucose, Sauerstoff und Temperatur.

Eine Auflçsung von Signalen, die aus multiplexen Le-
bensdauern zusammengesetzt sind, gelingt auch mithilfe von
Mustererkennungs-Algorithmen[171] oder �ber die Annahme,
dass sich die gemischte Abklingkurve wie eine lineare Kom-
bination der Abklingfunktionen der einzelnen Komponenten
verh�lt.[172] Diese Analyse bençtigt TCSPC, um die gesamte
Abklingkurve aufzuzeichnen und daraus die Beitr�ge der
einzelnen Fluorophore durch Mustererkennung zu ermitteln.
Wie in Abschnitt 2 erw�hnt, sind solche Photonenz�hlme-
thoden noch zu aufw�ndig und teuer, um sie f�r die bildge-
bende Sensorik einzusetzen.

Vor Kurzem konnte gezeigt werden, dass die Fluores-
zenzsignale verschiedener Indikatoren mithilfe der RGB-
empfindlichen Pixel von CMOS-Chips (CMOS = komple-
ment�rer Metall-Oxid-Halbleiter) aufgetrennt werden
kçnnen, wie sie in preiswerten digitalen Farbkameras ver-
wendet werden.[163] Die Aufgabe ist dabei, geeignete Indika-
toren in den Sensor einzubauen, deren Emission auf die
empfindlichen Wellenl�ngenbereiche der RGB-Pixel abge-
stimmt ist. In einer grundlegenden Arbeit wurden der pH-
Indikator HPTS f�r die Bestimmung von CO2 (blauer Kanal)
und [Eu(dpbt)(tta)3] f�r die Abbildung der Temperatur (roter
Kanal) genutzt. Die beiden Kan�le kçnnen quantitativ mit
den �blichen Bildbearbeitungsprogrammen ausgewertet
werden. Dieses Konzept wurde durch den Einbau von inerten

Referenzfarbstoffen weiter modifiziert und verbessert, um so
einen referenzierten Sauerstoffsensor zu erhalten, der mit
dem roten (Sauerstoff-abh�ngiges Signal) und gr�nen Kanal
(Referenzsignal) einer RGB-Kamera ausgelesen werden
kann.[173] Sauerstoffkonzentrationen kçnnen mit einer hohen
Genauigkeit abgebildet werden, wenn das Verh�ltnis der Si-
gnalintensit�ten aus beiden Kan�len gebildet wird. Dieser
Ansatz ist eine vielseitige Detektionsmethode, weil auch ko-
lorimetrische Tests ausgelesen werden kçnnen, wie am Bei-
spiel von Sensorarrays zur Bestimmung von pH-Wert und
Metallionen[174] oder biogenen Aminen[39] gezeigt werden
konnte.

8. Zusammenfassung und Ausblick

Dieser Aufsatz sollte das Gebiet der Fluoreszenzbildge-
bung mit chemischen Sensoren hinsichtlich der Themen Ge-
staltung und Funktionalit�t von molekularen Sonden, Refe-
renzierung, Sensormaterialien und Signalverarbeitung be-
leuchten. F�r eine ausf�hrlichere Betrachtung des theoreti-
schen Hintergrunds der Fluoreszenzsensorik sei auf die
B�cher von Valeur,[175] Lakowicz[176] oder Demchenko[177]

verwiesen. Die Entwicklung geeigneter Materialien und
Auslesemethoden f�r die optische Sensorik ist eine hçchst
interdisziplin�re Aufgabe, die pr�parative organische und
anorganische Chemie, Materialwissenschaften, und (zeitauf-
lçsende) Fluoreszenspektroskopie mit Methoden der Bild-
gebung, Signaltrennung, Datenverarbeitung und der Inge-
nieurswissenschaften vereinigt.

Tats�chlich hat nur ein kleiner Teil der in der Literatur
beschriebenen Lumineszenzsonden Anwendung in optischen
Sensoren gefunden. Die große Vielzahl von Indikatoren, die
f�r andere Analyten wie Kohlenhydrate,[178] Wasserstoffper-
oxid,[179] ATP[180] oder Anionen[181] entwickelt wurde, konnte
deshalb nicht ber�cksichtigt werden, weil sie bis jetzt noch
nicht in Sensorschichten f�r bildgebende Anwendungen ein-
gebaut wurden. In der Regel sind mangelnde Photostabilit�t,
chemische Stabilit�t und Selektivit�t in realen Proben die
haupts�chlichen Hinderungsgr�nde. Dennoch weisen opti-
sche Sensoren eindeutige Vorteile gegen�ber elektrochemi-
schen Sensoren auf, allein wegen der Tatsache, dass sich Licht
durch Luft und transparente Materialien ungehindert aus-
breiten kann. Daher kçnnen fernauslesbare Sensoren gestal-
tet werden, wobei die Sensorschicht im Inneren von (Bio-)-
Reaktoren, kleinen Proben, mikrofluidischen Systemen,
Zellen, Geweben, entlang von Grenzfl�chen oder an Berei-
chen, die schwer zug�nglich sind, angebracht werden kann.
Eine un�bertroffene Dichte an auslesbaren Sensorspots kann
durch die Kombination mit bildgebenden Methoden erreicht
werden, die nur durch die Zahl der Pixel der zur Detektion
verwendeten Kamera begrenzt ist und auch mikroskopische
Auflçsungen ermçglicht. Die Anwendungen sind in der Pro-
zesskontrolle, Strçmungsmechanik, medizinischen Bildge-
bung, Mikrobiologie und in pharmazeutischen Hochdurch-
satzmethoden zu finden. Dabei werden NIR-Sonden immer
wichtiger. Besonders NIR-Farbstoffe, die ihre Fluoreszenz-
eigenschaften spezifisch nach einer Reaktion mit biologisch
aktiven Molek�len �ndern, sind in der medizinischen For-
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schung und Diagnostik sowie f�r die In-vivo-Bildgebung von
großem Interesse.[182]

Die Bedeutung der Bildgebungsgrçßen pH-Wert, pO2,
H2O2 und Ca2+ in der Medizin wurde hervorgehoben. Dies
betrifft beispielsweise die Bereiche Tumorforschung, Trans-
plantationsmedizin, Gewebez�chtung und �berwachung von
Wundheilungsprozessen. Mit Ausnahme von schon sehr weit
entwickelten Sensoren f�r pH-Wert, pO2 und bestimmte
Ionen ist die Verbesserung der Reversibilit�t und Selektivit�t
der Erkennungselemente f�r andere Analyten eine bleibende
Aufgabe, um die kontinuierliche Bestimmung dieser Analy-
ten zu ermçglichen und somit die Anwendungsmçglichkeiten
von optischen Sensoren zu verbreitern. Dies gilt besonders
f�r spezifische und reversible Sonden f�r H2O2 und Bio-
phosphate wie ATP oder Glucose, um nur einige Beispiele zu
nennen. Biokompatible Sensoren f�r die Abbildung der
Temperatur haben ebenfalls großes Anwendungspotenzial,
z. B. zur Kontrolle der hyperthermischen Krebstherapie.
Neuartige nanokristalline Materialien, die eine Aufkonver-
tierung der Lumineszenz ermçglichen, zeigen ein großes
Anwendungspotenzial f�r die Sensorik in biologischen Sys-
temen, da sie im NIR mit einem 980-nm-Diodenlaser ange-
regt werden kçnnen und eine Anti-Stokes-Verschiebung
aufweisen. Die verschiedenen Emissionsbanden im sichtba-
ren Spektrum, z. B. von Yb3+- und Er3+-dotiertem NaYF4,
kçnnen dazu genutzt werden, die Temperatur innerhalb le-
bender Zellen oder in Geweben durch ratiometrische Bild-
gebung darzustellen.[183]

F�r einige Anwendungen sollte die Sensorantwort nicht
nur reversibel, sondern auch schnell erfolgen. Dies ist vor
allem bei instation�ren Messungen wie bei instation�ren PSPs
der Fall, die dynamische Druck�nderungen auf beweglichen
oder rotierenden Bauteilen mit einer Auflçsung im Millise-
kundenbereich anzeigen m�ssen. Dies ist eine weitere Her-
ausforderung f�r das Design von Sonden und Polymerbin-
dern, die eine besonders hohe Permeabilit�t f�r Sauerstoff
aufweisen m�ssen, sowie f�r die Signalverarbeitung.

Sensornanopartikel werden auch eine steigende Bedeu-
tung f�r die biomedizinische Fluoreszenzbildgebung erlan-
gen. Nanosonden, deren Oberfl�che mit Biomolek�len wie
Antikçrpern oder Peptiden funktionalisiert ist, kçnnen ziel-
gerichtet an Tumorzellen binden, um f�r die Krebsforschung
und -therapie wichtige Parameter wie pO2, pH-Wert oder
zellul�re Signalmolek�le zu �berwachen. Die Modifizierung
der Oberfl�che von Nanopartikeln kann dar�ber hinaus
deren Zytotoxizit�t verringern, die Internalisierung in Zellen
verbessern und die Zirkulation im Blutkreislauf verl�ngern.
Der letzte Punkt ist ein wichtiger Faktor, damit die Nano-
sonden genug Zeit bekommen, um ihre Zielzellen zu errei-
chen, und wird durch proteinabweisende Oberfl�chen aus
PEG oder Dextranen ermçglicht.

F�r die Fluoreszenzbildgebung werden �blicherweise
wissenschaftliche CCD-Kameras verwendet. Der Fortschritt
in der Entwicklung von CMOS-basierten Detektoren und
digitalen Kameras ermçglicht allerdings auch den Einsatz von
billigeren und kompakteren Ger�ten. Außerdem erçffnen die
chemische Sensorik und Bildgebung mit gebr�uchlichen
Massenartikeln wie Bildschirmen und Webkameras,[184]

Flachbettscannern,[185] Displays und Kameras von Mobilte-

lefonen[186] oder digitalen Farbkameras[163] neue Perspektiven
f�r die Verbreitung dieser Techniken. Der letzte Ansatz ist
vor allem f�r die Auslesung multipler Sensoren geeignet,
wenn die Lumineszenzemission der Sonden auf die maximale
Farbempfindlichkeit der RGB-Kan�le oder Pixel der Kamera
angepasst werden kann. Hinsichtlich der Materialien kann die
Verwendung von Polyelektrolyt-Multischichten oder die
Kombination von fluoreszierenden Erkennungselementen
mit molekular gepr�gten Polymeren zu optischen Sensoren
mit verbesserter Selektivit�t und Reversibilit�t f�hren
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