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1. Einf�hrung

Die Entwicklung von Fluoreszenzbildgebungstechniken
hat effiziente Verfahren zur Untersuchung vieler grundle-
gender Prozesse in den Lebenswissenschaften zur Verf�gung
gestellt.[1, 2] Außerdem wurden verschiedene auf Fluoreszenz
basierende Assays zur �berwachung eines breiten Bereichs
an biologischen Ph�nomenen entwickelt, z.B. Konforma-
tionsdynamik, Wechselwirkungen und die Verteilung von
Biomolek�len in Organellen, Zellen oder Geweben.[3,4] In
j�ngster Zeit haben hochentwickelte Varianten der Fluores-
zenzbildgebung die Mçglichkeit erçffnet, biomolekulare
Wechselwirkungen auf der Einzelmolek�lebene zu verfol-
gen[5–7] und subzellul�re Strukturen mit einer r�umlichen
Auflçsung im Nanometerbereich abzubilden.[8–11] Diese
Fortschritte haben Informationen �ber zellul�re Prozesse wie
Genexpression, Proteintransport, Signalweiterleitung und
Regulationswege mit bislang unerreichter Detailliertheit ge-
liefert. In vielen F�llen erfordert die Fluoreszenzdetektion
exogene Fluorophore, um ein Auslesen eines Signals zu er-
mçglichen oder den Bildkontrast zu erhçhen. Das Potenzial
der Fluoreszenztechnik h�ngt ganz wesentlich von der Leis-
tung des Fluorophors ab. Die Fluorophoreigenschaften, z. B.
Fluoreszenzhelligkeit und Photostabilit�t, bestimmen wei-
testgehend die Nachweisgrenze, Empfindlichkeit und Zuver-
l�ssigkeit des Verfahrens.

Organische Farbstoffe scheinen die vielseitigsten Fluoro-
phore zu sein, die in der biologischen Bildgebung und in
Bioassays eingesetzt werden.[12] Es steht eine breite Vielfalt
an Farbstoffmolek�len, z.B. Fluoresceine, Rhodamine und
Cyanine, f�r verschiedene Experimente zur Verf�gung, und
ihre optischen Eigenschaften kçnnen nach verschiedenen
Strategien fein abgestimmt werden. Die intrinsischen Gren-
zen der herkçmmlichen Farbstoffe, wie ein geringes Ab-
sorptionsvermçgen und schlechte Photostabilit�t, bereiten
jedoch große Schwierigkeiten bei der weiteren Entwicklung
von hochempfindlichen Bildgebungstechniken und Hoch-
durchsatz-Assays. Infolgedessen besteht ein betr�chtliches
Interesse an helleren und stabileren Fluoreszenzsonden. Zum

Beispiel zeigen Phycobili-Proteine eine hçhere Fluoreszenz-
helligkeit als kleine organische Fluorophore und genetisch
kodierte Fluoreszenzproteine stellen leistungsf�hige Werk-
zeuge zur Untersuchung zellul�rer Prozesse dar.[13–15] Es be-
steht auch ein großes Interesse an der Entwicklung von hell
fluoreszierenden Nanopartikeln, darunter auch Halbleiter-
Quantenpunkte (Q-Punkte) und farbstoffbeladene Nano-
partikel. Insbesondere Q-Punkte sind eines der am besten
verstandenen Gebiete der Nanotechnologie, die in den letz-
ten zehn Jahren in der Biologie Fuß gefasst hat.[16–18] Sie
bieten breite Absorptionsbanden und – verglichen mit her-
kçmmlichen Fluoreszenzfarbstoffen – vielfarbige, enge und
symmetrische Emissionen mit besserer Helligkeit und Pho-
tostabilit�t. Mit Fluoreszenzfarbstoffen beladene Polymer-
oder Siliciumdioxidnanopartikel zeigen aufgrund einer
großen Zahl an Fluorophoren pro Partikel sowie der sch�t-
zenden Matrix ebenfalls eine hçhere Helligkeit und bessere
Photostabilit�t als molekulare Farbstoffe.[19–21]

Eine vielversprechende Strategie zur Erzeugung von sehr
hell fluoreszierenden Sonden basiert auf der Entwicklung von
Nanopartikeln, die aus stark fluoreszierenden halbleitenden
Polymeren bestehen. Die Entwicklung von fluoreszierenden
halbleitenden Polymeren als aktives Material f�r Polymer-
Leuchtdioden (Polymer-LEDs) macht kontinuierlich Fort-
schritte.[22–25] Halbleitende Polymere wurden auch umfang-
reich als hochempfindliche chemische und biologische Sen-
soren eingesetzt.[26–35] Halbleitende Polymernanopartikel
wurden urspr�nglich zur Herstellung d�nner Schichten mit
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nanoskaligen Dom�nen f�r optoelektronische Bauteile ent-
wickelt.[36–39] Diese fluoreszierenden Nanomaterialien haben
k�rzlich viel Aufmerksamkeit sowohl f�r optoelektronische
als auch biologische Anwendungen auf sich gezogen.[40–44]

Insbesondere bei biologischen Anwendungen kçnnen aus
halbleitenden Polymeren bestehende Nanopartikel in vielen
verschiedenen Formen mit wichtigen funktionellen Auswir-
kungen vorhanden sein. Zum Beispiel kçnnen halbleitende
Polymernanopartikel aus hydrophoben halbleitenden Poly-
meren[45–80] oder aus Polyelektrolyten oder hydrophilen Po-
lymeren,[81–88] als selbstorganisierte Nanopartikel aus amphi-
philen Polymeren,[89–93] als hydrophobe halbleitende poly-
merbeladene Poly(d,l-lactid-co-glycolid)(PLGA)-Parti-
kel,[94–97] als in Phospholipid verkapselte oder PEG-be-
schichtete hydrophobe Polymernanopartikel[98–102] und als
halbleitende polymerbeschichtete anorganische Nanopartikel
hergestellt werden.[103–105] Bei diesen Nanopartikeln h�ngen
die Fluoreszenzeigenschaften, kolloidale Stabilit�t und
funktionelle Leistung eng von Partikelgrçße, Zusammenset-
zung, innerer Struktur und den Oberfl�cheneigenschaften ab.

Um unsere Diskussionen verst�ndlicher zu machen, de-
finieren wir „Polymernanopartikel“ gem�ß der Beschreibung
in einem fr�heren Aufsatz.[40] Ein Polymernanopartikel wird
als eine nanometergroße Einheit (typische Partikelgrçße
< 100 nm) betrachtet, die eine separate diskontinuierliche
Phase darstellt, die von einem kontinuierlichen freifließenden
Medium (�blicherweise einer Fl�ssigkeit mit geringem Mo-
lekulargewicht, meistens Wasser) umgeben ist. Basierend auf
der klassischen Kategorisierung in der Kolloidchemie,
schließt diese Definition echte Lçsungen von Makromole-
k�len in einem Lçsungsmittel mit geringem Molekularge-
wicht aus,[40] obwohl hyperverzweigte Polymermolek�le in
einem guten Lçsungsmittel eine dreidimensionale Morpho-
logie einnehmen kçnnen. Die meisten kolloidalen Polymer-
nanopartikel bestehen aus einem lyophoben Polymerinneren,
aber Polyelektrolyte kçnnen ebenfalls zur Bildung von Na-
nopartikeln gezwungen werden. Die Definition von Poly-
mernanopartikeln unterscheidet diese auch von solchen, die
direkt auf einem Substrat gez�chtet oder in einer Polymer-
matrix dispergiert wurden, sowie von anderen hoch dispersen
Kompositmaterialien, die halbleitende Polymere enthalten.[40]

F�r die meisten biologischen Anwendungen sind kleine
fluoreszierende Nanopartikel besonders attraktiv, wie sich an
den enormen Anstrengungen ablesen l�sst, die in den letzten
zehn Jahren in halbleitende Q-Punkte investiert wurden,
wobei die Bezeichnung „Punkt“ die urspr�ngliche Beschrei-

bung ihrer geringen Partikelgrçße widerspiegelt.[16–18] Seit-
dem wurden verschiedene fluoreszierende Punkte f�r biolo-
gische Anwendungen entwickelt, einschließlich Silicium-
punkten,[106, 107] Kohlenstoffpunkten[108, 109] und farbstoffdo-
tierten Siliciumdioxidpunkten.[20] Um mit diesen kleinen
Punkten konsistent zu sein, bezieht sich der Ausdruck „P-
Punkt“ spezifisch auf eine kleine Untergruppe von halblei-
tenden Polymernanopartikeln, die eine mit Q-Punkten ver-
gleichbare Partikelgrçße (< 20–30 nm f�r verkapselte Q-
Punkte[110]) aufweisen. In vielen F�llen kçnnen in die P-
Punkte nichtfluoreszierende Molek�le f�r eine Oberfl�-
chenmodifizierung oder eine multimodale Bildgebung ein-
gebaut sein. Die fluoreszierenden halbleitenden Polymere
sollten jedoch die Hauptkomponente der P-Punkte darstel-
len; intuitiv sollten P-Punkte daher einen Volumenanteil oder
eine Gewichtskonzentration von mindestens 50 % und vor-
zugsweise mehr als 80–90% halbleitender Polymere umfas-
sen. Der Volumenanteil bestimmt weitestgehend die Fluo-
reszenzhelligkeit eines P-Punkts mit einer gegebenen Parti-
kelgrçße. Diese Anforderung dient zur Unterscheidung der
P-Punkte von farbstoffbeladenen Latexkugeln oder anderen
Nanopartikeln, die nur einen kleinen Anteil halbleitender
Polymere enthalten und denen daher die ausgezeichneten,
den P-Punkten inh�renten optischen Eigenschaften fehlen.
Zudem sollten P-Punkte ein hydrophobes Polymerinneres
aufweisen, da hydrophile Spezies in den Partikeln quellen
kçnnen, was die kolloidale Stabilit�t verringert, unspezifi-
sches Markieren verursacht (�ber elektrostatische Wechsel-
wirkungen aufgrund von ionischen Gruppen) und die Pa-
ckungsdichte der Fluorophore sowie die Fluoreszenzhellig-
keit beeintr�chtigt.[65]

Die j�ngste Forschung hat gezeigt, dass P-Punkte ausge-
zeichnete Eigenschaften als Fluoreszenzsonden bieten. Dazu
gehçren außerordentliche helle Fluoreszenz, eine hohe
Emissionsrate, eine ausgezeichnete Photostabilit�t, kein
Blinken und fehlende Toxizit�t.[45–67] Insbesondere haben wir
k�rzlich eine systematische Charakterisierung der optischen
Eigenschaften und Leistungen von P-Punkten als Zellmarker,
insbesondere f�r Fluoreszenzbildgebung und Durchflusszy-
tometrie, durchgef�hrt.[56, 58] Dabei haben wir festgestellt, dass
die Einzelpartikel-Helligkeit und die Zellmarkierungshellig-
keit von P-Punkten um mehr als eine Grçßenordnung hçher
sind als die von anorganischen Q-Punkten mit vergleichbaren
Partikelgrçßen.[56,58] Außerdem haben wir mehrere einfache,
aber doch leistungsstarke Ans�tze zur Einf�hrung von funk-
tionellen Gruppen und der Steuerung der Oberfl�chenei-
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genschaften von P-Punkten entwickelt, denn eine erfolgrei-
che Funktionalisierung ist eine Vorbedingung f�r einen Ein-
satz dieser neuen Nanosonden f�r Zellmarkierungen, In-vivo-
Bildgebung und als vielseitige Biosensoren.[56–67] Diese Ent-
wicklungen haben einen Einstieg in die Nanobiotechnologie
und Nanomedizin erçffnet und geben eine neue Richtung vor,
die von den etablierteren Bereichen der konjugierten Poly-
mere f�r optoelektronische Bauteile und konjugierte Poly-
elektrolyt-Biosensoren abweicht. Die �berlegenen Eigen-
schaften der P-Punkte gegen�ber denen anderer Fluores-
zenzsonden sind die Grundlage f�r ihr Potenzial in Biologie
und Medizin als sehr helle In-vitro- und In-vivo-Sonden.

Der Schwerpunkt in dieser �bersicht liegt auf j�ngsten
Fortschritten und dem aktuellen Stand von Herstellung,
Fluoreszenzeigenschaften, Biokonjugation und biologischen
Anwendungen von P-Punkten, die wir als Nanopartikel de-
finieren, die zu einem Volumen- oder Gewichtsanteil von
mehr als 50 % aus hydrophoben halbleitenden Polymeren
bestehen und einen Durchmesser von weniger als 20–30 nm
aufweisen. Andere halbleitende, auf Polymeren basierende
Nanopartikel werden, sofern von Bedeutung, ebenfalls be-
r�cksichtigt. In Abschnitt 2 stellen wir kurz die Geschichte
der halbleitenden Polymere und fluoreszierenden Polymer-
nanopartikel vor. Dann diskutieren wir die Fluoreszenzei-
genschaften der P-Punkte und bewerten deren Leistung in
bestimmten Schl�sselbereichen (Abschnitt 3). Da Biokonju-
gation einer der entscheidenden Schritte bei der �bertragung
von P-Punkten auf biologische Anwendungen ist, werden in
Abschnitt 4 j�ngste Studien zur Herstellung von funktionali-
sierten P-Punkten und Biokonjugaten beschrieben. Ab-
schnitt 5 stellt eine Reihe neuer Entwicklungen bei der Ver-
wendung von funktionalisierten P-Punkten bei der zellul�ren
Bildgebung, In-vivo-Bildgebung, der Einzelpartikelverfol-
gung, bei Biosensoren und dem Wirkstofftransport vor.
Schließlich betrachten wir die Perspektiven bei der Ent-
wicklung von P-Punkten sowie einige Herausforderungen, die
in Forschungsarbeiten noch behandelt werden m�ssen. Diese
Fragen sollen weitere Untersuchungen zur Entwicklung von
vielseitigen P-Punkt-Sonden inspirieren und zu neuen Ent-
deckungen f�hren.

2. Polymerpunkte als Fluoreszenzsonden

2.1. Halbleitende Polymere

Um die allgemeinen Eigenschaften entsprechender Na-
nopartikel und insbesondere der P-Punkte zu verstehen, ist
eine kurze Beschreibung der halbleitenden Polymere erfor-
derlich. Die meisten organischen Polymere sind Isolatoren.
Weisen sie jedoch p-konjugierte Strukturen auf, kçnnen
Elektronen sich durch eine �berlappung der p-Elektronen-
wolken �ber Springen, Tunneln und �hnliche Mechanismen
entlang der Polymerhauptkette bewegen. Im Allgemeinen
sind diese p-konjugierten Polymere in ihren urspr�nglichen
Zust�nden Halbleiter mit breiter Bandl�cke, die so genann-
ten halbleitenden Polymere. In den 1970ern wurde entdeckt,
dass konjugierte organische Polymere und Oligomere durch
starkes Dotieren metallisch werden kçnnen.[111, 112] Der Be-

griff des Dotierens leitet sich aus der anorganischen Halb-
leiterchemie ab. Beim Dotieren eines konjugierten Polymers
handelt es sich jedoch entweder um eine Oxidation oder
Reduktion des p-Elektronensystems, was p-Dotierung bzw. n-
Dotierung genannt wird. Konjugierte Polymere erschienen
besonders attraktiv, da man sich erhoffte, mit ihnen eine neue
Generation von Polymermaterialien zu erhalten, welche die
einstellbaren elektrischen und optischen Eigenschaften von
Metallen oder Halbleitern aufweisen, dabei aber die attrak-
tiven mechanischen Eigenschaften und Verarbeitungsvorteile
der Polymere behalten sollten.[113]

Im Allgemeinen zeigen halbleitende Polymere eine di-
rekte Bandl�cke, was zu einer effizienten (erlaubten) Ab-
sorption oder Emission an der Bandkante f�hrt. In Abh�n-
gigkeit von der Polymerart kann ein halbleitendes Polymer
eine starke Fluoreszenz zeigen, die mithilfe der Halbleiter-
Bandtheorie beschrieben werden kann. Bei einer Photoan-
regung wird ein Elektron vom hçchsten besetzten Energie-
band (dem p-Band) in das niedrigste unbesetzte Energieband
(das p*-Band) angeregt, was zur Bildung eines gebundenen
Zustands (Exziton) eines angeregten Elektrons und Lochs im
p-Band f�hrt. Die Rekombination des angeregten Elektrons
mit dem Loch f�hrt zu einem Fluoreszenzphoton. Die Wel-
lenl�nge des absorbierten Lichts wird durch die Energie der
p-p*-Bandl�cke bestimmt und kann durch Ver�nderung der
molekularen Struktur des Polymers abgestimmt werden.

Es wurden halbleitende Polymere mit Emissionsfarben
entwickelt, die den gesamten Bereich des sichtbaren Spek-
trums abdecken.[114] Wichtige Beispiele f�r fluoreszierende
halbleitende Polymere umfassen Polyfluorene (wie PDHF
und PFO), Poly(phenylenethinylen) (PPE), Poly(phenylen-
vinylene) (wie MEH-PPV und CN-PPV), Fluoren-basierte
Copolymere (wie PFPV, PFBT und PF-DBT5) sowie damit
verwandte Derivate. Abbildung 1 zeigt die Strukturformeln
und Akronyme dieser fluoreszierenden halbleitenden Poly-
mere. In vielen F�llen kçnnen die photoerzeugten Elektron-
Loch-Paare dissoziieren, um freie Ladungstr�ger zu bilden,
die durch das System wandern. Die freien Ladungstr�ger
kçnnen entweder unter Bildung von Tripletts kombinieren
oder durch andere strahlungslose Prozesse (f�r die Fluores-

Abbildung 1. Strukturformeln stark fluoreszierender halbleitender Poly-
mere.
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zenz unerw�nschte Prozesse) desaktiviert werden. Sie
kçnnen auch gesammelt werden, um elektrischen Strom zu
erzeugen (erw�nschte Prozesse f�r die Photovoltaik). Die
abstimmbaren elektrischen und optischen Eigenschaften
sowie die vielseitigen chemischen Eigenschaften machen
halbleitende Polymere zu einer faszinierenden Materialklasse
f�r optoelektronische Bauteile. Es wurden zahlreiche Bei-
spiele mit ihnen als aktive Materialien f�r eine ganze Reihe
optoelektronischer Bauteile vorgestellt, darunter auch orga-
nische LEDs f�r Flachbildschirme,[22–25] photovoltaische
Bauteile f�r eine Sonnenenergieumwandlung[115, 116] sowie
D�nnschichttransistoren.[117–119]

2.2. Von konjugierten Polyelektrolyt-Biosensoren zu hydrophoben
Polymerpunkten

Fluoreszierende konjugierte Polymere wurde außer in
LEDs noch in einem breiten Bereich biologischer Anwen-
dungen eingesetzt.[26–35] Die Anwendungen konjugierter Po-
lymere in Fluoreszenz-Biosensoren haben im vergangenen
Jahrzehnt enorm zugenommen. 1999 berichteten Whitten und
Mitarbeiter �ber eine effiziente Fluoreszenzlçschung eines
konjugierten Polyelektrolyts mit Dimethylviologen.[26] Die
durch die Lçschung bedingte hohe Empfindlichkeit wurde
einer starken Assoziierung zwischen dem anionischen Poly-
elektrolyt und dem kationischen Lçscher sowie einem effizi-
enten Transport der Exzitonen zu den Lçschorten zuge-
schrieben. Die Fluoreszenzlçschung wurde auf einen domi-
nanten Elektronentransfermechanismus zur�ckgef�hrt,
obwohl auch die analytinduzierte Polymeraggregation zu der
Lçschreaktion beigetragen haben kçnnte. Seitdem sind kon-
jugierte Polyelektrolyte die erste Wahl unter den konjugier-
ten Polymeren f�r Biosensoren. Die Signalverst�rkung, die
aus der effizienten Exzitonenwanderung in konjugierten Po-
lymeren resultiert, wird genutzt, um neue Sensorsysteme mit
einer einmaligen Empfindlichkeit zu erzeugen. Eine �ber-
sicht �ber die Vorteile der konjugierten Polyelektrolyt-Bio-
sensoren wurde bereits an anderer Stelle gegeben.[31–35]

Zur gleichen Zeit bestand eine klare Motivation, stark
fluoreszierende Nanopartikel zu entwickeln, da fluoreszie-
rende Farbstoffe f�r viele hochentwickelte Bildgebungsver-
fahren und Hochdurchsatz-Assays nicht ausreichend hell und
photostabil sind. F�r die Herstellung von fluoreszierenden
Nanopartikeln wurden eher hydrophobe konjugierte Poly-
mere anstelle von konjugierten Polyelektrolyten gew�hlt, da
1) konjugierte Polyelektrolyte stark mit ionischen Seitenket-
ten funktionalisiert sind, die eine betr�chtliche nichtspezifi-
sche Markierung durch elektrostatische Wechselwirkungen
hervorrufen kçnnen, 2) Seitenkettenmodifizierungen mit io-
nischen Gruppen in konjugierten Polymeren verglichen mit
ihren hydrophoben Gegenst�cken die Fluoreszenz-Quan-
tenausbeute gewçhnlich verringern, 3) die Synthese von
konjugierten Polyelektrolyten im Allgemeinen komplizierte
und aufw�ndige Modifizierungen der Polymerstruktur erfor-
dern, w�hrend viele hydrophobe konjugierte Polymere mit
einer Vielzahl von Emissionsfarben kommerziell erh�ltlich
sind, und 4) konjugierte Polyelektrolyte wasserlçslich sind
und in w�ssrigen Lçsungen eine ausgedehnte stab�hnliche

Struktur einnehmen; daher ist es aufgrund von Abstoßungs-
und Solvatationseffekte in einer w�ssrigen Umgebung pro-
blematisch, dicht gepackte Nanopartikel aus konjugierten
Polyelektrolyten zu bilden.

Die Gruppe um McNeill hat als erstes die Bildung von
hydrophoben Halbleiter-P-Punkten vorgestellt, die hervor-
ragende Eigenschaften als vielversprechende Bildgebungs-
sonden zeigen.[45–55] In unserer j�ngsten Arbeit haben wir die
erfolgreiche Bildung von P-Punkt-Biokonjugaten vorgestellt
und deren außergewçhnliche Helligkeit im Vergleich zu
kommerziell erh�ltlichen farbstoffmarkierten Antikçrpern
und Q-Punkten mit vergleichbaren Partikelgrçßen nachge-
wiesen.[56–67, 104] Zwar befinden sich diese halbleitenden Poly-
mere als fluoreszierende Nanopartikel noch im Fr�hstadium
der Entwicklung, sie haben aber bereits immenses Interesse
geweckt.[40–44] Es gab beachtliche Bem�hungen, vielseitige
halbleitende Polymernanopartikel (eine kleine Untergruppe
davon sind die P-Punkte) zu erzeugen, ihre Eigenschaften
und Funktionen einzustellen und deren Leistung f�r biome-
dizinische Untersuchungen zu verbessern. Die Forschungs-
bem�hungen umfassen die Nutzung neuer Herstellungs-
verfahren,[45, 46,69, 70, 72] die Untersuchung von Nanopartikel-
Bildungsmechanismen,[120, 121] Sondierung der Photophysik
der Nanopartikel,[47, 49, 54, 122,123] Charakterisierung der Fluo-
reszenzleistung,[48, 51, 56,58] Abstimmung der Emissionsfar-
be,[47, 49, 71,89] das Manipulieren der Partikeloberfl�-
che,[56–58, 64–66, 98,102] die Verkapselung von anorganischen Ma-
terialien,[96,97, 99, 104,105] Entwicklung von Nanopartikelsenso-
ren,[52, 59, 60,62, 74, 77] die Bildung von zellul�ren Struktu-
ren,[56, 57, 63–66] sowie das In-vivo-„Targeting“ bei kleinen
Tieren.[58, 72]

K�rzlich wurden konjugierte Polyelektrolyte auch f�r
Fluoreszenzbildgebungsanwendungen genutzt.[32–35] In eini-
gen F�llen kçnnen konjugierte Polyelektrolyte aufgrund der
polyvalenten elektrostatischen und hydrophoben Wechsel-
wirkungen mit Biomolek�len selektiv zellul�re Ziele in vitro
markieren oder in vivo verschiedene Proteinaggregate ein-
deutig einf�rben.[124–126] Konjugierte Polyelektrolyte mit hy-
perverzweigten Strukturen kçnnen so synthetisiert werden,
dass sie in Wasser lçslich sind.[127–129] Amphiphile konjugierte
Polymere und Oligomere kçnnen sich auch selbst zu sph�ri-
schen Partikeln oder Micellstrukturen ausordnen, die ab-
stimmbare optische Eigenschaften zeigen[89–91] und als Bild-
gebungssonden und Transportvektoren dienen.[92,93] Dar�ber
hinaus kçnnen herkçmmliche lineare konjugierte Polyelek-
trolyte oder hydrophile halbleitende Polymere, die stark mit
hydrophilen Gruppen funktionalisiert sind, in Gegenwart von
Salzen, S�uren oder entgegengesetzt geladenen Spezies
ebenfalls in Nanopartikel umgewandelt werden.[81–88] Es ist
jedoch hervorzuheben, dass diese auf Polyelektrolyten oder
stark funktionalisierten konjugierten Polymeren basierenden
Nanopartikelstrukturen sich von P-Punkten unterscheiden,
die haupts�chlich aus dichtgepackten hydrophoben Polyme-
ren bestehen. Zwar gibt es einige �bersichten, welche teil-
weise die Herstellung und Eigenschaften von halbleitenden
Polymernanopartikeln abdecken,[35, 40–44] eine umfassende und
aktuelle �bersicht �ber P-Punkte als fluoreszierende Sonden
und deren biologische Anwendung fehlt jedoch noch. Dieser
Aufsatz legt den Schwerpunkt auf kleine P-Punkte (< 20–
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30 nm) mit einem hohen Volumenanteil (> 50%) an hydro-
phobem konjugiertem Polymer. Die geringe Partikelgrçße,
der hohe Volumenanteil an halbleitendem Polymer sowie
eine dicht gepackte Fluorophorstruktur sind Schl�sselfakto-
ren f�r die Entwicklung einer neuen Generation heller Bild-
gebungssonden und empfindlicher nanopartikelbasierender
Sensoren.

2.3. Herstellungsverfahren

Herstellungsverfahren f�r verschiedene konjugierte Po-
lymernanopartikel wurden bereits in einer fr�heren �ber-
sicht detailliert beschrieben.[40] Kurz gesagt, kçnnen konju-
gierte Polymernanopartikel direkt aus Monomeren mit
niedrigem Molekulargewicht zu Nanopartikeln synthetisiert
werden (direkte Polymerisation) oder aus bereits syntheti-
sierten Polymeren mit hohem Molekulargewicht hergestellt
werden (Post-Polymerisation). Der direkte Polymerisations-
ansatz geht zur�ck bis in die 1980er; damals wurden mehrere
Nanopartikelsysteme aus leitf�higen Polymeren vorge-
stellt.[130,131] Erst k�rzlich wurde dieser Ansatz auf fluores-
zierende halbleitende Polymere ausgeweitet, um daraus Na-
nopartikel herzustellen.[69–71, 132] Anders als leitf�hige Poly-
mere, die durch oxidative Polymerisation in w�ssrigen
Medien hergestellt werden kçnnen, werden fluoreszierende
halbleitende Polymere h�ufig durch �bergangsmetallkataly-
sierte Kupplungen synthetisiert. Die Reaktionen m�ssen mit
den im direkten Polymerisationsverfahren verwendeten Di-
spersionslçsungsmitteln kompatibel sein. Im Unterschied
dazu kann der Post-Polymerisationsansatz auf die immense
Bibliothek von kommerziell erh�ltlichen halbleitenden Po-
lymeren zur�ckgreifen und erfordert keinerlei Ausstattung
und Fachwissen zur organischen und Polymersynthese. Bisher
wurden fluoreszierende halbleitende Polymernanopartikel
meistens mithilfe des letzten Ansatzes hergestellt.

Typische Verfahren f�r den Post-Polymerisationsansatz
umfassen die Miniemulsion und Wiederausf�llungstechniken,
bei denen gewçhnlich halbleitende Polymere in einem orga-
nischen Lçsungsmittel als Ausgangslçsung verwendet
werden. F�r Nanopartikel, die f�r biologische Anwendungen
gedacht sind, ist Wasser als endg�ltiges Dispersionsmedium
bevorzugt. Beim Miniemulsionsverfahren kçnnen halblei-
tende Polymernanopartikel aus der emulgierten Tropfenlç-
sung gebildet werden, was im Allgemeinen ein mit Wasser
nicht mischbares Lçsungsmittel erfordert. Beim Wiederaus-
f�llungsverfahren wird das Polymer durch rasches Mischen
der Polymerlçsung mit Wasser ausgef�llt, was ein mit Wasser
mischbares Lçsungsmittel erfordert.

Landfester und Mitarbeiter haben als Erste fluoreszie-
rende halbleitende Polymernanok�gelchen unter Verwen-
dung des Miniemulsionsverfahrens erhalten, die dann zur
Herstellung von nanoskaligen Mehrphasend�nnschichten f�r
Photovoltaik-Bauteilen und LEDs verwendet wurden.[36–38]

Bei einer typischen Herstellung �ber Miniemulsion wurde
eine Lçsung eines halbleitenden Polymers in einem organi-
schen Lçsungsmittel wie Chloroform in Wasser emulgiert, um
stabile Tropfen zu bilden. Außerdem war ein Tensid (z. B.
Natriumdodecylsulfat) im Wasser vorhanden. Nach dem

Verdampfen des organischen Lçsungsmittels wurde eine
stabile Dispersion der Polymernanopartikel in Wasser erhal-
ten. Das Wiederausf�llungsverfahren wurde als erstes von
Masuhara und Mitarbeitern genutzt, um Polythiophenparti-
kel mit Durchmessern von 40–400 nm herzustellen,[39] und
wurde sp�ter von McNeill und Mitarbeitern zur Herstellung
von P-Punkten modifiziert.[45–54] Beim Wiederausf�llungsver-
fahren wurde eine verd�nnte Polymerlçsung in einem mit
Wasser mischbaren organischen Lçsungsmittel rasch in
Wasser injiziert und vermischt. Der plçtzliche Abfall der
Lçslichkeit in Kombination mit den hydrophoben Wechsel-
wirkungen zwischen den Polymerketten oder Segmenten der
einzelnen Ketten f�hrte zu einer Suspension aus stark fluo-
reszierenden P-Punkten.

3. Eigenschaften und Leistungsf�higkeit

3.1. Partikelgrçße und Morphologie

Das Miniemulsionsverfahren erzeugt durch Variieren von
Polymer- und Tensidkonzentrationen in der Lçsungsmittel-
mischung typischerweise konjugierte Polymerpartikel mit
einem Durchmesser von 40 nm bis 500 nm.[38] Abbildung 2A

zeigt eine typische Transmissionselektronenmikroskopie-
(TEM)-Aufnahme von Nanopartikeln, die nach dem Mini-
emulsionsverfahren aus einem leiterartigen Poly(p-pheny-
len)-Polymer hergestellt wurden.[36] In einem besonderen Fall
wurden ca. 13 nm große Nanopartikel eines PPV-Derivats
durch eine Miniemulsionstechnik unter Verwendung von
stark verd�nnten Polymerlçsungen in Dichlormethan zu-
sammen mit einem großen �berschuss an Poly(ethylenglycol)
(PEG) als nichtionischem Tropfenstabilisator hergestellt
(halbleitendes Polymer/PEG: ca. 0.57 Gew.-%).[100] Erst vor
kurzem wurden mehrere Arten von kleinen Nanopartikeln
mit einem mittleren Durchmesser von 2 bis 5 nm unter Ver-
wendung eines �hnlichen Herstellungsverfahrens und �hnli-
cher Vorstufenlçsungen erhalten.[101] Die Vorgehensweise
und Parameter m�ssen jedoch noch weiter optimiert werden,

Abbildung 2. Partikelgrçßen von mittels verschiedener Methoden her-
gestellten Nanopartikel aus halbleitenden Polymeren. A) TEM-Aufnah-
me von Nanopartikeln eines leiterartigen Poly(p-phenylen)-Polymers,
das nach der Miniemulsionsmethode hergestellt wurde. Wiedergabe
nach Lit. [36] mit freundlicher Genehmigung. B) TEM-Aufnahme von
P-Punkten aus PFBT-Polymer, hergestellt nach dem Wiederausf�llungs-
verfahren. Maßstab in (A) und (B): 100 nm. Wiedergabe nach Lit. [51]
mit freundlicher Genehmigung.
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da die Ausbeute dieses Verfahrens recht gering zu sein
scheint.

Das Miniemulsionsverfahren wurde auch verwendet, um
aus halbleitendem Polymer bestehende Partikel herzustellen.
In einigen Untersuchungen wurden durch die Miniemulsi-
onstechnik mit halbleitenden Polymeren beladene PLGA-
Partikel hergestellt (halbleitendes Polymer/PLGA: ca.
1 Gew.-%),[94, 95] allerdings waren die Partikel etwa 250 nm
groß und wiesen eine relativ geringe Fluorophorkonzentra-
tion auf (ca. 1 Gew.-%). Bei einem vergleichbaren Herstel-
lungsverfahren �ber Miniemulsion wurden halbleitende Po-
lymere in einer Phospholipidmatrix verkapselt, um funktio-
nalisierte Partikel mit ungef�hr 100 nm Durchmesser und
einer Fluorophorkonzentration von ca. 8.5 Gew.-% zu
bilden.[98] Des Weiteren kann das Miniemulsionsverfahren
genutzt werden, um halbleitende polymerbasierte Kompo-
sitpartikel (> 100 nm) zu erzeugen, die aus anorganischen
Materialien wie Eisenoxid und Metallnanopartikeln beste-
hen.[96,97, 99]

Mit dem Wiederausf�llungsverfahren werden zuverl�ssig
P-Punkte mit Durchmessern von 5 bis 30 nm erzeugt, w�h-
rend der Miniemulsionsansatz �blicherweise Partikel mit 40
bis 500 nm ergibt.[45–54, 56–58,63–66] Da bei der Bildung von Na-
nopartikeln im Wiederausf�llungsprozess die Interketten-
Aggregation und der Intraketten-Kollaps miteinander kon-
kurrieren, kann die Partikelgrçße durch Anpassen der Poly-
merkonzentration in der Vorstufenlçsung variiert
werden.[46, 51] Abbildung 2B zeigt eine typische TEM-Auf-
nahme von P-Punkten aus PFBT, die nach diesem Wieder-
ausf�llungsverfahren hergestellt wurden.[57] Etwas �berra-
schend findet sich eine Kugelform, bedenkt man die starre
Hauptkette des p-konjugierten Polymers.[133] In diesem Grç-
ßenbereich dominiert jedoch womçglich die große Grenz-
fl�chenspannung zwischen dem Polymer und Wasser, sodass
die thermodynamisch beg�nstigte Kugelform resultiert.[134,135]

Aufgrund der starken hydrophoben Wechselwirkungen und
der großen Oberfl�chenspannung weisen aus hydrophoben
halbleitenden Polymeren bestehende P-Punkte typischer-
weise innere Strukturen aus dicht gepackten Chromophoren
auf, was sich in dem hocheffizienten Energietransfer inner-
halb der Nanopartikel zeigt.[43, 47, 49, 52,58–61, 65, 66] Die Phasen-
struktur der P-Punkte ist typischerweise amorph (glasartige
Phase); die kristalline Phase kann bei bestimmten Polymeren,
z. B. PFO, partiell in der Glasmatrix gebildet werden.[50]

Konjugierte Polyelektrolyte und hydrophile halbleitende
Polymere kçnnen mithilfe von Salzen, S�uren oder entge-
gengesetzt geladenen Spezies als Partikel ausgef�llt
werden.[81–85, 87] Die F�llung eines PPE-Polymers mit hydro-
philen Amin- und PEG-Gruppen aus einer DMSO-Lçsung in
Salze enthaltendem Wasser f�hrte zur Bildung von Partikeln
mit Durchmessern um 500 nm.[81] Mit �hnlichen hydrophilen
Polymeren wurden kleinere Partikel mit Durchmessern von
10 nm bis 100 nm durch ein Lçsungsmittelaustausch-Verfah-
ren hergestellt, das eine sequenzielle Ultrafiltration von mit
Essigs�ure behandelten Polymeren umfasste.[82–85] Im Unter-
schied zu den hydrophoben P-Punkten mit dicht gepackten
Chromophor-Strukturen, bestehen die auf Polyelektrolyt ba-
sierenden Nanopartikel aufgrund ihrer hydrophilen Natur aus
lose aggregierten Polymerketten.[32,85] Konjugierte Polyelek-

trolyte kçnnen jedoch mit hyperverzweigten Strukturen syn-
thetisiert werden und dann in Wasser eine dreidimensionale
Morphologie bilden.[127–129] In diesen Strukturen werden die
Partikelgrçßen im Wesentlichen durch die Segmentflexibilit�t
und Generationszahl bestimmt, sodass �ber die Polymersyn-
these eine einheitliche Partikelgrçße eingestellt werden kann.
Zudem kçnnen amphiphile Polymere und Oligomere sph�-
rische Aggregate mit Partikelgrçßen im Bereich von zehn bis
mehreren hundert Nanometern bilden.[89,90, 92, 93] Diese Ag-
gregate kçnnen Micellstrukturen[90] oder Vesikel aufwei-
sen,[136] aber die innere Struktur der Partikel ist aus den be-
richteten Daten nicht eindeutig ersichtlich.[89, 92, 93]

Die physikalische Grçße einer Nanopartikelsonde h�ngt
eng mit ihrer Leistungsf�higkeit in biologischen Anwendun-
gen zusammen. Zwar gibt es durchaus biologische Anwen-
dungen, f�r die sich auch große Partikel eignen, aber die
meisten Anwendungen in Bildgebung und Bioassays erfor-
dern kleine Nanopartikelmarker. Zum Beispiel kann die
Grçße von großen fluoreszierenden Nanopartikeln zu einer
sterischen Hinderung f�hren, welche die Funktion der an-
haftenden Biomolek�le stçrt, z. B. die Zielfindungsgenauig-
keit und die Bindungsaffinit�t. In Anwendungen, an denen
dynamische Prozesse beteiligt sind, kçnnen große Nanopar-
tikel den Austausch von anhaftenden Biomolek�len signifi-
kant stçren und den Zugang zu beengten zellul�ren Orten
behindern. Um dem entgegenzuwirken, wurde die Entwick-
lung von kleinen und kompakten Nanopartikelsonden um-
fassend erforscht.[137,138] Was die Fluoreszenzhelligkeit pro
Partikel angeht, so richtet sich die Zahl an Fluorophoren in
einem Partikel nach dem Partikelvolumen bei einer gegebe-
nen Chromophor-Packungsdichte. Die Partikelgrçße be-
stimmt zusammen mit der Fluorophor-Packungsdichte den
Absorptionsquerschnitt der fluoreszierenden Polymerparti-
kel. In dieser Hinsicht sind hydrophobe P-Punkte deutlich im
Vorteil, da sie dicht gepackte Chromophorstrukturen auf-
weisen.

3.2. Absorption und Fluoreszenz

Die optischen Eigenschaften der P-Punkte wurden sys-
tematisch charakterisiert und auf ihren Nutzen als Fluores-
zenzmarker hin bewertet.[45, 46,48, 51, 56, 58,59, 65, 66] Durch Wieder-
ausf�llungsverfahren hergestellte P-Punkte zeigen im Ver-
gleich mit dem Polymer in einer THF-Lçsung gewçhnlich
verbreiterte und blauverschobene Absorptionsspektren.[46]

Dies stimmt mit einer Abnahme der Konjugationsl�nge auf-
grund von Biegen, Verdrehung und Abknicken der Poly-
merhauptkette �berein. In Abh�ngigkeit von dem Polymer
zeigen P-Punkte breite Absorptionsbanden im Bereich von
350 nm bis 600 nm (Abbildung 3B), was f�r die Fluores-
zenzmikroskopie und Laseranregung ein g�nstiger Wellen-
l�ngenbereich ist. Die Lichtsammelf�higkeit eines fluores-
zierenden Partikels bei einer gegebenen Wellenl�nge wird
durch den Absorptionsquerschnitt beschrieben, der aus dem
Absorptionsspektrum bestimmt werden kann. Eine Analyse
der UV/Vis-Absorptionsspektren bei bekannten P-Punkt-
Konzentrationen ergab, dass der maximale Absorptions-
querschnitt einzelner Partikel (ca. 15 nm Durchmesser) im
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sichtbaren und Nahultraviolettbereich in einer Grçßenord-
nung von 10�13 cm2 lag und somit rund zehn- bis hundertmal
grçßer war als der von CdSe-Q-Punkten; ihre Helligkeit war
um rund drei Grçßenordnungen hçher als die von typischen
organischen Fluoreszenzfarbstoffen.[51, 56,58]

Aus verschiedenen hydrophoben Polymeren hergestellte
P-Punkte zeigten im sichtbaren Bereich mehrfarbige Emis-
sionen (Abbildung 3). Meistens zeigten die P-Punkte eine im
Vergleich zum Polymer in einem organischen Lçsungsmittel
geringf�gig rot verschobene Fluoreszenz. Dies wurde einer
Zunahme von durch einen Kettenzusammenbruch verur-
sachten Wechselwirkungen zwischen den Ketten zugeschrie-
ben, die einen Anteil an aggregierten Spezies erzeugten.[46]

Die resultierende energetische Stçrung erzeugte zusammen
mit einem multiplen Energietransfer im Vergleich zum
Fluoreszenzspektrum des Polymers in THF-Lçsung eine
Netto-Rotverschiebung, wie das f�r d�nne Schichten oft be-
obachtet worden ist.[139] Die Fluoreszenz-Quantenausbeute
ist definiert als Verh�ltnis der Zahl emittierter Photonen zur
Zahl absorbierter Photonen und beschreibt den Wirkungs-
grad einer Fluoreszenzsonde. Je nach Polymer zeigten die P-
Punkt-Spezies in fr�hen Berichten m�ßige Quantenausbeu-
ten von 1 % bis 20%.[46] Unsere Gruppe hat k�rzlich �ber
mehrere neue Varianten von P-Punkten berichtet, die eine

hohe Fluoreszenz-Quantenausbeute im Bereich von 50–60%
aufwiesen,[58, 63] was mit der von anorganischen Q-Punkten
vergleichbar ist.

Um P-Punkte in Zwei-Photonen-Fluoreszenzanwendun-
gen zu nutzen, haben McNeill und Mitarbeiter als erste dar-
�ber berichtet, dass P-Punkte Zwei-Photonen-Wirkungs-
querschnitte mit bis zu 2.0 � 105 GM zeigten, was den bislang
grçßten f�r Nanopartikel mit Durchmessern um 20 nm be-
richteten Wert darstellt (Abbildung 4D).[48] Die Werte f�r

den Zwei-Photonen-Wirkungsquerschnitt sind um drei bis
vier Grçßenordnungen hçher als die Werte von herkçmmli-
chen Fluoreszenzfarbstoffen und um eine Grçßenordnung
hçher als die von anorganischen Quantenpunkten. In einer
sp�teren Untersuchung stellten Moon et al. Nanopartikel mit
ca. 8 nm Durchmesser durch Ultrafiltration von mit Wein-
s�ure behandelten hydrophilen PPE-Derivaten her. Die
Wissenschaftler bestimmten Zwei-Photonen-Wirkungsquer-
schnitte von 103–104 GM und stellten eine Zwei-Photonen-
Bildgebung von Endothelzellen in einem Gewebemodell
vor.[84]

Erst k�rzlich berichteten Mecking und Mitarbeiter �ber
die Synthese von fluoreszierenden Nanopartikeln, die aus auf
Poly(arylenethinylen) basierenden Polymeren durch ein di-
rektes Polymerisationsverfahren unter Beteiligung einer
Sonogashira-Kupplung in einer w�ssrigen Miniemulsion her-
gestellt wurden.[71] Die Nanopartikel wiesen Grçßen von 60–
120 nm auf. Die bestimmten Zwei-Photonen-Wirkungsquer-
schnitte lagen im Bereich von 106 bis 107 GM, in guter
�bereinstimmung mit den Werten der P-Punkte nach Be-
r�cksichtigung des Partikelvolumens. Diese Untersuchungen

Abbildung 3. Fluoreszenzspektren von P-Punkten. A) Eine Photogra-
phie w�ssriger P-Punkt-Suspensionen unter UV-Beleuchtung. B) und
C) Absorptions- bzw. Emissionsspektren. Wiedergabe der Spektren der
P-Punkte aus PFO, PFPV und PFBT mit freundlicher Genehmigung
nach Lit. [51]. Wiedergabe der Spektren der CN-PPV-P-Punkte mit
freundlicher Genehmigung nach Lit. [63]. Wiedergabe der Spektren der
P-Punkte aus der Polymermischung (PFBT +PF-DBT5) mit freundlicher
Genehmigung von Lit. [58].

Abbildung 4. Fluoreszenz von P-Punkten nach Zwei-Photonen-Anre-
gung. A) Photographie von w�ssrigen P-Punkt-Suspensionen, die mit
einem modengekoppelten Ti:Saphir-Laser bei 800 nm angeregt
wurden. B) Einzelpartikel-Aufnahme von PFPV-Punkten mit Zwei-Pho-
tonen-Anregung. C) Doppellogarithmische Auftragung der Zwei-Photo-
nen-Fluoreszenzintensit�ten gegen die Anregungsleistung. D) Halb-
logarithmische Auftragung der Zwei-Photonen-Wirkungsquerschnitte
(s2pf) gegen die Anregungswellenl�nge. Nachdruck nach Lit. [48] mit
freundlicher Genehmigung.
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best�tigen durchweg das Potential von P-Punkten f�r Multi-
photonenfluoreszenz-Bildgebungsanwendungen.

Eine n�tzliche Absch�tzung der Fluoreszenzhelligkeit ist
durch das Produkt aus dem maximalen Absorptionsquer-
schnitt und der Fluoreszenz-Quantenausbeute gegeben. Ta-
belle 1 fasst die photophysikalischen Eigenschaften der am
besten untersuchten PFBT-P-Punkte sowie die Eigenschaften
von zwei �blicherweise verwendeten, von Invitrogen erwor-
benen Sonden zusammen (Qdot 565 und fluoreszierendes
IgG-Alexa 488 mit etwa 6 Farbstoffmolek�len pro Immun-
globulin G (IgG)).[56] Die photophysikalischen Daten deuten
darauf hin, dass PFBT-P-Punkte mit ca. 10 nm Durchmesser
bei einer typischen Laseranregung mit 488 nm etwa 30-mal
heller sind als die IgG-Alexa-488- und Qdot-565-Sonden. Der
Absorptionsquerschnitt der PFBT-P-Punkte bei 488 nm ist
etwa halb so groß wie der maximale Absorptionsquerschnitt
bei 450 nm. Wir f�hrten einen direkten Vergleich durch, um
die Helligkeit der drei Sonden in der Einzelpartikelbildge-
bung experimentell zu bewerten.[56] Mit einer relativ geringen
Anregungsleistung aus einem 488-nm-
Laser wurden f�r einzelne PFBT-P-
Punkte deutlich sehr helle, ann�hernd
beugungsbegrenzte Punkte beobachtet;
die IgG-Alexa-488- und Q-Punkte zeig-
ten sehr viel geringere Intensit�ten und
wurden bei gleicher Anregung und
gleichen Nachweisbedingungen von der
Kamera kaum erfasst. Fluoreszenzin-
tensit�tsverteilungen von mehreren
tausend Partikeln zeigten, dass die
PFBT-P-Punkte ca. 30-mal heller als
IgG-Alexa 488 und Qdot 565 waren
(Abbildung 5A), was mit dem auf den
photophysikalischen Parametern basie-
renden Helligkeitsvergleich �berein-
stimmt. In einem �hnlichen Einzel-
partikel-Helligkeitsvergleich (Abbil-
dung 5B)[58] stellten wir fest, dass ge-
mischte P-Punkte (PB-Punkte) aus
PFBT und dem rot emittierenden Poly-
mer PF-DBT5 ungef�hr 15-mal heller
als ein bei 655 nm emittierender Q-
Punkt waren. In einem separaten Ver-
gleich sind PFBT-P-Punkte (ca. 15 nm)
um eine Grçßenordnung heller als
farbstoffbeladene Polystyrolk�gelchen
(ca. 20 nm).[53] Basierend auf diesen

Vergleichen sind P-Punkte unter den fluoreszierenden Na-
nopartikeln mit �hnlicher Grçße wohl am hellsten.

3.3. Fluoreszenzlebensdauer, Emissionsrate und Photostabilit�t

In Abh�ngigkeit von dem Polymer variiert die Fluores-
zenzlebensdauer von P-Punkten im Allgemeinen zwischen
100 ps und 1 ns, was durch zeitkorreliertes Einzelphotonen-
z�hlen (TCSPC, time-correlated single photon counting;
Abbildung 6A) bestimmt wurde. Die Geschwindigkeitskon-
stante der Fluoreszenz, kR, und die Geschwindigkeitskon-
stante f�r strahlungslose Prozesse, kNR, kçnnen durch Kom-
bination der Quantenausbeute [f= kR/(kR+kNR)] und der
Ergebnisse der Fluoreszenzlebensdauer [t = (kR + kNR)�1]
abgesch�tzt werden. P-Punkte haben Fluoreszenz-Ge-
schwindigkeitskonstanten im Bereich von 108 bis 109 s�1, was
denen von typischen Fluoreszenzfarbstoffen �hnelt (etwa
108 s�1), w�hrend einzelne Quantenpunkte Konstanten auf-

Tabelle 1: Photophysikalische Eigenschaften von PFBT-P-Punkten, IgG-Alexa 488 und Qdot 565.[a]

Sonde (Grçße) PFBT-Punkt (ca. 10 nm) Alexa 488[b,c] (ca. 1 nm) Qdot 565[b] (ca. 15 nm)

Maximum der Absorption/Fluoreszenz 460 nm/540 nm 496 nm/519 nm UV/565 nm
Extinktionskoeffizient bei 488 nm 1.0 � 107

m
�1 cm�1 5.3� 104

m
�1 cm�1 2.9 � 105

m
�1 cm�1

Quantenausbeute 0.3 0.9 0.3–0.5
Fluoreszenzlebensdauer 0.6 ns 4.2 ns ca. 20 ns

[a] Wiedergabe nach Lit. [56] mit freundlicher Genehmigung. [b] Die Daten f�r Alexa 488 und Qdot 565 entsprechen den von Invitrogen bereitge-
stellten Spezifikationen. [c] Die Parameter f�r Alexa 488 gelten f�r ein einzelnes Farbstoffmolek�l. Eine IgG-Alexa-488-Sonde hat einen hydrodyna-
mischen Durchmesser von 12 nm und umfasst im Mittel 6 Farbstoffmolek�le, ihre Helligkeit entspricht aufgrund von Selbstlçschung jedoch etwa 2–4
Farbstoffmolek�len.

Abbildung 5. Vergleich der Einzelpartikel-Fluoreszenzhelligkeit. A) Einzelpartikel-Fluoreszenz-
aufnahmen von PFBT-P-Punkten und Qdot-565-Partikeln, die unter identischer Anregung bei
488 nm und identischen Detektionsbedingungen erhalten wurden. Maßstab: 5 mm. Das rechte
Bild zeigt die aus den Einzelpartikel-Fluoreszenzdaten erhaltenen Intensit�tsverteilungen. Wie-
dergabe nach Lit. [56] mit freundlicher Genehmigung. B) Einzelpartikel-Fluoreszenzaufnahmen
von PB-Punkt und Qdot 655. Bei gleicher Anregung mit 488 nm wurde ein neutraler Dichtefilter
mit einer optischen Dichte von 1 verwendet, um die Fluoreszenzaufnahmen der PB-Punkte zu
erhalten, f�r Qdot 655 wurde jedoch keine D�mpfung verwendet. Maßstab: 4 mm. Das rechte
Bild zeigt die aus den Einzelpartikel-Fluoreszenzdaten erhaltenen Intensit�tsverteilungen. Wie-
dergabe nach Lit. [58] mit freundlicher Genehmigung.
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weisen, die rund zwei Grçßenordnungen geringer sind.[140] In
Experimenten wird die tats�chliche Emissionsrate h�ufig
durch S�ttigung begrenzt. Dies gilt insbesondere f�r Experi-
mente unter Verwendung hoher Anregungsintensit�ten, wie
Einzelmolek�lbildgebung und Partikelverfolgung. Die Pho-
tonenemissionsrate R h�ngt von der Laseranregungsintensit�t
I ab, was gem�ß der S�ttigungsgleichung R = Rs(I/Is)(1+I/Is)

�1

sehr gut durch zwei Parameter beschrieben wird: die maxi-
male Emissionsrate Rs und die S�ttigungsintensit�t Is.

[141] Ty-
pische Fluoreszenzfarbstoffe zeigen aufgrund einer Triplett-
S�ttigung eine ges�ttigte Emissionsrate in der Grçßenord-
nung von 106 s�1.[142] Dieses Bild ist bei P-Punkten mit mul-
tiplen dicht gepackten Chromophoren komplexer. Wie in
Abbildung 6B dargestellt, zeigte das Fluoreszenzsignal eines
PFBT-P-Punkts ein Leistungss�ttigungsverhalten, aus dem
die S�ttigungsemissionsrate durch Anpassen der S�ttigungs-
gleichung an die Daten erhalten wurde. Statistische Analysen
von mehreren P-Punkten ergaben S�ttigungsemissionsraten
im Bereich von 107 bis 109 s�1.[51] Die mittlere S�ttigungs-
emissionsrate war rund 100-mal hçher als die von typischen
molekularen Farbstoffen und um mindestens 3 Grçßenord-
nungen hçher als die von kolloidalen Halbleiter-Quanten-
punkten. Die hohe Emissionsrate von P-Punkten ist ein
Vorteil f�r Hochgeschwindigkeitsanwendungen, z.B. Durch-
flusszytometrie und hochentwickelte dynamische Bildge-
bung.

Die Photostabilit�t eines Fluoreszenzfarbstoffs oder Na-
nopartikels kann durch die Photobleichungs-Quantenaus-
beute (fB) charakterisiert werden. Dies ist die Zahl an Mo-
lek�len, die photogebleicht wurden, geteilt durch die Ge-
samtzahl der absorbierten Photonen �ber einen gegebenen
Zeitraum. Typische Fluoreszenzfarbstoffe weisen Photoblei-

chungs-Quantenausbeuten im Bereich von 10�4 bis 10�6

auf.[143] Bei w�ssrigen P-Punkt-Suspensionen variiert die
Photobleichungskinetik von einem Polymer zum n�chsten
erheblich.[51] Je nach Polymer ergaben Absch�tzungen der
Photobleichungs-Quantenausbeute Werte in einem Bereich
von 10�7 bis 10�10, wobei die aus den Messungen der Photo-
bleichungskinetik erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten
verwendet wurden. Die Fluoreszenz-Quantenausbeute geteilt
durch die Photobleichungs-Quantenausbeute f�hrt zur Ge-
samtzahl von Photonen, die ein Nanopartikel vor dem Pho-
tobleichen emittiert (Photonenzahl). Die Photonenzahl eines
PFBT-P-Punkts mit 15 nm Durchmesser wurde auf 109 ge-
sch�tzt, was rund 3–4 Grçßenordnungen mehr ist als bei ty-
pischen Fluoreszenzfarbstoffen.[51,56]

Einzelpartikel-Photobleichungsuntersuchungen bieten
mehr Informationen �ber die Photostabilit�t von P-Punkten
(Abbildung 6C). Statistische Analysen von mehreren Pho-
tobleichungskurven deuteten auf ein Mittel von rund 6 �
108 Photonen hin, die pro Partikel mit 10 nm Durchmesser
emittiert wurden, wobei einige Partikel mehr als 109 Photo-
nen emittierten (Abbildung 6D). Diese Zahlen liegen um
mehr als eine Grçßenordnung hçher als die f�r einzelne Q-
Punktpartikel, deren Gesamtphotonenzahl auf 107 pro Parti-
kel emittierte Photonen bestimmt wurde.[144] Die Photoblei-
chungskurven konnten grob in zwei Typen unterteilt werden,
wie durch die in Abbildung 6C dargestellten Kurven bei-
spielhaft dargestellt. Wie die gr�ne Kurve andeutet, zeigten
die meisten P-Punkte ein kontinuierliches Photobleichungs-
verhalten, ohne dass Fluoreszenz-Blinken beobachtet werden
konnte, aber dunklere Partikel blinken h�ufig etwas (blaue
Kurve). Diese Beobachtungen stimmen mit dem grçßenab-
h�ngigen Blinken �berein, das bei anderen halbleitenden
Polymeren beobachtet wurde.[48, 145] Die Fluoreszenz von
kleineren (dunkleren) Partikeln fluktuiert aufgrund der
kleinen Zahl emittierender Chromophore und der reversiblen
An-Aus-Dynamik, die erhebliche Schwankungen im Anteil
der Chromophore im „An-Zustand“ verursacht. Grçßere
Partikel (> 10 nm Durchmesser) wiesen eine vergleichsweise
stabile Fluoreszenz auf, da hier eine grçßere Zahl an Chro-
mophoren zur Fluoreszenz beitr�gt. Beim Einsatz dieser P-
Punkte als Fluoreszenzsonden f�r die Bildgebung oder in
Einzelmolek�lexperimenten ist deren stabile Fluoreszenz im
Vergleich zu der von herkçmmlichen Farbstoffen und
Quantenpunkten g�nstiger; letztere zeigen h�ufig in einem
Zeitraum von Mikrosekunden bis mehrere Hundert Sekun-
den ein deutliches Blinken.[146]

3.4. Kolloidale Stabilit�t und chemische Stabilit�t

Die Stabilit�t von Nanopartikeln f�r biologische An-
wendungen l�sst sich durch drei Aspekte beschreiben. Dies
sind die Fragen, ob die Nanopartikel resistent gegen Aggre-
gation, stabil gegen Dissoziierung und Zersetzung und in
Gegenwart von biologisch relevanten Ionen und reaktiven
Spezies chemisch stabil sind.

Hinsichtlich des ersten Aspekts zeigen „nackte“ P-Punkte
eine ausgezeichnete kolloidale Stabilit�t in deionisiertem
Wasser �ber Monate ohne Anzeichen von Aggregation oder

Abbildung 6. Fluoreszenzlebensdauer, Einzelpartikel-S�ttigung und
Photobleichungsuntersuchungen der P-Punkte. A) Fluoreszenzlebens-
dauer der P-Punkte, gemessen mit der TCSPC-Technik. B) Fluoreszenz-
s�ttigung einzelner PFBT-P-Punkte mit zunehmender Anregungsinten-
sit�t. C) Photobleichungskurven einzelner PFBT-P-Punkte. D) Histo-
gramm der Photonenzahl einzelner PFBT-P-Punkte mit einem Durch-
messer von etwa 10 nm. Wiedergabe nach Lit. [51] mit freundlicher
Genehmigung.
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Ausf�llung. Der Mechanismus, �ber den diese intrinsisch
hydrophoben Nanopartikel eine Aggregation in Wasser um-
gehen und eine gute kolloidale Stabilit�t zeigen, wurde
jedoch nicht vollst�ndig verstanden. Kee und Mitarbeiter
schlugen vor, dass die Oxidation der halbleitenden Polymere
w�hrend der P-Punkt-Bildung zu teilweise ionisierten De-
fekten f�hrt, die ihrerseits die Nanopartikelsuspension sta-
bilisieren.[121] Zeta-Potential-Messungen zeigten, dass P-
Punkte im neutralem pH-Bereich eine negativ geladene
Oberfl�che mit einem Zeta-Potential von etwa �40 mV und
einer Oberfl�chenladungsdichte von (1.39–1.70) � 10�2 C m�2

aufwiesen. Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie,
Rçntgen-Photoelektronenspektroskopie und Elementarana-
lyse best�tigten das Vorhandensein von chemischen Defek-
ten, die die P-Punkte hydrophil und so gut in Wasser disper-
gierbar machten.

Allerdings neigen „nackte“ P-Punkte in Lçsungen, die
entweder eine m�ßige Ionenst�rke aufweisen oder zweiwer-
tige Metallionen enthalten, zu Aggregation.[64] Wir haben
gezeigt, dass Oberfl�chenmodifizierungen die kolloidale
Stabilit�t von P-Punkten deutlich verbessern kçnnen.[56, 57,64–66]

Zum Beispiel kçnnen P-Punkte mit Additiven wie Rinder-
serumalbumin (BSA) passiviert werden, die eine langfristige
kolloidale Stabilit�t aufrechterhalten und in Markierungsex-
perimenten nichtspezifische Bindungen reduzieren.[56] BSA-
passivierte P-Punkte sind in einem physiologischen pH-Be-
reich von 4 bis 9 sowie in verschiedenen Puffern (HEPES,
PBS, Tris und Boratpuffer) 6 Monate oder l�nger
stabil.[56, 57, 64–66] Erst vor kurzem berichtete unsere Gruppe
�ber ein einfaches Verfahren zum Beschichten von hydro-
phoben P-Punkten mit einer Oberfl�chenschicht aus Poly-
elektrolyten.[64] Die Polyelektrolytbeschichtung f�hrt zu ro-
busten und stabilen P-Punkten in Lçsungen mit hoher Io-
nenst�rke oder solchen, die mehrwertige Metallionen in
hohen Konzentrationen enthalten.

Die Nanopartikelstabilit�t ist auch stark davon abh�ngig,
ob die Nanopartikel �ber die Zeit leicht dissoziieren oder sich
zersetzen. Da die P-Punkt-Bildung vorwiegend durch hy-
drophobe Wechselwirkungen getrieben wird, kçnnen hydro-
phile Seitenketten erhebliche Stçrungen der Assoziations-
st�rke zwischen verschiedenen Teilen der Polymerkette oder
zwischen Polymerketten verursachen und so die Nanoparti-
kelstabilit�t beeinflussen. Zum Beispiel wurden eher lose
Aggregate anstelle von stabilen und kompakten Nanoparti-
keln gebildet, wenn Nanopartikel unter Verwendung von
Polymeren mit stark funktionalisierten hydrophilen Seiten-
ketten hergestellt wurden. Ihre Aggregationsneigung wurde
durch viele Faktoren beeinflusst, z. B. durch Polymerkon-
zentration, Ionenst�rke und Temperatur.[85] Vor kurzem
haben wir die Stabilit�t und innere Struktur von P-Punkten,
die aus PFBT-Polymeren mit verschiedenen Dichten von
hydrophilen Seitenkettengruppen hergestellt wurden, syste-
matisch untersucht.[65] Unsere Ergebnisse deuten darauf hin,
dass sich die P-Punkt-Dissoziierung mit zunehmender Dichte
der hydrophilen Seitenketten betr�chtlich erhçht. Polymere
mit einer geringen Dichte hydrophiler Seitenketten bildeten
stabile und kompakte P-Punkte, w�hrend die mit einer hohen
Dichte hydrophiler Seitenketten dazu neigten, instabile und
lockere Nanopartikel zu bilden.[65]

Die Integrit�t von Nanopartikeln in biologischen An-
wendungen h�ngt auch von deren chemischer Reaktivit�t
gegen�ber ionischen Spezies und reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) in einer physiologischen Umgebung ab. Zum Beispiel
zersetzen Kupferionen und ROS in physiologischen Kon-
zentrationen Q-Punkte betr�chtlich, was zu einem Verlust
von Lumineszenz und der Freisetzung von toxischen Cd-
Ionen f�hrt.[147, 148] Wir untersuchten die Stabilit�t von P-
Punkten in Gegenwart von biologisch relevanten Ionen und
ROS (Abbildung 7). Die Fluoreszenz der P-Punkte wurde

durch keines der biologisch relevanten Ionen, die wir unter-
suchten, beeintr�chtigt, darunter auch Zink und Kupfer, die
in biologischen Systemen mit am h�ufigsten anzutreffen sind.
Zwei verbreitete und stabile ROS in physiologischer Umge-
bung, hypochlorige S�ure (HOCl) und Wasserstoffperoxid
(H2O2), beeintr�chtigten die Fluoreszenz der P-Punkte nicht.
Im Gegensatz dazu wurden anorganische Q-Punkte bei je-
weils gleichen Konzentrationen von H2O2 und Eisenionen
betr�chtlich und von HOCl und Kupferionen vollst�ndig ge-
lçscht. Die stabile Fluoreszenz von P-Punkten kann deren
Aufbau aus hydrophoben Polymeren zugeschrieben werden,
die nicht dazu neigen, chemische Wechselwirkungen mit
Metallionen und ROS einzugehen. Diese Eigenschaften
bieten einen betr�chtlichen Vorteil f�r die Verwendung von
P-Punkten in In-vivo-Sonden.

3.5. Toxizit�t

Biokompatibilit�t ist ein wesentlicher Aspekt, der f�r auf
biologische Anwendungen gerichtete fluoreszierende Nano-
partikel zu ber�cksichtigen ist. So haben mehrere Gruppen
Toxizit�tsuntersuchungen an P-Punkten durchgef�hrt, die
alle eine sehr geringe Toxizit�t der P-Punkte belegen. Chris-
tensen und Mitarbeiter untersuchten eine mçgliche zytoto-
xische Wirkung von hydrophoben P-Punkten mit Durch-
messern um 18 nm.[68] Sie bewerteten die Lebensf�higkeit von
mit zunehmenden Mengen PFBT-P-Punkten inkubierten
Zellen unter Verwendung von CellTiter Blue, einem Farb-
stoff, der die Lebensf�higkeit und Proliferation von Zellen

Abbildung 7. Chemische Stabilit�t von P-Punkten in Gegenwart von
biologisch relevanten Ionen und ROS in w�ssrigen Lçsungen. Als Refe-
renz dienten Qdot-655-Nanokristalle. Die Konzentration betrug f�r
jedes Metall 500 mm. Bei ROS-Stabilit�tstests betrugen die Konzentra-
tionen von H2O2 und Chlor 0.1 Gew.-% bzw. 0.004 Gew.-%.
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verfolgt. Der Prozentsatz lebender J774A1-Zellen nach 18-
st�ndiger Inkubation mit P-Punkten war bei allen unter-
suchten Konzentrationen nicht anders als bei der Kontrolle,
was belegt, dass P-Punkte keinen merklichen Einfluss auf die
Lebensf�higkeit und das Wachstum von Zellen aus�ben.
Zudem zeigten Bilder von mit Nanopartikeln beladenen
Zellen eine normale Morphologie ohne jegliche Stçrung der
Aktin-Mikrofilamente. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass P-Punkte bei maximaler Arbeitskonzentration keine si-
gnifikante zytotoxische Wirkung auf diese Zelllinie haben.
Um die Mçglichkeit einer durch P-Punkte induzierten ent-
z�ndlichen Reaktion zu untersuchen, kontrollierten die Au-
toren die Expression von proinflammatorischen Zytokinen,
Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und Interleukin-1b (IL-1b)
an mit P-Punkten beladenen J774A1-Zellen auf mRNA-
Ebene. Wie in Abbildung 8A gezeigt, waren die mRNA-

Spiegel f�r TNF-a und IL-1b in mit P-Punkten inkubierten
Zellen identisch zu denen von nicht mit P-Punkten behan-
delten Zellen. Dieses Ergebnis l�sst darauf schließen, dass P-
Punkte keine inflammatorische Wirkung auf diesen Zelltypen
aus�ben.

Moon und Mitarbeiter untersuchten die zytotoxische
Wirkung von Nanopartikeln (ca. 97 nm), die aus einem hy-
drophilen PPE-Polymerderivat hergestellt wurden.[82] Daf�r

wurden BHK-Zellen mit verschiedenen Mengen der Nano-
partikel inkubiert. Lebende Zellen wurden zu verschiedenen
Zeiten unter Verwendung des CellTiter-Glo-Assay-Systems
quantifiziert, das ATP als einen Indikator f�r metabolisch
aktive Zellen misst. Die Ergebnisse zeigten eine minimale
Inhibierung der Lebensf�higkeit schon bei 264 mm Nanopar-
tikeln im Verlauf einer einwçchigen Zellkultur. Liu und
Mitarbeiter untersuchten die Zytotoxizit�t von großen halb-
leitenden Polymerpartikeln (Durchmesser ca. 220 nm) und
mit halbleitendem Polymer beladenen PLGA-Partikeln.[94]

Die metabolische Lebensf�higkeit von NIH/3T3-Zellen ver-
�nderte sich nach Inkubation mit Suspensionen dieser großen
halbleitenden Polymerpartikel nicht, selbst nicht bei 700 nm
�ber zwei Tage (Abbildung 8B). Die nichttoxischen Eigen-
schaften der auf halbleitenden Polymeren basierenden Na-
nopartikel stimmt mit fr�heren Studien �berein, bei denen
konjugierte Polymere (z. B. Polyanilin-, Polypyrrol- und Po-
lythiophenderivate) als elektroaktive Biomaterialien bei
Gewebe-Engineering-Anwendungen eingesetzt wurden.[149]

4. Funktionalisierung und Biokonjugation

4.1. Verkapselungsverfahren

Wie in Abschnitt 3 diskutiert, zeigen P-Punkte ausge-
zeichnete Eigenschaften als Fluoreszenzsonden. F�r weit
verbreitete biologische Anwendungen m�ssen zuerst Pro-
bleme hinsichtlich der Steuerung der Oberfl�cheneigen-
schaften und der Biokonjugation der P-Punkte gelçst werden.
Analog zur Funktionalisierung von Q-Punkten wurden an-
fangs auf Verkapselung oder Einbettung basierende Ans�tze
genutzt, um Nanopartikel mit funktionellen Gruppen auf der
Oberfl�che herzustellen. So wurden zur Bildung von Nano-
partikeln halbleitende Polymere in Materialien wie Silicium-
dioxid,[46] Phospholipid[98, 99] und PLGA-Polymeren verkap-
selt oder eingebettet.[94, 95]

Die Siliciumdioxid-Verkapselung ist eine weithin ange-
wendete Strategie, um die Oberfl�chenfunktionalisierung von
Nanopartikeln zu erleichtern.[16, 20, 150] Dieser Ansatz lieferte in
Siliciumdioxid eingebettete P-Punkte mit einer Partikelgrçße
von ca. 10–20 nm, wobei sich eine 2–3 nm dicke Silicium-
schale um den P-Punkt herum bildete. Neben der Verkapse-
lung mit Siliciumdioxid wurden halbleitende Polymere auch
in große PLGA-Partikel eingebettet.[94, 95] Die hydrodynami-
schen Durchmesser der mit halbleitenden Polymeren bela-
denen PLGA-Partikel in Wasser lagen im Bereich von 240 bis
270 nm (gemessen mit dynamischer Lichtstreuung, DLS). Die
Fluorophorkonzentrationen in diesen PLGA-Partikeln waren
jedoch eher sehr niedrig. In einer alternativen Strategie ver-
kapselten Green und Mitarbeiter hydrophobe halbleitende
Polymere in Phospholipid-Micellen.[98] Die verkapselten Na-
nopartikel hatten in Wasser einen mittleren Durchmesser von
80–100 nm. Die Zugabe von Lipid-PEG-COOH w�hrend der
Verkapselung f�hrte zu mit Carbons�uren funktionalisierten
Partikeln, die mit BSA konjugiert werden konnten. Basierend
auf dieser Strategie, verkapselte die gleiche Gruppe sowohl
halbleitende Polymere als auch Eisenoxidnanopartikel in
Phospholipid-Micellen.[99] Mit diesen Partikelsuspensionen

Abbildung 8. Untersuchung der Zelltoxizit�t von P-Punkten. A) �ber-
wachung von Entz�ndungsmarkern in mit P-Punkten behandelten
Zellen. J774A.1-Zellen wurden 4 h lang mit 2 nm (4 ppm) PFBT-P-Punk-
ten inkubiert. Aus jeder Probe wurde RNA extrahiert, die gesamte RNA
wurde mittels RT-PCR auf die Expression von TNF-a, IL-1b und Actin
untersucht und das vervielf�ltigte Produkt wurde durch Agarose-Elek-
trophorese abgetrennt. Es sind drei unabh�ngige Beobachtungen dar-
gestellt: „C“: Vehikelkontrolle; „NP“: 2 nm (4 ppm) PFBT-P-Punkte und
„In“: Interferon-g (60 ng mL�1) + LPS (100 ngmL�1) als Positivkontrol-
le. Wiedergabe nach Lit. [68] mit freundlicher Genehmigung. B) Meta-
bolische Lebensf�higkeit von NIH/3T3-Fibroblasten nach Inkubation
mit großen Partikeln aus halbleitendem Polymer bei verschiedenen
Konzentrationen �ber 12, 24 bzw. 48 h. Wiedergabe nach Lit. [94] mit
freundlicher Genehmigung.
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wurde dann eine Magnetresonanztomographie (MRT)
durchgef�hrt, um deren MRT-Aktivit�t zu zeigen und deren
Wirksamkeit als potenzielle bimodale Bildgebungssonden
nachzuweisen.

Auch wenn die oben beschriebenen Verkapselungs- oder
Einbettungsmethoden bei der Funktionalisierung der Ober-
fl�che von halbleitenden Polymernanopartikeln einigerma-
ßen erfolgreich sind, gibt es hinsichtlich Partikelgrçße und
Helligkeit pro Partikel doch Grenzen. Mit dem Einbet-
tungsverfahren in Siliciumdioxid kçnnen zwar relativ kleine
Partikelgrçßen erhalten werden, aber die Siliciumdioxid-
schale (2–3 nm) ist in biologischen Umgebungen womçglich
anf�llig gegen�ber einer Hydrolyse, und aminfunktionali-
sierte Siliciumdioxidoberfl�chen verursachten zudem eine
signifikante unspezifische Absorption unter den Nanoparti-
keln und an der zellul�ren Oberfl�che. Bei PLGA-verkap-
selten Partikeln (230–270 nm) und Phospholipid verkapselten
Partikeln (80–100 nm) waren die Partikelgrçßen f�r viele
zellul�re und auf subzellul�re Bereiche zielende Anwendun-
gen zu groß. Zudem waren die Konzentrationen der fluores-
zierenden Polymere in Bezug auf die Verkapselungsmateria-
lien in der Vorstufenmischung sehr gering: etwa 1 % bei der
PLGA-Verkapselung[94, 95] und ca. 8.5% bei der Phospholipid-
Verkapselung.[98] Diese Prozentzahlen deuten auf ver-
gleichsweise geringe Fluorophor-Beladungskonzentrationen
in den fertigen Nanopartikeln hin, die �hnlich gering oder
sogar noch geringer sind als bei mit Fluoreszenzfarbstoffen
beladenen Latexkugeln. Daher ziehen diese Verkapselungs-
strategien keinen vollen Nutzen aus den optischen Eigen-
schaften von halbleitenden Polymeren zur Bildung von Na-
nopartikeln mit dicht gepackten Polymerfluorophoren. In-
folgedessen ist die Fluoreszenzhelligkeit pro Partikel auf-
grund der geringen Fluorophorkonzentrationen begrenzt,
auch wenn die große Partikelgrçße die Helligkeit in einigen
F�llen kompensieren sollte.

4.2. Amphiphile Polymer-Cof�llungsverfahren

Zur Herstellung heller kleiner P-Punkt-Sonden, die spe-
zifische zellul�re Ziele erkennen und markieren, ist ein zu-
verl�ssiges Verfahren zur Funktionalisierung und Konjugati-
on hocherw�nscht. Unsere Gruppe hat mehrere Verfahren
entwickelt, welche die anspruchsvolle Aufgabe der P-Punkt-
Biokonjugation und spezifischen Zellansteuerung erfolgreich
lçsen.[56–58, 63–66] Die erste Strategie basiert auf dem Einschluss
von heterogenen Polymerketten in einem einzelnen P-Punkt
w�hrend der Nanopartikelbildung. Gleichzeitig mit den
halbleitenden Polymeren wird w�hrend der P-Punkt-Her-
stellung eine kleine Menge amphiphiler Polymere, die funk-
tionelle Gruppen tragen, ausgef�llt, um die Nanopartikel-
oberfl�che zu modifizieren und zu funktionalisieren. Die
nachfolgende Konjugation verkn�pft die P-Punkte kovalent
mit Biomolek�len, die zellul�re Ziele durch spezifische An-
tigen-Antikçrper- oder Biotin-Streptavidin-Wechselwirkun-
gen markieren. Diese Funktionalisierungs- und Biokonjuga-
tionsstrategie kann ohne weiteres auf beliebige fluoreszie-
rende halbleitende Polymere angewendet werden.

Als ein Beispiel wurde ein amphiphiles kammfçrmiges
Polystyrol-Polymer PS-PEG-COOH zur Funktionalisierung
von stark fluoreszierenden PFBT-P-Punkten genutzt (Abbil-
dung 9A).[56] Funktionalisierte P-Punkte wurden unter Ver-
wendung einer Vorstufenlçsungsmischung mit einer kon-
stanten PFBT-Konzentration und PS-PEG-COOH/PFBT-
Anteilen von 0 bis 20 Gew.-% hergestellt. Die Grçße und
Morphologie der funktionalisierten PFBT-P-Punkte wurden
mit TEM (Abbildung 9 B) und DLS charakterisiert (Abbil-
dung 9C). Beide Messungen zeigten vergleichbare Partikel-
grçßen mit einem mittleren Durchmesser von ungef�hr
15 nm. Was die Fluorophordichte angeht, erzeugte diese
Funktionalisierungsstrategie Nanopartikelsonden mit guter
Qualit�t, bei denen wirksame Fluorophore mehr als 80 % der
P-Punkte ausmachten. Dagegen sind die effektiven Fluoro-
phorkonzentrationen bei Q-Punkten und farbstoffbeladenen
Kugeln aufgrund des Vorhandenseins einer dicken Verkap-
selungsh�lle (bei Q-Punkten) oder der Selbstlçschung der
Farbstoffe (bei den farbstoffdotierten Kugeln) auf wenige
Prozent des Partikelvolumens oder Gewichts begrenzt.

In einer weiteren Studie wurde fluoreszierendes PFBT-
Polymer zusammen mit einer geringen Menge Poly(styrol-co-
maleins�ureanhydrid) (PSMA) ausgef�llt, und die resultie-
renden P-Punkte wurden ebenfalls erfolgreich an der Ober-
fl�che funktionalisiert.[57] Die carboxyfunktionalisierten P-
Punkte wurden weiter mit niedermolekularen Amin-Azid-
und Amin-Alkin-Verbindungen zur Reaktion gebracht, um
P-Punkte f�r eine bioorthogonale Markierung auf der Basis
von Klick-Chemie zu bilden (Abbildung 10 A). DLS- und
TEM-Messungen zeigten, das sowohl die Carboxy-P-Punkte
als auch die mit kleinen Molek�len konjugierten P-Punkte
vergleichbare Partikelgrçßen mit einem mittleren Durch-
messer von etwa 15 nm aufwiesen. Gelelektrophorese ergab
jedoch eine Verschiebung der Migrationsbanden (Abbil-
dung 10B), und zwar aufgrund der verringerten Ladungen
der P-Punkt-Konjugate verglichen mit den carboxyfunktio-

Abbildung 9. Funktionalisierte P-Punkte f�r eine biomolekulare Konju-
gation. A) Oberfl�chenfunktionalisierung von PFBT-P-Punkten mit
einem amphiphilen Polymer PS-PEG-COOH. B) TEM-Aufnahme der
funktionalisierten PFBT-P-Punkte. C) Hydrodynamischer Durchmesser
der funktionalisierten PFBT-P-Punkte, gemessen mit DLS. Wiedergabe
nach Lit. [56] mit freundlicher Genehmigung.
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nalisierten P-Punkten. Des Weiteren wurde ein Fluoreszenz-
assay unter Verwendung von Alkin-Alexa-594-Farbstoff
durchgef�hrt, um das Vorhandensein von Oberfl�chen-
Azidgruppen zu verifizieren, das auf die ausgezeichnete Re-
aktivit�t von Azid-P-Punkten gegen�ber einer terminalen
Alkingruppe in einer kupferkatalysierten Klick-Reaktion
hindeutet (Abbildung 10 C). All diese Ergebnisse belegen
eindeutig die erfolgreiche Carboxyfunktionalisierung der P-
Punkte sowie alle nachfolgenden Oberfl�chenmodifizierun-
gen.

4.3. Direkte Funktionalisierungsmethoden

Bei den Verkapselungsverfahren und der Cof�llung mit
amphiphilen Polymeren wurde die Biokonjugation durch die
Reaktion von funktionellen Gruppen an der P-Punkt-Ober-
fl�che mit Biomolek�len erreicht. Die resultierenden P-
Punkt-Biokonjugate wurden erfolgreich f�r Zellmarkierun-
gen,[56] bioorthogonales Markieren[57] und In-vivo-Tumor-
„Targeting“ eingesetzt.[58] Die funktionellen Molek�le in den
oben beschriebenen Abl�ufen waren jedoch vorwiegend
durch nichtkovalente hydrophobe Assoziierung mit den P-
Punkten verbunden. Das Fehlen einer kovalenten Bindung
bei dieser hydrophoben Assoziierung kann ein betr�chtlicher
Nachteil sein, da die funktionellen Molek�le infolge Quellung
oder innerer Reorganisation der Polymerhauptkette von den
Nanopartikel abfallen oder dissoziieren kçnnen, was wie-
derum die Markierungseffizienz und Empfindlichkeit von
Zell-Assays verringert. Zudem ist es mit dieser Oberfl�-

chenmodifizierungsmethode recht schwierig, die Dichte der
funktionellen Gruppen auf der P-Punkt-Oberfl�che exakt zu
steuern.

Um diese Nachteile zu �berwinden, hat unsere Gruppe
einen Ansatz unter Einf�hrung kovalent gebundener funk-
tioneller Gruppen im Anfangsstadium der Polymersynthese
vorgestellt.[65] P-Punkte, die aus diesen Polymeren gebildet
wurden, kçnnen direkt f�r eine Biokonjugation verf�gbare
funktionelle Gruppen aufweisen, wodurch zus�tzliche Ober-
fl�chenmodifizierungsschritte vermieden werden. Wir finden,
dass chemische Modifizierungen von halbleitenden Polyme-
ren mit hydrophilen Gruppen weit verbreitet genutzt wurden,
um den konjugierten Polyelektrolyten und amphiphil konju-
gierten Polymeren Wasserlçslichkeit und Funktionalisierung
zu verleihen. Konjugierte Polyelektrolyte und hydrophile
konjugierte Polymere wurden in Nanopartikelform mit
funktionellen Gruppen hergestellt.[33, 82, 85] Zudem kçnnen
amphiphil konjugierte Oligomere, die mit Azidogruppen und
biologischen Liganden, z.B. Mannose, vorfunktionalisiert
sind, sich selbst zu Nanopartikeln organisieren, die selektiv
Proteine, Bakterien und funktionalisierte K�gelchen
binden.[91]

Eine direkte Funktionalisierung zur Bildung von P-
Punkten aus hydrophoben halbleitenden Polymeren erfordert
jedoch andere Methoden. Dazu gehçren sehr verschiedene
�berlegungen, und die Anforderungen daran kçnnen gele-
gentlich ganz entgegengesetzt ausfallen. Zum Beispiel haben
wir gefunden, dass der Grad der hydrophilen Funktionali-
sierung eine entscheidende Rolle bei der Festlegung der
Stabilit�t und Fluoreszenzleistung der endg�ltigen P-Punkte
spielt.[65] Die Dichte der hydrophilen Gruppen muss aber
niedrig gehalten werden, um die Stabilit�t und Leistungsf�-
higkeit von P-Punkten f�r biologische Anwendungen auf-
rechtzuerhalten.

Um die Wirkung der hydrophilen Seitenketten auf die
Stabilit�t und Leistungsf�higkeit der P-Punkte zu untersu-
chen, wurde eine Reihe von PFBT-Polymeren mit Carboxy-
gruppen in den Seitenketten mit molaren Anteilen von un-
gef�hr 2%, 14% und 50 % synthetisiert (bezeichnet als
PFBT-C2, PFBT-C14 bzw. PFBT-C50; Abbildung 11). Fluo-
reszenzspektroskopie zeigte, dass sich die Fluoreszenz-
Quantenausbeute von 30 % auf 17% verringerte. wenn die

Abbildung 10. „Klickbare“ P-Punkte f�r bioorthogonales Markieren.
A) P-Punkt-Funktionalisierung und nachfolgendes bioorthogonales
Markieren �ber Klick-Chemie. B) Gelelektrophorese von P-Punkten mit
unterschiedlichen funktionellen Oberfl�chengruppen. C) Fluoreszenz-
assay unter Verwendung von Alkin-Alexa-594-Farbstoff, um das Vorhan-
densein von Azidgruppen auf der P-Punkt-Oberfl�che zu verifizieren.
Wiedergabe nach Lit. [57] mit freundlicher Genehmigung.

Abbildung 11. Direkt funktionalisierte P-Punkte mit unterschiedlich
vielen Seitenketten-Carboxygruppen. Biokonjugation wurde an den
PFBT-C2-P-Punkten durchgef�hrt und die resultierenden P-Punkt-Bio-
konjugate erwiesen sich beim Zell-Targeting„ als spezifisch. Wieder-
gabe nach Lit. [65] mit freundlicher Genehmigung.

Polymerpunkte

3177Angew. Chem. 2013, 125, 3164 – 3190 � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


Dichte der hydrophilen funktionellen Gruppen von 2% auf
50% zunahm. Ein Vergleich der Fluoreszenzhelligkeit ein-
zelner Partikel ergab, dass die tats�chliche Fluorophorpa-
ckungsdichte in den PFBT-C50-P-Punkten sehr viel geringer
war als in den PFBT-C2- und PFBT-C14-P-Punkten, was
darauf hindeutet, dass sich die hydrophilen Seitenketten auf
die inneren Strukturen und die Kompaktheit der verschie-
denen P-Punkte auswirkte. Um dies weiter zu best�tigen,
wurde eine Farbstoffdotierungs- und Auswaschungsmethode
entwickelt, um die Kompaktheit der Fluorophorpackung
sowie die Bindungsst�rke der Polymermolek�le in den PFBT-
P-Punkten mit verschiedenen Dichten von hydrophilen Sei-
tenketten zu untersuchen.

Quantitative Absorptions- und Fluoreszenzanalysen
haben gezeigt, dass die Farbstoffauswaschung und PFBT-
Dissoziation in den P-Punkten stark von der Dichte der hy-
drophilen Seitenketten abhing. Zum Beispiel wurden aus den
PFBT-C50-P-Punkten etwa 10% PFBT und 50% Farbstoff-
molek�le ausgewaschen, aus den PFBT-C2-P-Punkten jedoch
kein PFBT und nur 6% Farbstoff. Diese Ergebnisse sowie die
Analyse eines Fçrster-Energietransfers (FRET) haben ge-
zeigt, dass PFBT-C2-P-Punkte starke Bindungen zwischen
den Ketten und eine dicht gepackte innere Struktur durch
hydrophobe Wechselwirkungen aufwiesen, im Gegensatz zu
den PFBT-C50-P-Punkten, die eine hohe Dichte von hydro-
philen Seitenketten aufwiesen. Zudem wurde eine Durch-
flusszytometrie durchgef�hrt, um die Rolle von nichtspezifi-
schen Wechselwirkungen beim Markieren von Zellen mit
PFBT-C2-, PFBT-C14- und PFBT-C50-P-Punkten zu be-
stimmen. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass PFBT-C50-P-
Punkte verglichen mit PFBT-C2-P-Punkten eine starke un-
spezifische Zellmarkierung zeigen. Basierend auf diesen Er-
gebnissen stellt die geringe Dichte der funktionellen Gruppen
einen Schl�sselfaktor f�r die direkte Funktionalisierung von
P-Punkten f�r biologische Anwendungen dar. Wir f�hrten
mit den PFBT-C2-P-Punkten eine Biokonjugation durch, und
die resultierenden P-Punkt-Biokonjugate ergaben beim Zell-
„Targeting“ eine gute Spezifizit�t. Dieses Ergebnis zeigt, dass
die Funktionalisierung mit geringer Dichte f�r Biokonjuga-
tionen und biologische Anwendungen ausreichend war.

In einer �hnlich gelagerten Untersuchung hat unsere
Gruppe eine Vernetzungsstrategie entwickelt, um funktio-
nelle Polymermolek�le kovalent mit P-Punkten zu verkn�p-
fen.[66] Bei diesem Verfahren wurde zun�chst ein PFBT-Po-
lymer mit Amingruppen in der Seitenkette synthetisiert und
dann wurde ein funktionelles Polymer wie Poly(isobutylen-
alt-maleins�ureanhydrid) (PIMA) oder PSMA als Vernetzer
verwendet. Jedes Vernetzermolek�l enthielt mehrere reakti-
ve Einheiten, die spontan mit den Amingruppen der Seiten-
ketten des Polymers reagierten, um eine kovalente Ver-
kn�pfung mit dem halbleitenden Polymer zu bilden und
gleichzeitig Carboxygruppen f�r eine Biokonjugation zu lie-
fern. Zus�tzlich zur Herstellung stabiler funktionalisierter P-
Punkte kann dieser Ansatz zuverl�ssig P-Punkte mit einer
Partikelgrçße von 10 nm oder weniger erzeugen, die mit den
meisten anderen Methoden nur schwer erh�ltlich sind. Wir
haben mit diesen kleinen vernetzten P-Punkten eine Bio-
konjugation durchgef�hrt, und die resultierenden Konjugate
wurden zur Markierung von Oberfl�chenmarkern von

Brustkrebszellen und den Mikrotubuli von Geb�rmutter-
halskrebszellen verwendet. Diese Anwendung hat sich bei
der biologischen Bildgebung sowie bei Durchflusszytometrie-
Experimenten als n�tzlich erwiesen.

5. Biologische Anwendungen

5.1. Zellmarkierung �ber Endozytose

Die Vorz�ge der P-Punkte – große Helligkeit, hohe und
stabile Emissionsrate, ausgezeichnete Photostabilit�t und
fehlende Toxizit�t – sind f�r experimentell anspruchsvolle
biologische Anwendungen vielversprechend. Anf�nglich
wurden zellul�re In-vitro-Bildgebungsanwendungen von P-
Punkten mit einer unspezifischen Markierungsmethode wie
Endozytose durchgef�hrt.[51] Dabei schienen „nackte“ hy-
drophobe P-Punkte ohne jegliche Verkapselungsschicht in
Zellkulturmedien stabil zu sein, und die Fluoreszenzbildge-
bung deutete klar auf die Aufnahme der „nackten“ P-Punkte
in die Zellen hin. Die starke Fluoreszenz der P-Punkte er-
mçglichte die Anwendung einer geringeren Konzentration
davon in der Zellkultur: Zum Beispiel konnte P-Punkt-
Fluoreszenz in Zellen bei Konzentration von nur 155 pm
(270 ppb) nachgewiesen werden.[68] Die intrazellul�re Fluo-
reszenz-Colokalisierung von „nackten“ P-Punkten und
Texas-Red-Dextran (TR-dex) deutete darauf hin, dass die
Aufnahme in die Zelle durch einen �blichen endozytotischen
Mechanismus erfolgt. Die Colokalisierung von „nackten“
PFBT-P-Punkten mit einer Immunfluoreszenz eines Anti-
LAMP-1-Antikçrpers best�tigte, dass der endg�ltige Zellbe-
stimmungsort der „nackten“ P-Punkte Lysosome waren. Die
Inhibierung der Aufnahme von Phosphorinositid-3-Kinase-
Inhibitoren deutete darauf hin, dass die zellul�re Aufnahme
von „nackten“ P-Punkten eher durch eine konstitutive
Makropinozytose als durch einen Clathrin-abh�ngigen oder
Caveolin-abh�ngigen Mechanismus stattfand.[68] Makropino-
zytose ist ein unspezifischer Mechanismus der Aufnahme von
extrazellul�rer Fl�ssigkeit, wobei die Inhalte der Vesikel
schließlich an Lysosome geliefert wird. Das Eindringen von
nackten P-Punkten �ber diesen Mechanismus bedeutet, dass
Makrophagenzellen die Nanopartikeloberfl�che nicht er-
kennen und die „nackten“ P-Punkte einfach als Teil der ex-
trazellul�ren Fl�ssigkeit in die Makropinosomen eingef�hrt
werden.

Zellmarkierung �ber Endozytose wurde auch unter Ver-
wendung von Nanopartikeln durchgef�hrt, die durch Ver-
kapseln oder Einbetten von halbleitenden Polymeren in die
Partikelmatrix hergestellt wurden. Zum Beispiel wurden mit
halbleitenden Polymeren beladene PLGA-Partikel mit MCF-
7-Brustkrebszellen inkubiert; im Zellzytoplasma wurde dar-
aufhin eine helle Fluoreszenz detektiert, was auf eine effizi-
ente zellul�re Aufnahme hindeutet.[94] Dabei wurde Fols�ure
mit einer Amin-Endgruppe an die Partikel konjugiert, um
spezifisch Folatrezeptoren anzusteuern, die in den kultivier-
ten Krebszellen �berexprimiert sind. Fluoreszenzbildge-
bungsuntersuchungen zeigten, dass die Internalisierung der
Fols�ure-funktionalisierten Partikel in MCF-7-Krebszellen
effizienter war als die der nichtfunktionalisierten, und zwar
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aufgrund der durch den Folatrezeptor vermittelten Endozy-
tose.[94] In einer weiteren Reihe von Experimenten wurde die
zellul�re Aufnahme und Zytotoxizit�t von mehreren Arten
von Phospholipid-verkapselten halbleitenden Polymerparti-
keln untersucht, einschließlich solcher, die mit magnetischen
Nanopartikeln beladen waren.[98, 99] Die Daten ergaben ein-
deutige Belege f�r das Potenzial von P-Punkten als nichtto-
xische Fluoreszenzmarker sowie als multifunktionale Bild-
gebungssonden.

Zus�tzlich zu auf hydrophoben halbleitenden Polymeren
basierenden Nanopartikeln wurden auch verschiedene kon-
jugierte Polyelektrolyt-Nanopartikel und amphiphil konju-
gierte Polymernanopartikel als zellul�re Bildgebungssonden
untersucht.[33, 35,82, 84, 87, 92,93, 127, 151] Die zellul�re Aufnahme von
auf Polyelektrolyten basierenden Nanopartikeln trat vorwie-
gend durch Makropinozytose oder rezeptorabh�ngige En-
dozytose auf und war abh�ngig von den funktionellen Ober-
fl�chengruppen sowie den Zelllinien. Es ist festzuhalten, dass
molekular (als solvatisierte Molek�le und nicht als Nano-
partikel) vorliegende konjugierte Polyelektrolyte ein breites
Forschungsgebiet f�r Fluoreszenz-Biosensorik und -Bioas-
says darstellen, w�hrend die zielinduzierte Polymeraggrega-
tion �ber elektrostatische Wechselwirkungen weit verbreitet
als Transduktionsmechanismus zur Zielfindung genutzt
wird.[32,34, 35]

5.2. Immunfluoreszenzmarkierung

Auch wenn das Potenzial von P-Punkten als zellul�res
Kontrastmittel durch die Endozytose-basierte Markierung
nachgewiesen wurde, handelt es sich doch um einen unspe-
zifischen Prozess, und es fehlt die Spe-
zifit�t von bestehenden Markierungs-
methoden mit organischen Fluoropho-
ren und Q-Punkten, die im Allgemeinen
Antigen-Antikçrper-Wechselwirkungen
umfassen. Bei der Biokonjugation f�r
die Immunfluoreszenz-Markierung von
zellul�ren Zielen werden weit verbreitet
Streptavidin und Immunglobulin G
(IgG) eingesetzt. Unsere Gruppe hat
nun ein Biokonjugationsverfahren zur
Bildung von P-Punkt-IgG- und P-Punkt-
Streptavidin-Sonden (hydrodynami-
scher Durchmesser ca. 10–20 nm) ent-
wickelt und deren F�higkeit zur spezifi-
schen Markierung von EpCAM unter-
sucht; dieser Oberfl�chenmarker f�r
Epithelzellen wird derzeit zum Nach-
weis von zirkulierenden Tumorzellen
genutzt. Abbildung 12 A zeigt, dass die
P-Punkt-IgG-Sonden erfolgreich
EpCAM-Rezeptoren auf der Oberfl�-
che von lebenden humanen MCF-7-
Brustkrebszellen markierten, nachdem
die Zellen mit dem monoklonalen pri-
m�ren Anti-EpCAM-Antikçrper inku-
biert wurden. Wurden die Zellen nur mit

P-Punkt-IgG und ohne den prim�ren Antikçrper inkubiert,
wurde keine Zellmarkierung nachgewiesen (Abbildung 12B),
was belegt, dass die P-Punkt-IgG-Konjugate f�r das Ziel
hochspezifisch sind. Auf die gleiche Weise markierten die P-
Punkt-Streptavidin-Sonden, zusammen mit dem prim�ren
Anti-EpCAM-Antikçrper und biotinyliertem Anti-Maus-
IgG-Sekund�rantikçrper, ebenfalls effizient EpCAM auf der
Oberfl�che von lebenden MCF-7-Zellen, ohne dass eine un-
spezifische Bindung nachweisbar war. Des Weiteren vergli-
chen wir unter Verwendung eines Mikrodurchflusszytometers
die Markierungshelligkeit der P-Punkt-Biokonjugate mit der
von kommerziell erh�ltlichen Q-Punkt-Streptavidin- und
Alexa-IgG-Sonden (Abbildung 12 C und D). Die quantitati-
ven Analysen der Durchflusszytometriedaten zeigten, dass
die mittlere Intensit�t der mit P-Punkt markierten Zellen
etwa 25-mal heller war als die von mit Q-Punkt markierten
und etwa 18-mal heller als die von mit Alexa-IgG markierten
Zellen. Die Markierungshelligkeit wurde auch durch Analyse
von Fluoreszenzbildern von entweder mit P-Punkt-Strepta-
vidin oder Q-Punkt-Streptavidin markierten MCF-7-Zellen
quantifiziert: Die mit P-Punkten markierten Zellen waren ca.
20-mal heller als die mit Q-Punkt markierten, was mit den
Daten der Durchflusszytometrie �bereinstimmt. Diese Er-
gebnisse beweisen eindeutig die außergewçhnliche Fluores-
zenzhelligkeit von P-Punkten und deren Potenzial f�r die
zellul�re Bildgebung sowie f�r biologische Assays.

Erst k�rzlich hat unsere Gruppe �ber CN-PPV-P-Punkte
berichtet, die einen kleinen hydrodynamischen Durchmesser
von etwa 10 nm und eine helle orangefarbene Fluoreszenz mit
einer Quantenausbeute um 60% aufwiesen.[63] Die erfolg-
reiche Funktionalisierung und Biokonjugation erzeugte CN-
PPV-P-Punkt-Streptavidin-Sonden, die spezifische Zellober-

Abbildung 12. Spezifisches Zell-„Targeting“ von P-Punkt-Biokonjugaten. A) Fluoreszenzaufnah-
me des Zelloberfl�chenmarkers EpCAM auf nacheinander mit prim�rem anti-EpCAM-Antikçrper
und P-Punkt-IgG-Konjugaten inkubierten MCF-7-Zellen. Der Maßstab steht f�r 10 mm. B) Fluo-
reszenzaufnahme der Kontrollprobe, in der die Zellen nur mit P-Punkt-IgG (ohne prim�ren Anti-
kçrper) inkubiert wurden. C) Fluoreszenzintensit�tsverteilungen von mit P-Punkt-Streptavidin
markierten MCF-7-Zellen. D) Fluoreszenzintensit�tsverteilung von mit Qdot-565-Streptavidin-
markierten MCF-7-Zellen, die unter den gleichen experimentellen Bedingungen wie unter (C)
erhalten wurde. Wiedergabe nach Lit. [56] mit freundlicher Genehmigung.
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fl�chenmarker und Mikrotubuli-Strukturen in S�ugetierzel-
len markierten (Abbildung 13). Bei einer Durchflusszyto-
metriemessung zur Untersuchung der spezifischen Markie-
rung eines Zelloberfl�chenmarkers durch die P-Punkt-
Streptavidin-Sonden zeigten die markierten Zellen eine viel
st�rkere Fluoreszenz als die Kontrollproben, was die Hellig-
keit und Spezifit�t der P-Punkt-Sonden belegt. F�r die Mar-
kierung von Mikrotubuli wurden HeLa-Zellen fixiert, per-
meabilisiert und dann mit biotinylierten monoklonalen Anti-
a-Tubulin-Antikçrpern inkubiert. Die mit P-Punkt-Strept-
avidin-Sonden in Gegenwart oder Abwesenheit des biotiny-
lierten Antikçrpers inkubierten HeLa-Zellen wurden unter
einem konfokalen Mikroskop betrachtet. Die positiv mar-
kierten Zellen zeigten eine helle Fluoreszenz aus gut aufge-
lçsten Tubuli-Strukturen, ohne dass im Kontrollexperiment
unspezifische Bindung nachweisbar war. Unter den gleichen
Markierungsbedingungen wurden mit den grçßeren PFBT-
Streptavidin-Sonden keine Bilder von subzellul�ren Struk-
turen mit �hnlich hoher Qualit�t beobachtet. Der Grund
hierf�r wurde der kompakten und geringen Grçße (ca.
10 nm) der CN-PPV-P-Punkte zugeschrieben, die im Ver-
gleich zu den PFBT-Punkten (ca. 20 nm) eine sehr geringe
unspezifische Bindung in der gedr�ngten subzellul�ren Um-
gebung zeigen. Diese Ergebnisse zeigen, dass kompakte und
stark fluoreszierende P-Punkte f�r die subzellul�re Bildge-
bung sowie bioanalytische Assays vielversprechende Sonden
darstellen.

Große Partikel mit eingebetteten halbleitenden Polyme-
ren wurden auch erfolgreich f�r die Immunfluoreszenzmar-
kierung von Zellen verwendet. Zum Beispiel beschrieben Liu
und Mitarbeiter PLGA-verkapselte halbleitende Polymer-
partikel (230–260 nm), die durch Variieren von PLGA-PEG-
NH2 und PLGA-OCH3 in verschiedenen molaren Verh�lt-
nissen mit Amingruppen funktionalisiert wurden.[95] Eine
weitere Konjugation von aminfunktionalisierten Partikeln
mit dem Antikçrper Trastuzumab erzeugte biokonjugierte
Nanopartikel, die SK-BR-3-Brustkrebszellen von MCF-7-
Brustkrebszellen und NIH/3T3-Fibroblasten unterscheiden
konnten, indem die spezifische Bindungsaffinit�t zwischen
Trastuzumab und dem HER2-Rezeptor genutzt wird, der auf
der Zellmembran der SK-BR-3-Brustkrebszellen �berexpri-
miert wird.

5.3. Bioorthogonale Markierung �ber Klick-Chemie

Die bekannteste Klick-Reaktion ist die Kupfer(I)-kata-
lysierte Azid-Alkin-Cycloaddition, die in ganz unterschiedli-
chen Forschungsbereichen von den Materialwissenschaften
bis hin zur chemischen Biologie Anwendung findet.[152–156]

Sowohl Azido- als auch Alkingruppen gelten bei biologischen
Anwendungen als bioorthogonale chemische Reporter, da sie
nicht mit nativen biologisch funktionellen Gruppen wech-
selwirken. Diese bioorthogonalen Reporter kçnnen unter
Verwendung der Biosynthesemaschinerie der Zelle in ein
Zielbiomolek�l eingebaut werden, und sie bieten Ansatz-
punkte f�r eine nachfolgende chemische Markierung mit
exogenen Sonden. Um die Zellmarkierung mit P-Punkten
und Klick-Chemie nachzuweisen, haben wir neu syntheti-
sierte Proteine, die mit bioorthogonalen nichtkanonischen
Aminos�ure-Markern modifiziert wurden, visualisiert.[57] Bei
diesem Prozess wurden die neu synthetisierten, in Zellen
vorliegenden Proteine mit einer eine Azid- oder Alkin-
Gruppe tragenden Aminos�ure, z. B. Azidohomoalanin
(AHA) bzw. Homopropargylglycin (HPG), metabolisch
markiert. Die Proteine waren dann �ber eine hoch selektive
Klick-Reaktion einer Markierung mit fluoreszierenden P-
Punkten zug�nglich. Konfokale Bildgebung zeigte eine helle
Fluoreszenz f�r die AHA-markierten Zellen, die �ber eine
Klick-Reaktion mit P-Punkt-Alkin markiert wurden (Abbil-
dung 14). Im Negativkontrollexperiment wurde keine Zell-
markierung beobachtet, was zeigt, dass die P-Punkt-Alkin-
Markierung f�r zellul�re Ziele hoch spezifisch ist.

Die „klickbaren“ P-Punkte wurden auch zum gezielten
Ansteuern von Glykoproteinen verwendet.[57] Das Verfahren
umfasste eine metabolische Markierung von Glykanen mit
einer Monosaccharidvorstufe, die mit einer Azidgruppe
funktionalisiert war.[157] Die Azidzucker wurden kovalent mit
Bildgebungssonden versehen. Dann wurden MCF-7-Zellen
drei Tage lang mit N-Azidoacetylgalactosamin (GalNAz) in-
kubiert, um die O-verkn�pften Glykoproteine mit Azid-
gruppen anzureichern. Die mit GalNAz behandelten Zellen
wurden �ber eine Klick-Reaktion mit P-Punkt-Alkin verse-
hen und nachfolgend unter einem konfokalen Mikroskop
angeschaut. Zellen, die positiv mit P-Punkt-Alkin markiert
waren, zeigten eine helle Zellmarkierung. Bei der Negativ-
kontrolle, deren Zellen Azidgruppen fehlten, wurde keine
Fluoreszenz beobachtet, was zeigt, dass die klickbaren P-
Punkte f�r Glykoproteine hoch spezifisch waren. Dabei ist zu
beachten, dass die sehr niedrigen P-Punkt-Konzentrationen
von ungef�hr 50 nm, die f�r die Markierungsuntersuchungen
verwendet wurden, um Grçßenordnungen geringer waren als
die mit kleinen Farbstoffmolek�len im Allgemeinen ver-
wendeten Konzentrationen (typischerweise im mm-Bereich).
Die P-Punkt-Markierung �ber Klick-Reaktionen war zudem
f�r diese Ziele hochspezifisch, ohne dass es zu einer nen-
nenswerten Hintergrundmarkierung kam.

5.4. In-vivo-Bildgebung

Die Fluoreszenzbildgebung in vivo wird haupts�chlich f�r
die Untersuchung kleiner Tiere genutzt und aufgrund von in

Abbildung 13. Spezifische subzellul�re Bildgebung von P-Punkt-Biokon-
jugaten. A) Fluoreszenzaufnahme von Mikrotubuli-Strukturen in nach-
einander mit biotinylierten Anti-a-Tubulin-Antikçrper und CN-PPV-
Streptavidin-Sonden inkubierten HeLa-Zellen. Maßstab: 10 mm.
B) Fluoreszenzbildgebung der Kontrollprobe, in der die Zellen nur mit
P-Punkt-Streptavidin (ohne prim�ren Antikçrper) inkubiert wurden.
Wiedergabe nach Lit. [63] mit freundlicher Genehmigung.
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biologischen Medien auftretenden, Photonen begrenzenden
Stçrungen, z.B. Streuung, Absorption und Autofluoreszenz,
nicht in die Klinik �bertragen. Diese Einschr�nkungen sollte
man weitestgehend �berwinden kçnnen, wenn ein Durch-
bruch bei der Signalintensit�t unter Verwendung von exoge-
nen Nahinfrarot(NIR)-Fluoreszenzsonden erreicht wird, die
um mehrere Grçßenordnungen heller sind als die aktuell
verwendeten organischen Farbstoffe. In diesem Zusammen-
hang bieten die halbleitenden Polymernanopartikel ein
großes Potenzial, da sie sehr hell und nicht toxisch sind. Kim
und Mitarbeiter haben halbleitende Polymernanopartikel bei
der W�chterlymphknoten-Kartierung erfolgreich in vivo an-
gewendet.[72] Daf�r wurden cyansubstituierte Derivate von
Poly(p-phenylenvinylen) konzipiert, um mehrfarbig fluores-
zierende Nanopartikel zu erzeugen (Abbildung 15), die
direkt durch eine kolloidale Polymerisation in situ in der
w�ssrigen Phase synthetisiert wurden. Eine Variante dieser
Nanopartikel (NIR-cvPDs) zeigte polydisperse Grçßenver-
teilungen ((60� 14) nm), eine breite Absorptionsbande und
eine Fluoreszenzemission im roten bis NIR-Bereich mit
einem Maximum bei 693 nm bei einer Quantenausbeute von
21%. Das Potenzial der NIR-cvPDs bei der In-vivo-Bild-
gebung wurde f�r die W�chterlymphknoten-Kartierung in
einem Mausmodell untersucht. Nachdem die NIR-cvPDs in-
tradermal in die Vorderpfote einer Maus injiziert worden
waren, flossen die Nanopartikel rasch von der Injektionsstelle
in das Lymphsystem ab und reicherten sich schließlich im
regionalen Lymphknoten an, ohne ein Anzeichen f�r einen
Ausfluss zu den nachfolgenden Lymphknoten. Das Ergebnis
war eine scharfe Aufnahme der W�chterlymphknoten. Bio-
verteilungsuntersuchungen deuteten darauf hin, das lympha-
tisch abgeflossene Nanopartikel effizient in den W�chter-
lymphknoten abgefangen wurden, ohne in die nachfolgenden
Lymph- und Blutkreisl�ufe einzudringen.

Der Transport von Bildgebungsson-
den zu Hirntumoren stellt aufgrund der
Blut-Hirn-Schranke und der komplexen
Abh�ngigkeit von der Sondengrçße und
den Oberfl�cheneigenschaften eine der
grçßten Herausforderungen f�r In-vivo-
Anwendungen dar.[158] Wir haben P-
Punkt-Biokonjugate entwickelt, die aus
maßgeschneiderten halbleitenden Poly-
mermischungen f�r einen gezielten In-
vivo-Transport zu Tumoren bestehen.[58]

Die P-Punkte mit einem Durchmesser
von etwa 15 nm zeigten ein großes Ab-
sorptionsvermçgen (3.0 � 107 cm�1

m
�1)

und eine effiziente tiefrote Emission
(Quantenausbeute = 0.56), was diese
rund 15-mal heller macht als die bei
655 nm emittierenden Q-Punkte. Die
erfolgreiche P-Punkt-Funktionalisierung
erzeugte eine biokompatible Oberfl�che,
die kovalent mit dem tumorspezifischen
Peptidliganden Chlorotoxin (CTX)
konjugiert werden konnte.

Wir bestimmten die F�higkeit der P-
Punkt-CTX-Konjugate, die Blut-Hirn-

Schranke zu durchdringen und spezifisch einen Tumor in
einem transgenen Mausmodell ND2:SmoA1 anzusteuern.
Daf�r wurden die P-Punkt-Sonden in die Schwanzvene von
Symptome zeigenden ND2:SmoA1-M�usen sowie von als

Abbildung 14. Fluoreszenzbildgebung von neu synthetisierten Proteinen in mit AHA behandel-
ten MCF-7-Zellen, die mit P-Punkt-Alkinsonden markiert wurden. A) Positive P-Punkt-Markie-
rung in Gegenwart von Kupfer(I). B) Negativkontrolle f�r ein P-Punkt-Markierung, die unter den
gleichen Bedingungen wie in (A), aber ohne das Reduktionsmittel Natriumascorbat durchge-
f�hrt wurde, das Kupfer(I) aus Kupfer(II) erzeugt. Die linken vier Bilder zeigen Fluoreszenzauf-
nahmen; die gr�ne Fluoreszenz stammt von den P-Punkten, und die blaue Fluoreszenz stammt
vom Kernanf�rbungsmittel Hoechst 34580. Die rechten vier Bilder zeigen Nomarski-Kontrast
(DIK) und kombinierten DIK sowie Fluoreszenzaufnahmen. Der Maßstab steht f�r 20 mm. Wie-
dergabe nach Lit. [57] mit freundlicher Genehmigung.

Abbildung 15. Nanopartikel aus halbleitendem Polymer f�r eine In-
vivo-Fluoreszenzbildgebung. A) Die Kolloidsynthese von Nanopartikeln
mit Cyanvinylen-Grundger�st durch eine Tetrabutylammoniumhydroxid-
(TBAH)-katalysierte Knoevenagel-Kondensation im hydrophoben Kern
der lçsungsmittelfreien w�ssrigen Micellen. „C8“ bezeichnet n-Octyl-
Ketten. B) Echtfarbenaufnahmen von in Wasser dispergierten Polymer-
nanopartikeln (links) und einer lebenden Maus (rechts), der Nanopar-
tikel injiziert wurden, unter Raumlicht (oben) und UV-Anregung bei
365 nm f�r eine Fluoreszenz (unten). Wiedergabe nach Lit. [72] mit
freundlicher Genehmigung.
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Kontrolle dienenden Wildtyp-M�usen injiziert. Bei den P-
Punkt-Sonden handelte es sich entweder um P-Punkt-CTX
oder um P-Punkt-PEG als Kontrolle. Dabei wurden starke
Fluoreszenzsignale nur im Bereich des Hirntumors der
ND2:SmoA1-M�use beobachtet, die diese gezielten Sonden
erhielten (Abbildung 16). Die P-Punkt-Fluoreszenz war in
den Hirnen der gesunden Tiere nicht sichtbar, was auf eine
bevorzugte Akkumulation von P-Punkt-CTX in
ND2:SmoA1-Tumoren hindeutet. Die quantitative Auswer-
tung der P-Punkt-Akkumulation und die histologische Ana-
lyse stimmten gut mit den biophotonischen Bildern �berein,
was die selektive Akkumulation der gezielten P-Punkt-CTX-
Sonden in den malignen Hirntumoren best�tigt. Die Clear-
ance der Nanopartikel und die Bioverteilung h�ngen stark
von der Partikelgrçße ab.[159, 160] Die Verteilungsprofile der P-
Punkte in den wesentlichen Clearance-Organen – Leber, Milz
und Nieren – wurde analysiert. Die P-Punkt-CTX zeigten
sowohl bei den Wildtyp- als auch bei den ND2:SmoA1-
M�usen eine wie erwartet von der Partikelgrçße abh�ngi-
ge[160] dominante Aufnahme in der Leber, ein signifikant ge-
ringeres Signal in der Milz und ann�hernd keine Verteilung in
den Nieren. Das Verteilungsprofil ist vergleichbar mit sol-
chen, �ber die f�r anorganische Eisenoxid-Nanopartikel und
Q-Punkte mit �hnlicher Partikelgrçße berichtet wurde.[158,160]

Diese Studie stellt den ersten Beleg f�r einen gezielten
Transport zu erkrankten Geweben in kleinen Tieren dar. Sie
l�sst auf ein großes Potenzial von auf P-Punkten basierenden
Sonden f�r In-vivo-Anwendungen wie klinische Krebsdia-
gnose und Therapie hoffen.

5.5. Einzelpartikelverfolgung

Nanoskalige 2D- und 3D-Einzelpartikelverfolgungsver-
fahren haben sich als außerordentlich n�tzlich f�r die Un-

tersuchung einer breiten Vielfalt von
Zellprozessen erwiesen, z.B. von Mole-
k�ltransport, Membrandynamik und
der Bewegung von Motorproteinen.[5,7]

Die Gruppe um McNeill hat die Ver-
wendung von P-Punkten f�r nanoskali-
ge 2D- und 3D-Verfolgungsanwendun-
gen untersucht.[53] Um die Helligkeit pro
Partikel f�r die Partikelverfolgung ex-
perimentell zu bestimmen, wurden ein-
zelne P-Punkt-Partikel mittels eines mit
einem CCD ausgestatteten invertierten
Fluoreszenzmikroskops mit einer Auf-
nahmegeschwindigkeit von 50 Hz ab-
gebildet. Die detektierten Photonen pro
Partikel pro Bild lagen bei mehreren
hundert aufeinanderfolgenden Bildern
typischerweise zwischen 1 � 106 und 1 �
105. Die Analyse von 20 typischen Ein-
zelpartikel-Fluoreszenzintensit�tskur-
ven ergab ein Mittel von etwa 109 pro
Partikel insgesamt emittierten Photo-
nen, wobei einige Partikel mehr als 1010

Photonen emittierten. Basierend auf
den Signalhçhen von isolierten Nanopartikeln wurde eine
theoretische Verfolgungsungenauigkeit von besser als 1 nm
gesch�tzt. Es wurde auch eine intrazellul�re Partikelverfol-
gung vorgestellt, und diese ergab eine �bereinstimmung der
Bewegungsbahnen der Partikel mit dem erwarteten Ph�no-
men, z.B. eine teilweise beschr�nkte Diffusion sowie rever-
sible und irreversible Bindungen an Zellkomponenten (Ab-
bildung 17). Die Verfolgungsergebnisse zeigen, dass die P-
Punkte f�r die Messung des lokalen Diffusionsvermçgens und
der nanoskaligen Bewegung von einzelnen Biomolek�len und
subzellul�ren Strukturen in Zellen vielversprechend sind.

In einer damit zusammenh�ngenden, aber andersartigen
Studie berichtete die Gruppe um McNeill �ber die Verfol-
gung von einzelnen Ladungstr�gern in P-Punkten durch
Fluoreszenzmikroskopie mit Videoauflçsung.[54] Bei der
kontinuierlichen Abbildung von station�ren Nanopartikeln
wurden Schwankungen der Fluoreszenzintensit�t und nano-
metergroße Verschiebung im Schwerpunkt einzelner P-
Punkten beobachtet. Die Schwankungen und Verschiebun-
gen wurden der h�pfenden Bewegung von Loch-Polaronen
zugeschrieben, die die Fluoreszenz in der Nachbarschaft des
Polarons effizient lçschten. Die Analyse der Schwankungen
im Fluoreszenzschwerpunkt ergab einen Wert von rund
10�9 cm2 V�1 s f�r die Loch-Polaron-Mobilit�t im Nullfeld.
Dieser Wert ist ein oder zwei Grçßenordnungen niedriger als
die berichteten Werte aus einer I/V-Analyse. Er stimmt
jedoch mit in hohem Maße festsitzenden Ladungstr�ger
�berein, da die Nanopartikel im Vergleich zu optimal her-
gestellten d�nnen Schichten zus�tzlich Konformationsfehl-
ordnungen, chemische Defekte und energetische Fehlord-
nungen aufweisen sollten. Diese Untersuchung zeigte, dass
die Hochgeschwindigkeits-Fluoreszenzverfolgung zur Mes-
sung von Bewegungen im Nanometerbereich und der Mobi-
lit�t einzelner Ladungstr�ger innerhalb einer organischen
Halbleiterstruktur verwendet werden kçnnte.

Abbildung 16. P-Punkt-Chlorotoxin-Biokonjugate f�r ein In-vivo-Tumor-„Targeting“. A) Fluores-
zenzaufnahmen von gesunden Hirnen in Wildtyp-M�usen (links) und M�usen mit Medulloblas-
tomtumoren ND2:SmoA1 (rechts). Jeder Maus wurden 50 mL einer 1mm Lçsung mit entweder
nicht zielgerichtetem P-Punkt-PEG (oben) oder zielgerichtetem PB-Punkt-CTX (Mitte) �ber die
Schwanzvene injiziert. Einige M�use erhielten als Kontrolle keine Injektion (unten). B) Tumor-
„Targeting“-Effizienz durch Quantifizierung der Fluoreszenzsignale bei den ND2:SmoA1-M�usen
gegen�ber Wildtyp-M�usen und Cerebellum gegen�ber Frontallappen. C) Histologische Untersu-
chung der Maushirne von A). Die dunkelvioletten Regionen im mit HE-angef�rbten Cerebellum
der ND2:SmoA1-M�use best�tigte das Vorhandensein des Tumors. Wiedergabe nach Lit. [58]
mit freundlicher Genehmigung.
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5.6. Auf einem Energietransfer basierende P-Punkt-Sensoren

Das Interesse an einer Verwendung des FRET f�r Sen-
soranwendungen nimmt stetig zu. FRET-basierte Techniken
wurden in einer Vielzahl von Berichten zur Untersuchung
von Biomolek�l-Konformationen und kurzreichweitigen
Wechselwirkungen zwischen Molek�len vorgestellt.[161–164]

Dabei wurde umfassend �ber konjugierte Polyelektrolyte als
sehr empfindliche Biosensoren berichtet, die auf einem au-
ßergewçhnlich effizienten, durch eine „Superlçschung“
(„superquenching“) charakterisierten Energietransfer basie-
ren.[27, 29, 32] In unserer Diskussion hier legen wir den Schwer-
punkt auf eine neue Plattform, die aufgrund der dicht ge-
packten Struktur und des hohen Volumenanteils von Fluo-
rophorpolymeren einen effizienten Energietransfer innerhalb
der hydrophoben P-Punkt-Nanopartikel zeigt. Die außerge-
wçhnliche Lichtsammelf�higkeit der halbleitenden Polymere
und der effiziente Intrapartikel-Energietransfer verst�rken
nachweislich die Fluoreszenzhelligkeit pro Partikel, bestim-
men die Emissionsfarbe und verbessern die Photostabilit�t
der P-Punkte. Insbesondere kçnnen neue Sensorfunktionen
geschaffen werden, wenn bestimmte Molek�le mit Sensor-
funktionen in die P-Punkte dotiert werden. Der Intrapartikel-
Energietransfer vom Polymerdonor zum Farbstoffakzeptor
f�hrt zu Emissionen, die empfindlich auf bestimmte Analyte
oder auf Umweltver�nderungen reagieren.[52,59, 60, 77]

Anfangs wurden hydrophobe molekulare Spezies f�r eine
Farbstoffdotierung ausgew�hlt, da diese ohne Weiteres �ber

hydrophobe Wechselwirkungen in die hydrophoben P-Punkte
eingebaut werden kçnnen. Das erste Beispiel f�r einen P-
Punkt-Sensor war die Entwicklung von mit dem phospho-
reszierenden Farbstoff Platinoctaethylporphyrin (PtOEP)
dotierten P-Punkten als Sauerstoffsensor.[52] Die PtOEP do-
tierten P-Punkte zeigten einen effizienten Intrapartikel-
Energietransfer vom Polymerwirt zum phosphoreszierenden
Farbstoff, was zu einer hellen Phosphoreszenz f�hrte, die
hoch empfindlich auf die Konzentration von molekularem
Sauerstoff reagierte (Abbildung 18A).

Unter Verwendung unserer P-Punkt-Funktionalisie-
rungsstrategien war es mçglich, eine ganze Reihe verschie-
dener Fluoreszenzfarbstoffe zur Entwicklung von P-Punkt-
basierten Sensoren zu verwenden.[59, 60] Unsere Gruppe ent-
wickelte eine pH-empfindliche P-Punkt-Sonde aus dem
halbleitenden Polymer PPE und dem pH-empfindlichen
Farbstoff Fluorescein.[60] Der hydrophile Farbstoff wurde
kovalent auf die P-Punkt-Oberfl�che gebunden, und der
Energietransfer vom Polymerdonor zum Farbstoffakzeptor
diente als ratiometrische Plattform f�r einen pH-Sensor. Zum
Nachweis einer intrazellul�ren pH-Wert-Bestimmung wurden
HeLa-Zellen verwendet, die diese P-Punkte �ber Endozytose
aufgenommen hatten. Der lineare pH-Bereich f�r den P-
Punkt-Sensor liegt zwischen pH 5.0 und 8.0 (Abbildung 18B),
was f�r die meisten Zelluntersuchungen geeignet ist.

Abbildung 17. Einzelpartikelfluoreszenz-Verfolgung von stark fluores-
zierenden P-Punkten. A) Hellfeld-Transmissionsaufnahme einer fixier-
ten Zelle. Die Farbmarkierungen geben die Orte der Partikel an. Blau
entspricht einem an die Membran gebundenen Partikel, gr�n ent-
spricht einem Partikel außerhalb der Zelle und rot entspricht dem Zell-
innern. B) Die Bewegungsbahnen, die bei der Fluoreszenzverfolgung
f�r die drei Partikel erhalten wurden. C) Mittlere quadratische Verschie-
bung (MSD) der verfolgten PFBT-P-Punkte in einer Zelle (rote Punkte)
und außerhalb einer Zelle (gr�ne Punkte), was Diffusionskonstanten
von 3.3 � 10�3 mm2s�1 bzw. 3.6 � 10�3 mm2s�1 entspricht. D) Mittlere
quadratische Verschiebung der an der Membran haftenden P-Punkte.
Wiedergabe nach Lit. [53] mit freundlicher Genehmigung.

Abbildung 18. Auf einem Energietransfer basierende P-Punkt-Sensoren.
A) Sauerstoffabh�ngiges Emissionsspektrum von mit PtOEP dotierten
PDHF-P-Punkten. Der Einschub zeigt mit UV-Licht beleuchtete Photo-
aufnahmen der w�ssrigen P-Punkt-Lçsungen, die jeweils mit Stickstoff,
Luft und Sauerstoff ges�ttigt wurden. Wiedergabe nach Lit. [52] mit
freundlicher Genehmigung. B) Fluoreszenzspektren von mit Fluores-
cein konjugierten PPE-P-Punkten bei verschiedenen pH-Werten im Be-
reich von 5 bis 8. Wiedergabe nach Lit. [60] mit freundlicher Genehmi-
gung. C) Fluoreszenzspektren von mit RhB konjugierten PFBT-P-Punk-
ten bei verschiedenen Temperaturen von 10 8C bis 70 8C. Wiedergabe
nach Lit. [59] mit freundlicher Genehmigung. D) Fluoreszenzspektren
von mit RhB-SL dotierten PFBT-P-Punkten in w�ssriger Suspension mit
steigender Quecksilberionenkonzentration von 0 auf 0.57 mm. Wieder-
gabe nach Lit. [77] mit freundlicher Genehmigung.
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In einer sp�teren Untersuchung wurden temperaturemp-
findliche P-Punkte konstruiert, die auf den halbleitenden
Polymeren PFBT und PFPV sowie einem temperaturemp-
findlichen Farbstoff Rhodamin B (RhB) basierten.[59] Um den
hydrophilen RhB-Farbstoff gleichm�ßig in den P-Punkten zu
verteilen, wurden die kleinen Farbstoffmolek�le kovalent mit
einem hydrophoben Polystyrol verkn�pft und dann mit den
hydrophoben halbleitenden Polymeren vermischt. Wie auch
die pH-Sensoren zeigten die P-Punkte einen effizienten
Energietransfer von der Polymermatrix auf die Farbstoffak-
zeptoren, was zu einer ratiometrischen Temperaturabtastung
f�hrte. Diese P-Punkt-Sensoren zeigten eine lineare Fluo-
reszenzantwort zwischen 10 und 70 8C (Abbildung 18 C). In
HeLa-Zellen wurde eine effiziente zellul�re Aufnahme der P-
Punkte beobachtet, und die nachfolgend aufgenommenen
Zellbilder und Temperaturbestimmungen waren mit den
durch ein Thermoelement gemessenen Ergebnissen konsis-
tent, womit das Potenzial dieser P-Punkte als empfindliche
intrazellul�re Temperatursensoren belegt wird.

Auch Nanopartikel-basierte Ionensensoren haben einiges
Interesse geweckt, und zwar aufgrund ihrer Einfachheit, Se-
lektivit�t, hohen Empfindlichkeit und Zuverl�ssigkeit.[165,166]

P-Punkt-basierte Ionensensoren wurden entwickelt, um bio-
logisch- und umweltrelevante Ionen wie Cu2+, Fe2+ und Hg2+

nachzuweisen. In einer einzelnen Plattform koordinierten
carboxyfunktionalisierte P-Punkte direkt mit Cu2+- oder Fe2+-
Ionen, was zu einer Fluoreszenzlçschung aufgrund von P-
Punkt-Aggregation f�hrte.[62] Die Cu2+-induzierte Aggrega-
tion konnte durch Zugabe von Ethylendiamintetraessigs�ure
(EDTA) zu der Lçsung r�ckg�ngig gemacht werden; die
Fe2+-induzierte Aggregation war nicht reversibel. Die selek-
tive Fluoreszenzwiederherstellung ermçglichte den Sensoren
eine Unterscheidung zwischen Kupfer- und Eisenionen und
die Bestimmung ihrer jeweiligen Konzentrationen. In einer
erst k�rzlich durchgef�hrten Untersuchung wurde basierend
auf der Farbstoffdotierungsstrategie ein Hg2+-Fluoreszenz-
sensor entwickelt.[77] Dieser Hg2+-Sensor wurde aus PFBT-P-
Punkten hergestellt, die mit dem molekularen Farbstoff
Rhodamin-Spirolactam (RhB-SL) dotiert waren. Die Farb-
stoffmolek�le waren nicht fluoreszierend, bis sie auf Queck-
silberionen trafen, die eine irreversible Reaktion fçrderten
und die nichtfluoreszierenden Farbstoffe in fluoreszierende
Rhodamine umwandelten. Das Fluoreszenzintensit�tsver-
h�ltnis des Farbstoffakzeptors zum PFBT-Donor ermçglichte
eine ratiometrische Erfassung von Quecksilberionen. Die
Lichtsammelf�higkeit der P-Punkte verst�rkte die Fluores-
zenzintensit�t der Rhodamin-Farbstoffe um einen Faktor von
10, was eine empfindliche Detektion von Quecksilberionen in
Wasser ermçglichte (Abbildung 18D). Zusammengefasst
zeigen die vielseitigen P-Punkt-basierten Sensorplattformen
die vielversprechenden Mçglichkeiten, die P-Punkte im
Hinblick auf chemische Sensoranwendungen bieten.

Erst k�rzlich haben Swager und Mitarbeiter eine neue Art
von Nanopartikelsensoren vorgestellt, die auf einem Ener-
gietransfer von Sensorbiomolek�len, z. B. einer Protease,
basieren.[74] Die Nanopartikel bestanden aus einem stark
fluoreszierenden PPE-Polymer mit willk�rlich in das PPE-
Grundger�st eingef�gten, rot emittierenden Perylen-Einhei-
ten und einer Succinimid-Gruppen tragenden terminalen

Einheit. Unter Ausnutzung der auf dem Energietransfer ba-
sierenden Fluoreszenzverst�rkung zeigten die aus diesem
Polymer hergestellten Nanopartikel eine helle Fluoreszenz
mit zwei Maxima sowohl vom PPE-Polymer als auch von der
Perylen-Einheit. Beide Emissionsmaxima konnten bei Ver-
netzung der Nanopartikelschale (Aus-Zustand) durch Reak-
tion der Succinimid-Gruppen mit einem kurzen Peptid weiter
gelçscht werden. Die Vernetzung zwingt die Nanopartikel
effizient in einen enger aggregierten und gelçschten Zustand.
Als Reaktion auf die Protease wurden die Peptidvernetzer
abgespalten und die Spannung wurde freigesetzt, was zu
einem „Anschalten“ der Fluoreszenzantwort f�hrte. Sensor-
assays unter physiologischen Bedingungen zeigten eine 15-
fache Zunahme der Fluoreszenzintensit�t nach Inkubation
mit der Protease (Abbildung 19).[74]

Zus�tzlich zu der auf der Farbstoffdotierungsstrategie und
dem Energietransfer basierenden Sensorfunktion entwickel-
ten Harbron und Mitarbeiter photoschaltbare P-Punkte, die
mit photochromen Spirooxazin oder Diarylethen-Farbstoffen
dotiert waren.[75,76] In einer k�rzlich verçffentlichten Unter-
suchung wurde die Fluoreszenz-Photoschaltung der Diaryl-
ethen-dotierten PFBT-Nanopartikel in einer zellul�ren Um-
gebung vorgestellt.[78] Photoschaltbare Sonden sind besonders
attraktiv, da sie potenziell in extrem hochauflçsenden Bild-
gebungstechniken verwendet werden kçnnen, die Zellstruk-

Abbildung 19. Nanopartikel aus halbleitendem Polymer f�r einen Pro-
teasesensor. A) Schema des durch Protease ausgelçsten „Anschal-
tens“. Die Vernetzung zwingt die Nanopartikel effizient in einen enger
aggregierten und gelçschten Zustand. Die Protease spaltet die Peptid-
vernetzer und setzt die Spannung frei, was zu einem „Anschalten“ der
Fluoreszenzantwort f�hrt. B) Fluoreszenzspektren von Schale-vernetz-
ten Nanopartikel-Suspensionen vor (rot) und nach (blau) Inkubation
mit Trypsin. Wiedergabe nach Lit. [74] mit freundlicher Genehmigung.
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turen wiedergeben kçnnen, die sehr viel kleiner als die beu-
gungsbegrenzten Punktgrçßen sind.[9, 11] Die derzeit verf�g-
baren photoschaltbaren P-Punkte zeigen jedoch im Allge-
meinen nicht das bin�re An-Aus-Schalten, das f�r die meisten
f�r eine extrem hochauflçsende Bildgebung verwendeten
Modelle bençtigt wird.

5.7. Wirkstoff- und Gentransport

In der Nanomedizin gibt es intensive Anstrengungen mit
dem Ziel, Nanopartikel f�r einen spezifischen Transport von
Wirkstoffen, Hitze oder anderen Substanzen zu den er-
krankten Geweben zu verwenden.[167,168] Mit ihrer flexiblen
Polymermatrix bieten konjugierte Polymernanopartikel ein
geeignetes System f�r die Verkapselung von Wirkstoffen und
anderen therapeutischen Mitteln. Hydrophobe P-Punkte als
Transportsystem kçnnen auch Probleme hinsichtlich der
Lçslichkeit von Wirkstoffen �berwinden. Dies hat erhebliche
Auswirkungen, da mehr als 40 % der durch kombinatorisches
Screening identifizierten Wirkstoffe nur schlecht in Wasser
lçslich sind.[169] Diese Wirkstoffe kçnnen potenziell in P-
Punkte dotiert oder darin verkapselt werden, um zum er-
krankten Gewebe transportiert und dort freigesetzt zu
werden. Bis heute existieren nur wenige Arbeiten, in denen P-
Punkte f�r einen Wirkstofftransport verwendet werden. Al-
lerdings wurden aus amphiphilen halbleitenden Polymeren
und Polyelektrolyten hergestellte Nanopartikel als vielseitige
Systeme f�r den Wirkstoff- und Gentransport eingesetzt. Z. B.
synthetisierten Wang und Mitarbeiter konjugierte Polymer-
nanopartikel (ca. 50 nm Durchmesser) durch eine elektro-
statische Aggregierung des kationischen konjugierten fluo-
reszierenden Polymers PFO mit anionischer Poly(l-glut-
amins�ure), die wiederum mit dem Antikrebswirkstoff
Doxorubicin konjugiert war (PG-Dox).[86] Dieses Nanoparti-
kelsystem lieferte Doxorubicin zu den gew�nschten Krebs-
zellen, und da Doxorubicin die PFO-Fluoreszenz lçscht,
konnte die Wirkstoff-Freisetzung anhand des Auftreten der
PFO-Fluoreszenz �berwacht werden. Die gleiche Gruppe
nutzte auch einen kationischen Poly(p-phenylenvinylen)-Po-
lyelektrolyten in einer Zellkulturuntersuchung, der selektiv
an Bakterienzellen band und diese sch�digte.[170] Die hohe
negative Ladungsdichte der Bakterienzelloberfl�che ermçg-
lichte eine selektive Bindung des kationischen Polymers an
Bakterien, nicht jedoch an S�ugetierzellen. Bei Bestrahlung
mit Licht wurde der Polyelektrolyt angeregt, erzeugte ver-
mutlich ROS und tçtete die Bakterienzellen ab. Liu und
Mitarbeiter berichteten ebenfalls �ber ein Wirkstofftrans-
portsystem, das auf mit dem Antikrebsmittel Cisplatin bela-
denen konjugierten Polyelektrolyt-Nanopartikeln basierte.[88]

Diese Wirkstoff-beladenen Nanopartikel wurden als In-vivo-
Fluoreszenzbildgebungssonden vorgestellt, die simultan die
langsame und kontinuierliche Wirkstoff-Freisetzung in
Nacktm�usen bei intravençser Verabreichung verfolgten.

Amphiphile und hydrophile halbleitende Polymernano-
partikel wurden auch im Hinblick auf einen Gentransport
untersucht.[92] In einer Studie wurde ein lipidmodifiziertes
kationisches Poly(fluorenylenphenylen)-Polymer (PFPL) mit
anh�ngenden Ammoniumgruppen synthetisiert, das �ber

elektrostatische Wechselwirkungen an DNA binden konnte.
Das f�r das gr�n fluoreszierende Protein (GFP) kodierende
pCX-EGFP-Plasmid wurde mit diesen PFPL-Nanopartikeln
zusammengebracht, um einen Nanopartikel-Plasmid-Kom-
plex zu bilden, der �ber Endozytose von A549-Zellen auf-
genommen wurde. Die gr�ne Fluoreszenz vom GFP wurde
beobachtet (Abbildung 20 A), was zeigt, dass die Nanoparti-

kel Plasmide erfolgreich in Zellen f�r eine weitere Tran-
skription und Translation ablieferten.[92] In einer weiteren
Studie wurde aminhaltiges hydrophiles PPE in Form lose
aggregierter Partikel hergestellt.[85] Diese Partikel bildeten
stabile Komplexe mit kurzer interferierender RNA (siRNA).
Die Komplexe wurden zu HeLa-Zellen transportiert, und es
wurde eine signifikante Herabregulierung des Zielgens be-

Abbildung 20. Konjugierte Polymernanopartikel f�r einen Gentrans-
port. A) Lipidmodifizierte kationische PFPL-Nanopartikel f�r den Trans-
port von f�r GFP kodierenden pCX-EGFP-Plasmiden. Fluoreszenzauf-
nahmen von A549-Zellen nach Inkubation mit PFPL/pCX-EGFP-Nano-
partikeln zeigte sowohl die blaue Fluoreszenz von PFPL als auch die
gr�ne Fluoreszenz von GFP, was darauf hindeutet, dass die PFPL-Na-
nopartikel Plasmide erfolgreich in Zellen �berf�hrt haben. Wiedergabe
nach Lit. [92] mit freundlicher Genehmigung. B) Locker aggregierte
PPE-Nanopartikel zum Transport von kurzer interferierender RNA.
Oben ist eine Darstellung von locker aggregierten, mit siRNA komple-
xierten PPE-Partikeln gezeigt. Unten sind Western-Blots von Actin B
(Ziel) und Tubulin (Kontrolle) abgebildet. Durch die CPN/siACT-Trans-
fektion wurde eine signifikante Verringerung des Zielproteins beobach-
tet. Die Actin B-Expression nahm unter Transfektionsbedingungen um
etwa 94 % ab. Wiedergabe nach Lit. [85] mit freundlicher Genehmi-
gung.
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obachtet (Abbildung 20B). Zwar befinden sich diese Unter-
suchungen noch in einem fr�hen Stadium, aber dennoch
deuten sie bereits auf das Potenzial der Verwendung von
halbleitenden Polymernanopartikeln sowohl als Bildge-
bungssonden als auch als Transportvehikel hin.

K�rzlich wurde betr�chtliches Interesse an der Entwick-
lung von Nanopartikel-basierten Photosensibilisatoren ge-
�ußert.[171–176] Derzeitig verf�gbare Nanopartikel-Photosensi-
bilisatoren bestehen typischerweise aus in Polymer-/Silici-
umdioxid-Nanopartikeln verkapselten photosensibilisieren-
den Farbstoffen[171–174] oder solchen, die an eine Q-Punkt-
Oberfl�che konjugiert sind, was zu einer Erzeugung von
Singulett-Sauerstoff durch Energietransfer f�hrt.[175, 176] Diese
Strategien werden jedoch durch ein geringes Absorptions-
vermçgen und/oder einen wenig effizienten Energietransfer
eingeschr�nkt. Durch Einschließen von Photosensibilisatoren
in P-Punkte ließen sich wirksame Nanopartikel-Photosensi-
bilisatoren mit großem Absorptionsvermçgen und einem
hoch effizienten Intrapartikel-Energietransfer erhalten.
McNeill und Mitarbeiter haben einen P-Punkt entwickelt, der
aus einem mit dem Singulett-Sauerstoff-Photosensibilisator
Tetraphenylporphyrin (TPP) dotierten halbleitenden Poly-
mer besteht.[49] TPP-dotierte P-Punkte haben sich, wie k�rz-
lich vorgestellt, als vielversprechend f�r die photodynamische
Therapie sowohl mit Ein-Photon- als auch mit Zwei-Photo-
nen-Anregung erwiesen.[55, 79,80] Spektroskopische Untersu-
chungen zeigen, dass das Polymer effizient Energie absorbiert
und zum Porphyrin-Sensibilisator transferiert, was zu einer
hoch effizienten Erzeugung von Singulett-Sauerstoff f�hrt.
Die Quantenausbeute der Singulett-Sauerstoff-Produktion
wurde auf etwa 0.6–0.8 bestimmt, was mit der von derzeit
verf�gbaren Photosensibilisatoren vergleichbar oder sogar
hçher ist.[55] Gelelektrophorese von DNA nach UV-Bestrah-
lung in Gegenwart der P-Punkte deutete auf eine betr�chtli-
che DNA-Sch�digung durch ROS hin. �hnlich wie die
Farbstoff-dotierten P-Punkt-Sensoren ziehen die P-Punkt-
Photosensibilisatoren einen Vorteil aus der flexiblen Poly-
mermatrix f�r eine Verkapselung (ein allgemeines Merkmal
von Polymeren) und den einzigartigen optischen Eigen-
schaften der P-Punkte (großes Absorptionsvermçgen und
effizienter Intrapartikel-Energietransfer), um die Leistung
der dotierenden Funktion zu verbessern.

6. Aktuelle Herausforderungen und Trends

P-Punkte stellen eine neue Klasse fluoreszierender Na-
nopartikel dar. Wie bei allen neuen Nanopartikeln werden
die Gestaltungskriterien f�r anspruchsvolle biologische An-
wendungen, sowohl in vitro als auch in vivo, immer noch
formuliert. Aufgrund der großen Zahl an verf�gbaren halb-
leitenden Polymeren, die von hydrophoben Polymeren bis hin
zu Polyelektrolyten reichen, kçnnen wir allgemeine �berle-
gungen zur Gestaltung von fluoreszierenden Hochleistungs-
sonden sowie den auftretenden Herausforderungen anstellen.
Unserer Meinung nach sind kleine und helle P-Punkte f�r die
meisten biologischen und Bildgebungsanwendungen und
Fluoreszenzassays �ußerst wichtig. Hinsichtlich der Leistung
der Sonde, etwa bez�glich ihrer Fluoreszenzhelligkeit, haben

verschiedene farbige P-Punkte zuverl�ssig Quantenausbeu-
ten von 30–60% gezeigt,[56, 58,63] was mit denen von anorga-
nischen Q-Punkten und vielen niedermolekularen organi-
schen Fluorophoren vergleichbar ist. Demzufolge ist der
Absorptionsquerschnitt von P-Punkten der wichtigste Faktor
f�r ihre Fluoreszenzhelligkeit. Der Absorptionsquerschnitt
h�ngt vom Volumenanteil sowie von der Packungsdichte der
Fluorophore f�r eine gegebene Partikelgrçße ab. Daher sind
hohe Fluorophoranteile und dicht gepackte Strukturen f�r
die Entwicklung heller P-Punkt-Sonden hoch erw�nscht. Wir
m�ssen die Herstellungsverfahren f�r P-Punkte jedoch noch
weiter verbessern, sodass wir zuverl�ssig verschiedene
Grçßen mit einer engen Grçßenverteilung herstellen kçnnen.

Bei der P-Punkt-Funktionalisierung scheint die direkte
Funktionalisierung der beste Ansatz zur Modifizierung der
Oberfl�che von hydrophoben P-Punkten zu sein.[65] Hydro-
phile funktionelle Gruppen sind allgemein von Nutzen und
kçnnen kovalent mit den Seitenketten oder terminalen Ein-
heiten von hydrophoben halbleitenden Polymere verkn�pft
werden. Die direkte Funktionalisierung kann die Helligkeit
pro Partikel, innere Struktur, Nanopartikelstabilit�t und un-
spezifisches Markieren in biologischen Anwendungen be-
tr�chtlich beeinflussen. Daher muss die Dichte der funktio-
nellen Gruppen zur Maximierung der Sondenleistung sorg-
f�ltig kontrolliert werden.[65] Zudem ist es �ußerst schwierig,
die Zahl und geometrische Verteilung der chemischen funk-
tionellen Gruppen zu steuern, da auf der Nanopartikelober-
fl�che eine Vielzahl reaktiver Stellen vorhanden ist. In zell-
basierten Analysen kçnnen die multiplen Bindungsstellen der
Nanopartikel eine Vernetzung der an der Signalwegaktivie-
rung beteiligten Zelloberfl�chenproteine verursachen und so
die Rezeptorbindungsf�higkeit drastisch herabsetzen. Daher
sind f�r viele biologische Anwendungen P-Punkte mit mo-
nofunktionellen Gruppen hoch erw�nscht. Diese Herausfor-
derung stellt eine klare Motivation zur Erkundung neuer
Ans�tze zur Funktionalisierung von P-Punkten mit einer
vorbestimmten und genau kontrollierten Zahl funktioneller
Gruppen dar.

Hinsichtlich der spektroskopischen Eigenschaften von P-
Punkten stellen die sehr breiten Emissionsspektren der der-
zeit erh�ltlichen P-Punkt-Spezies einen gravierenden Nach-
teil dar. Zum Beispiel zeigt PFBT, eine sehr gut untersuchte
P-Punkt-Spezies eine Halbwertsbreite (HWB) von etwa
75 nm, was etwa zweimal breiter ist als die von anorganischen
Q-Punkten, die im sichtbaren Bereich emittieren. Die meis-
ten biologischen Anwendungen verlangen, dass gleichzeitig
mehrere Ziele detektiert werden; spektrale „Multiplex“-
Analysen erfordern, dass Sonden Emissionen mit enger
Bandenbreite aufweisen. Die breiten Emissionsspektren der
herkçmmlichen P-Punkt-Spezies schr�nken deren N�tzlich-
keit f�r „Multiplex“-Anwendungen betr�chtlich ein. Es be-
steht ein dringender Bedarf an der Entwicklung neuer P-
Punkt-Varianten, die bei verschiedenen Wellenl�ngen mit
einer engen spektralen Bandweite emittieren kçnnen. Erst
k�rzlich haben wir die Synthese von halbleitenden Polymeren
mit Bordipyrromethen(BODIPY)-Einheiten beschrieben,
die mehrfarbige, hell emittierende P-Punkte mit einer HWB
von nur 40–50 nm erzeugen.[67] Diese P-Punkte sind f�r
„Multiplex“-Anwendungen durchaus vielversprechend. Die
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meisten P-Punkt-Spezies zeigen Emissionen im sichtbaren
Bereich, mithilfe der Farbstoffdotierungsmethode kann die
Fluoreszenz aber bis in den Nahinfrarotbereich verschoben
werden, etwa auf 777 nm.[61] Stark fluoreszierende P-Punkt-
Spezies mit breiter Absorption und Emission im NIR-Bereich
sind f�r In-vivo-Anwendungen bevorzugt, da biologische
Gewebe diese Wellenl�ngen in minimalem Ausmaß absor-
bieren. Diese Anforderungen bieten eine Vielzahl von For-
schungsmçglichkeiten f�r Polymerchemiker, um neue Poly-
merspezies mit engbandigen und/oder NIR-Emissionen zu
untersuchen.

Auch bei der Verwendung von P-Punkten f�r klinische
Studien sind noch detaillierte Untersuchungen erforderlich.
In einem k�rzlich erschienenen Beitrag[160] wurden drei Kri-
terien f�r die Bewertung von Nanopartikeln hinsichtlich eines
potenziellen klinischen Nutzes vorgeschlagen: 1) ein endg�l-
tiger hydrodynamischer Durchmesser (HD) unter 5.5 nm, um
eine schnelle renale Clearance zu ermçglichen, und/oder
2) eine Formulierung mit vollkommen nichttoxischen Kom-
ponenten und/oder 3) biologische Abbaubarkeit zu aus dem
Kçrper entfernbaren Komponenten. Zu diesen drei Gestal-
tungskriterien ist ebenfalls weitere Forschung erforderlich. Es
wird ein besseres Verfahren bençtigt, um kleine P-Punkt-
Grçßen sowie Monodispersit�t zu erhalten. F�r nichttoxische
Materialien ist eine renale Clearance (HD< 5.5 nm) mçgli-
cherweise nicht notwendig. Die Partikelgrçße wirkt sich
jedoch auf die Bioverteilung und die „Targeting“-Effizienz
aus. Die langfristige In-vivo-Toxizit�t von P-Punkten muss
ebenfalls noch untersucht werden, obwohl P-Punkte in Zell-
kulturuntersuchungen biologisch harmlos zu sein schienen.
Unserer Meinung nach sind dies die wesentlichen Aspekte f�r
eine weitere Entwicklung von P-Punkten f�r eine Vielzahl
von biologischen und klinischen Anwendungen.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Obwohl halbleitende Polymere seit nunmehr drei Jahr-
zehnten untersucht werden, ist ihre Anwendung in fluores-
zierenden Nanopartikeln erst seit einigen Jahren in den Mit-
telpunkt des Interesses ger�ckt. Halbleitende P-Punkte
zeigen faszinierende Eigenschaften als Fluoreszenzsonden,
wie eine außerordentliche Helligkeit, hohe und stabile
Emissionsraten, eine ausgezeichnete Photostabilit�t und
fehlende Toxizit�t. Aktuelle Untersuchungen haben gezeigt,
dass die Partikelgrçße, Morphologie, innere Struktur und
Funktionalisierungsmethoden alle f�r die Leistungsf�higkeit
von P-Punkten in praktischen biologischen Anwendungen
entscheidend sind. Dar�ber hinaus bieten P-Punkte eine
einzigartige Plattform zur Entwicklung multifunktioneller
Sonden, in denen die außerordentliche Fluoreszenzhelligkeit
und der effiziente Intrapartikel-Energietransfer mit einer
flexiblen nichttoxischen Polymermatrix kombiniert sind, was
eine Dotierung mit vielseitigen Sensormolek�len, Wirkstof-
fen und Kontrastmitteln ermçglicht.

Obwohl die Vorteile der P-Punkte gegen�ber kleinen
Farbstoffmolek�len und anorganischen Q-Punkten auf der
Hand liegen, sind die drei Arten von Sonden ohne eine
konkrete Anwendung nur schwer vergleichbar. Niedermole-

kulare Farbstoffe werden trotz ihrer nicht optimalen Hellig-
keit und Photostabilit�t weit verbreitet als Fluoreszenzmar-
ker in der Fluoreszenzbildgebung und in Assays eingesetzt,
und zwar aufgrund der gut bew�hrten Markierungsprotokolle
und der molekularen Abmessungen. P-Punkte und Q-Punkte
verhalten sich als Nanopartikel mit Oberfl�cheneigenschaf-
ten, nicht als Molek�le, was ihre Wechselwirkung mit Bio-
molek�len und auch ihre Anwendung in biologischen Um-
gebungen kompliziert macht. Die ausgezeichneten Eigen-
schaften der Nanopartikelmarker kçnnen jedoch bei der
Lçsung hartn�ckiger Probleme in Anwendungen helfen, bei
denen Helligkeit und langfristige Photostabilit�t entschei-
dend sind. Was nun P-Punkte und Q-Punkte angeht, so zeigen
die verschiedenen Untergruppen der fluoreszierenden Na-
nopartikel jeweils f�r sich ausgepr�gte Eigenschaften. P-
Punkte bieten eine starke Helligkeit und sind nicht toxisch,
Q-Punkte zeigen dagegen enge und symmetrische Emissio-
nen. Wir mçchten Forscher dazu ermutigen, Fluoreszenz-
sonden auf einer Fall-zu-Fall-Basis zu bewerten und auszu-
w�hlen und Verallgemeinerungen soweit wie mçglich zu
vermeiden.

Unserer Meinung nach wird die Entwicklung und An-
wendung von P-Punkt-Biokonjugaten auch weiterhin ein
aktiver und wichtiger Bereich der Fluoreszenzbildgebung und
biomedizinischen Untersuchungen bleiben. Die Forschung im
Bereich der P-Punkte wird auch weiterhin mit neuen Entde-
ckungen und Herausforderungen aufwarten. Dabei bedarf es
einer fach�bergreifenden Zusammenarbeit zwischen Chemi-
kern, Biologen und Klinik�rzten. Wir glauben, dass die Un-
tersuchung neuer P-Punkt-Spezies mit besserer Leistungsf�-
higkeit, genau kontrollierten Oberfl�cheneigenschaften und
multimodalen Bildgebungs-/Sensorfunktionalit�ten zuk�nftig
den Hauptschwerpunkt dieses Bereichs bilden werden. Bei
einer Optimierung der P-Punkt-Technologie sollte diese
weitreichende und bleibende Auswirkungen auf die biome-
dizinische Bildgebung, Diagnostik und Therapeutik haben.
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