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1. Einleitung

Die Entwicklung neuer Codierungsstrategien ist eine
treibende Kraft f�r die Mehrfachdetektion von Analyten in
komplexen Mischungen mit minimierten Probenvolumina,
verk�rzter Assaydauer und verringerten Kosten. Die Mehr-
fachdetektion von Analyten ermçglicht Genotypisierung,[1]

medizinische Diagnosen,[2] Screening von kombinatorischen
Bibliotheken[3] und Umwelt�berwachung.[4] Multiplexassays
lassen sich grob in zwei Formate einteilen: Im ersten Format
wird eine Vielzahl von Sonden durch deren r�umliche Posi-
tion auf einem planaren Array identifiziert.[5] Beim zweiten
Format werden die Sonden an suspendierte Mikrosph�ren
gebunden, die mit einem Identifizierungscode oder „Strich-
code“ markiert sind.[6] Mikrosph�ren in Suspension haben
eine große Oberfl�che und ermçglichen eine schnelle Bin-
dung. W�hrend bei planaren Arrays die Sonden einzeln auf-
getragen werden m�ssen, kçnnen codierte Mikrosph�ren
schneller und homogener in einem großen Ansatz syntheti-
siert werden.[7] Daher haben codierte Mikrosph�ren das Po-
tenzial, die Kosten pro Array drastisch zu senken, sofern sie
durch die Verwendung einfacher und preiswerter Instru-
mentierung detektiert werden kçnnen. Codierte Mikrosph�-
ren[8,9] – und sogar Zellen[10] – profitieren von hçherer Flexi-
bilit�t, da sie in Suspension durch Durchflusszytometrie sor-
tiert oder in Arrays mit Femtoliter-großen Gef�ßen geladen
werden kçnnen.[11, 12] Beide Detektionsmethoden ermçgli-
chen das parallele Auslesen einer großen Zahl verschiedener
Sonden. Außerdem ist jeder Typ codierter Mikrosph�ren in
mehreren Kopien vorhanden, wodurch die Beobachtung
einer statistisch relevanten Sondenzahl in einem einzigen
Experiment mçglich wird.

Der maximale Grad der Parallelisierung mithilfe (sus-
pendierter) Mikrosph�ren h�ngt von der Zahl an Identifi-
zierungscodes ab, die getrennt voneinander detektiert werden
kçnnen. Verschiedenste optische Codierungsstrategien
wurden beschrieben, um so viele Codes wie mçglich zu er-
halten. Beispielsweise lassen sich Mikropartikel mit zweidi-
mensionalen Mustern graphisch codieren.[13–18] Die Definie-
rung und die Auflçsung optischer Muster im Mikrometer-
maßstab erfordert jedoch eine anspruchsvolle Instrumentie-

Photonen aufkonvertierende Nanopartikel (photon upconverting
nanoparticles, UCNPs) sind Lanthanoid-dotierte Nanokristalle, die
unter Nahinfrarotanregung sichtbares Licht emittieren (Anti-Stokes-
Emission). Diese einzigartige optische Eigenschaft schließt Hinter-
grundfluoreszenz und Lichtstreuung durch biologisches Material aus.
Ein weiteres Kennzeichen der UCNPs ist die Emission von mehreren
schmalen Emissionslinien, was neue Wege f�r die optische Codierung
bereitet. Eindeutige Emissionssignaturen kçnnen erzielt werden, in-
dem man die Mehrfachemission der UCNPs durch die Zusammen-
setzung der Dotanden oder durch eine Oberfl�chenmodifikation mit
Farbstoffen einstellt. Wenn nur die Intensit�t einer Emissionslinie
justiert wird, w�hrend eine weitere Emissionslinie als konstantes Re-
ferenzsignal fungiert, kçnnen ratiometrische Codes entwickelt werden,
die unabh�ngig von Schwankungen der absoluten Signalintensit�ten
sind. Die Kombination mehrerer UCNPs, die jeweils durch ihre
Kennung aus Emissionslinien eindeutig identifizierbar sind, erhçht
den Umfang der Codierungen exponentiell und schafft so die Vor-
aussetzungen zur Steigerung der Mehrfachdetektion von Analyten.
Dieser Aufsatz zeigt das Potenzial der UCNPs zur Markierung und
Codierung von Biomolek�len, Mikrosph�ren und sogar ganzen Zel-
len auf.
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rung. Dagegen nutzt die spektrale Codierung entweder cha-
rakteristische IR- oder Raman-Signaturen[19–24] oder die
Emissionsspektren und -intensit�ten der lumineszierenden
Materialien, wie fluoreszierende Farbstoffe, Quantenpunkte
oder Photonen aufkonvertierende Nanopartikel als codie-
rende Elemente. Die Markierung von Mikropartikeln mit
Fluorophoren ist wahrscheinlich die g�ngigste Methode zur
spektralen Codierung.[8, 25] Mikrosph�ren, die gewçhnlich aus
Polystyrol bestehen, lassen sich in organischen Lçsungsmit-
teln, die definierte Konzentrationen von Fluorophoren ent-
halten, quellen. Nach der �berf�hrung in eine w�ssrige
Lçsung schrumpfen die Mikrosph�ren und schließen die
Fluorophore dauerhaft ein.

Die spektrale Codierung ist kompatibel mit optischen
Standarddetektionssystemen wie Durchflusszytometrie und
ist deswegen vielseitig anwendbar. Aus Gleichung (1) ergibt
sich die maximale Zahl an spektralen Codes (C), wobei i die

C ¼ iw � 1 ð1Þ

Zahl der unterscheidbaren Intensit�tsniveaus und w die Zahl
an Wellenl�ngen ist.[26] Ein Intensit�tsniveau muss immer
subtrahiert werden, da es nicht vom Hintergrund unter-
scheidbar ist. C l�sst sich exponentiell erhçhen, indem meh-
rere Intensit�tsniveaus und mehrere Wellenl�ngen gleichzei-
tig verwendet werden. Zum Beispiel ergeben vier Intensi-
t�tsniveaus und zwei Wellenl�ngen 15 (= 42-1) Codes (Ab-
bildung 1), w�hrend zehn Intensit�tsniveaus und vier Wel-
lenl�ngen im Prinzip 9999 Codes liefern. Der tats�chliche
Codierungsumfang ist jedoch begrenzt durch a) breite und
�berschneidende Emissionsspektren, b) Schwankungen in
den Signalintensit�ten und c) stçrende Hintergrundsignale.

Mehrere Ans�tze wurden untersucht, um die begrenzte
Zahl an Codes zu erhçhen, die durch konventionelle Fluo-
rophore erzeugt werden kçnnen. Zum Beispiel l�sst sich die
Emission von Fluorophor-dotierten Siliciumoxidnanoparti-
keln einstellen, indem die Effizienz des resonanten Fluores-
zenzenergietransfers zu verschiedenen Akzeptoren angepasst
wird.[27] Zus�tzliche Informationen bietet die Bestimmung
der Fluoreszenzlebensdauer.[28] Und auch Biomolek�le wie
DNA lassen sich als Codierungselement f�r einen kombina-
torischen Code verwenden. In diesem Fall wird ein be-
stimmter DNA-Strichcode an jede Mikrosph�re gebunden.
Der DNA-Strichcode kann anschließend unter Verwendung

von komplement�ren Oligonucleotiden, die verschiedene
Fluorophore tragen, durch aufeinander folgende Hybridisie-
rungs- und Dehybridisierungsschritte decodiert werden.[29,30]

Codes, die auf Nanopartikeln basieren, bieten besondere
Vorteile gegen�ber konventionellen, organischen Fluoro-
phoren, da sie weitgehend resistent gegen Photobleichen sind
und ihre Emissionsspektren durch eine geeignete Nanopar-
tikelplanung genau abgestimmt werden kçnnen. Zum Bei-
spiel kann die Oberfl�chenstruktur von Goldnanopartikeln
f�r die Mehrfachcodierung angepasst werden, um charakte-
ristische Resonanzwellenl�ngen f�r die Oberfl�chenplasmo-
nenresonanz zu erhalten.[31–36] Lumineszierende Nanopartikel
kçnnen auf die gleiche Weise f�r die spektrale Codierung
verwendet werden wie organische Fluorophore. Quanten-
punkte des Typs (Cd/Zn)Se weisen grçßenabh�ngige Emis-
sionsfarben auf,[26, 37, 38] wodurch eine Reihe von Codierungs-
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Codierung. Mikrosph�ren
sind markiert mit Kombinationen zweier fluoreszierender Farbstoffe,
die entweder gr�nes oder rotes Licht emittieren. Die Emissionsintensi-
t�t jedes Farbstoffs kann einzeln durch die Konzentration eingestellt
werden. Mikrosph�ren, die keine Fluorophore enthalten, kçnnen nicht
vom Hintergrund unterschieden werden. Deswegen ergibt die Kombi-
nation aus zwei Farben und vier Intensit�tsniveaus 15 (= 42-1) Codes.
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elementen generiert werden kann. Anregungslicht einer ein-
zelnen Wellenl�nge – typischerweise im UV-Bereich – kann
zum gleichzeitigen Auslesen aller Codes eingesetzt
werden.[39, 40] Die Einsetzbarkeit von Quantenpunkten in
biologischen Anwendungen ist jedoch eingeschr�nkt, einer-
seits weil Cadmium(II) toxisch ist und andererseits weil die
Anregung bei kurzen Wellenl�ngen zu einer recht starken
Hintergrundfluoreszenz durch biologische Materialien f�hrt.

Diese Einschr�nkungen kçnnen durch die Verwendung
einer relativ neuen Klasse von Nanopartikeln – den Photonen
aufkonvertierenden Nanopartikel (UCNPs) – elegant ver-
mieden werden. W�hrend die Eigenschaften und das Poten-
zial von UCNPs bereits fr�her beschrieben wurden,[41–43]

richtet sich dieser Aufsatz auf die Entwicklung neuer Codie-
rungsstrategien, die sich aus den einzigartigen Lumineszenz-
eigenschaften der UCNPs ergeben.

2. Eigenschaften von Photonen aufkonvertierenden
Nanopartikeln zur Multiplexcodierung

Effiziente spektrale Codierungsstrategien zur Mehrfach-
analyse biologischer Proben erfordern sowohl geringe Hin-
tergrundsignale durch Biomolek�le als auch eine gute Tren-
nung der Emissionssignale, um so viele Codes wie mçglich
unterscheiden zu kçnnen. Stçrungen durch Hintergrund-
signale sind besonders bei Verwendung von kurzwelligem
Licht ein Problem. Rayleigh-Streuung tritt vor allem im UV-
Bereich auf und nimmt mit der vierten Potenz der Wellen-
l�nge ab. Zudem weisen viele Biomolek�le Autofluoreszenz
bei Verwendung von kurzwelligem Licht auf.[44] Am anderen
Ende des Spektrums gibt es dagegen nur geringe Wechsel-
wirkungen zwischen Nahinfrarot(NIR)-Licht und biologi-
schem Material. Somit f�hrt NIR-Licht kaum zu Hinter-
grundlumineszenz oder durch Licht verursachte Sch�den.
Außerdem dringt NIR-Licht tief in biologische Materialien
ein, wodurch mehrschichtige biologische Proben untersucht
werden kçnnen. Mehrere Strategien wurden entwickelt, um
die Vorteile langwelliger Anregung zu nutzen. Die einfachste
Mçglichkeit ist die Verwendung organischer Fluorophore, die
langwelliges Licht absorbieren.[45] Die Quantenausbeute or-
ganischer Farbstoffe verringert sich jedoch bei langwelligen
Absorptionsmaxima. Im Unterschied dazu ermçglichen
nichtlineare optische Verfahren die Anregung von organi-
schen Fluorophoren[46] oder Quantenpunkten[47] mit zwei
oder mehr langwelligen Photonen und die Detektion der
Emissionen bei k�rzeren Wellenl�ngen (sogenannte Anti-
Stokes-Emission). Zweiphotonenanregung[48, 49] und Fre-
quenzverdopplung[50] sind die am h�ufigsten verwendeten
Anti-Stokes-Prozesse, erfordern jedoch eine hohe Photo-
nenflussdichte, weil die gleichzeitige Absorption von zwei
Photonen bzw. die Kombination von zwei Photonen �ußerst
seltene Ereignisse sind. Deswegen werden teure und leis-
tungsstarke gepulste Laser bençtigt, die aber wiederum
nachteilige Wirkungen auf biologische Materialien haben
kçnnen.

Photonen aufkonvertierende Nanopartikel (UCNPs) sind
anorganische Nanokristalle, bei denen die Erzeugung einer
Anti-Stokes-Emission unter g�nstigeren Bedingungen erfol-

gen kann. Ein kontinuierlicher Diodenlaser reicht aus, um die
Absorption von zwei oder mehr Photonen langwelligen
Lichts zu bewirken. UCNPs emittieren anschließend Licht
einer k�rzeren Wellenl�nge mit einer großen Anti-Stokes-
Verschiebung.[51] Die effizientesten UCNPs, die bisher be-
kannt sind, bestehen aus einem hexagonalen NaYF4-Wirt-
gitter (Abbildung 2), das mit dreiwertigen Ytterbium- und

Erbiumionen in geringer Konzentration dotiert ist (NaYF4:
20% Yb, 2% Er).[52–55] Das hexagonale Wirtgitter richtet die
dotierten Ionen optimal f�r einen Energietransfer-Aufkon-
versions-Mechanismus (energy transfer upconversion, ETU)
zwischen den f-Orbitalen der Yb3+- und Er3+-Ionen aus, die
weitgehend �bereinstimmende Energiedifferenzen aufwei-
sen.[56] Außerdem hat das NaYF4-Wirtgitter eine geringe
Phononenenergie, wodurch die Geschwindigkeit der Multi-
phononenrelaxation niedrig ist und die angeregten Zust�nde
Lebenszeiten bis zu Millisekunden aufweisen kçnnen.[57]

Diese langlebigen, metastabilen Zust�nde der Lanthanoide
erkl�ren, warum die Sensibilisierung �ber ETU bis zu ca. 106-
mal effizienter ist als die simultane Zweiphotonenanregung.

NIR-Licht mit einer Wellenl�nge von 980 nm befçrdert
Elektronen des Sensibilisators Yb3+ im Grundzustand 2F7/2 in
den angeregten Zustand 2F5/2 (entsprechend dem Spin-Orbit-
Kopplungsschema von Russel und Saunders)[58, 59] mit einer
Energiedifferenz von ungef�hr 104 cm�1 (Abbildung 3). Der
Aktivator Er3+ wird anschließend in zwei aufeinander fol-
genden Energietransferschritten mit einer �hnlichen Ener-
giedifferenz wie Yb3+ sensibilisiert. Zuerst werden Elektro-
nen des Grundzustands 4I15/2 in den metastabilen Zustand 4I11/2

angehoben. Wegen seiner langen Lebenszeit ist eine starke
Besetzung des 4I11/2-Zustands mçglich, was einen zweiten
Energietransferschritt zur Besetzung der 4F7/2-Multiplizit�t
ermçglicht. Nach Multiphononenrelaxation emittiert das
Er3+-Ion gr�nes Licht vom Zustand 2H11/2 (521 nm) oder 4S3/2

Abbildung 2. Transmissionselektronenmikroskopische (TEM-)Aufnah-
me von monodispersen UCNPs des Typs NaYF4: 30% Gd, 18% Yb,
2% Er mit einer Vergrçßerung von 75000 � (160000 � im vergrçßerten
Ausschnitt). Die hexagonale Kristallphase f�hrt zu einer hexagonalen
Form der einzelnen Nanopartikel, die sich in einem Wabenmuster an-
ordnen (hervorgehoben im Ausschnitt).
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(543 nm). Zus�tzliche Relaxationsschritte f�hren zur Beset-
zung des 4F9/2-Zustands; das Er3+-Ion emittiert dann rotes
Licht (657 nm). Dementsprechend zeigt das Emissionsspek-
trum von UCNPs des Typs NaYF4:Yb,Er haupts�chlich zwei
in gr�n und rot gut getrennte Emissionslinien.

Konventionelle organische Fluorophore weisen breite
Emissionsbanden auf, die sich abh�ngig von der chemischen
Umgebung zu l�ngeren oder k�rzeren Wellenl�ngen ver-
schieben kçnnen. Dagegen sind die Emissionslinien der
UCNPs sehr schmal und verschieben sich nicht, da die f�r den
Energietransfermechanismus relevanten elektronischen
�berg�nge innerhalb der inneren, von der Umgebung abge-
schirmten f-Orbitale erfolgen. Die schmalen Emissionsban-
den oder -linien der Lanthanoide ermçglichen sowohl eine
grçßere Zahl als auch eine erhçhte Stabilit�t von Codes im
sichtbaren Spektrum als die breiten und �berlappenden
Emissionsbanden der organischen Fluorophore. Diese Vor-
teile der Lanthanoide wurden bereits fr�her zur Entwicklung
von Lanthanoid-dotierten Mikrostrichcodes im klassischen
Abkonversionsmodus verwendet.[60] Es ist zu beachten, dass
die absoluten Emissionsintensit�ten der UCNPs abh�ngig
von der Herstellung in gewissem Maße variieren. Allerdings
kçnnen diese Abweichungen vermieden werden, indem nur
UCNPs aus einer einzigen Großsynthese verwendet werden.
Dar�ber hinaus sind der Energietransfermechanismus und
die Emissionsintensit�ten der UCNPs abh�ngig von der
Temperatur, was f�r die Entwicklung von Nanothermome-
tern genutzt wurde.[61–63]

Eine dritte Art von Schwankungen in der Lumineszenz-
intensit�t der UCNPs wird durch Oberfl�cheneffekte verur-

sacht.[64] Nahe an der Oberfl�che befindliche Aktivatorionen
kommen in Kontakt mit Lçsungsmittelmolek�len, die die
Emission lçschen kçnnen. Vor allem Wasser �bt wegen seiner
hohen Streckschwingungsenergien, die zu strahlungslosen
Relaxationsprozessen f�hren, einen starken Lçscheffekt
aus.[65] In Er3+-dotierten UCNPs beispielsweise stimmen die
Schwingungsmodi von Wasser (ca. 3500 cm�1) nahezu mit der
Energiedifferenz der �berg�nge zwischen dem 4I11/2- und dem
4I13/2-Zustand �berein,[65] was ein Zwischenschritt f�r die
Emission von rotem Licht ist. Deshalb erscheint die rote
Emission verst�rkt, wenn UCNPs in Wasser suspendiert
vorliegen. Allgemein f�hrt der starke Lçscheffekt von Wasser
zu der ung�nstigen Situation, dass UCNPs in organischen
Lçsungsmitteln heller als in Wasser sind, in einem biologi-
schen Zusammenhang jedoch w�ssrige Suspensionen ein-
deutig die grçßte Rolle spielen. Auch Schwermetalle und
bestimmte Anionen kçnnen die Emission von UCNPs lç-
schen.[66]

Die Herstellung kleinerer UCNPs f�hrt normalerweise zu
verst�rkten Lçscheffekten auf der Oberfl�che, da das Volu-
men st�rker mit dem Radius abnimmt als die Oberfl�che.
Demgegen�ber sind f�r viele bioanalytische Anwendungen
kleine UCNPs erforderlich. Eine elegante Mçglichkeit,
Lçscheffekte auf der Oberfl�che zu minimieren und die
Aufkonvertierungseffizienz zu maximieren, ist die Umh�l-
lung der UCNPs mit einer d�nnen Schicht Wirtmaterials
(NaYF4), wodurch sich keine Dotierungsionen auf der
Oberfl�che der UCNPs mehr befinden.[67–69] Ein �hnlicher
Effekt kann durch die Beschichtung der UCNPs mit einer
Siliciumoxidh�lle erreicht werden.[70] Solche Beschichtungen
bieten zus�tzliche Vorteile, die in Abschnitt 6 diskutiert
werden.

3. Einstellung mehrerer Farben durch die Material-
zusammensetzung von UCNPs

Der modulare Aufbau von Sensibilisatoren und Aktiva-
toren in einem gemeinsamen Wirtgitter ermçglicht die Ent-
wicklung eines kombinatorischen Codes mit verschiedenen
Farben. Der Dotand Yb3+ kann wegen seines einzigen, vor-
herrschenden Energie�bergangs von 2F7/2 zu 2F5/2 genutzt
werden, um gezielt NIR-Licht zu absorbieren und Aktiva-
torionen zu sensibilisieren, die diskrete Emissionslinien auf-
weisen. Die Farbcodierung l�sst sich durch die Wahl des
Aktivators und seiner Konzentration im NaYF4-Gitter jus-
tieren. Dabei m�ssen jedoch die allgemeinen Grenzen der
Fluorometrie ber�cksichtigt werden. Wie im Gesetz von
Parker gezeigt [Gl.(2)], h�ngt die gemessene Fluoreszenzin-

F ¼ I e c l QY k ð2Þ

tensit�t F ab von a) der Intensit�t I des Anregungslichts,
b) dem molaren Extinktionskoeffizienten e bei der Anre-
gungswellenl�nge, c) der Konzentration des Luminophors
(UCNP), d) der optischen Wegl�nge l in der Probe, e) der
Quantenausbeute QY des Luminophors und f) verschiedenen
geometrischen Faktoren k.

Abbildung 3. Schematisches Energieniveau-Diagramm der Anti-Stokes-
Prozesse in UCNPs des Typs NaYF4:Yb,Tm/Er. Eingeschlossen in
einem hexagonalen NaYF4-Nanokristall fungiert Yb3+ als Sensibilisator,
der NIR-Licht absorbiert, und Er3+ oder Tm3+ als Aktivatoren, die sicht-
bares oder nahinfrarotes Licht emittieren. Durchgehende Pfeile zeigen
die Strahlungs�berg�nge, gepunktete Pfeile die strahlungslosen �ber-
g�nge und die gebogenen Pfeile Multiphononenrelaxation. Wiedergabe
mit Genehmigung aus Lit. [53].
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Es ist noch schwieriger, die nichtlineare Lumineszenzin-
tensit�t der UCNPs zu standardisieren, da deren Quanten-
ausbeute abh�ngig von der Anregungsintensit�t zu-
nimmt.[71–74] Die beiden Emissionslinien Er3+-dotierter
UCNPs beispielsweise kçnnen mit zunehmender Intensit�t
des Anregungslichts jeweils eine unterschiedliche Leistungs-
abh�ngigkeit aufweisen. Beobachtungen zeigen, dass die
gr�ne Emission von Er3+ mit einem Exponenten von 2.0 und
die rote Emission mit einem Exponenten von 2.4 in Bezug auf
die Anregungslichtintensit�t zunimmt.[75] Dieser Effekt f�llt
jedoch nur ins Gewicht, falls sich die Anregungsenergie in
hohem Maße ver�ndert.

Eine Methode, variierende Anregungsintensit�ten zu be-
r�cksichtigen, besteht in der Verwendung eines internen
Referenzsignals. In diesem Fall wird das Wirtgitter mit zwei
oder mehr Aktivatorionen dotiert. Das erste Aktivatorion
liefert ein konstantes Referenzsignal, w�hrend das Signal des
zweiten Aktivatorions zur Codierung dient. Um diese ratio-
metrische Codierungsstrategie zu verdeutlichen, haben wir
UCNPs des Typs NaYF4:Yb,Tm,Er verwendet, wobei Yb3+

als Sensibilisator, Tm3+ als Aktivator f�r das konstante Re-
ferenzsignal (blaue Emission) und Er3+ als Aktivator f�r das
einstellbare Codierungssignal (gr�ne und rote Emission;
Abbildung 4) fungieren.[76] Die Emission von Er3+ sollte be-
vorzugt als Codierungssignal verwendet werden, weil seine
Intensit�t bei einer optimalen Dotierungskonzentration von
0.5% hçher und somit �ber einen grçßeren Bereich ein-
stellbar ist als die Intensit�t der blauen Emission von Tm3+.

Die Dotierungskonzentration von Er3+ wurde schrittweise
von 0.01 auf 1.5% erhçht, um einen Satz von sieben Codes zu
erhalten.

Bei einer ratiometrischen Codierung wird die absolute
Signalintensit�t i aus Gleichung (1) durch das Verh�ltnis von
Icode zu Iref ersetzt. Die Zahl w der f�r die Analytik nutzbaren
Wellenl�ngen kann durch die Wahl verschiedener Aktiva-
torionen ai festgelegt werden. Weil die Emission eines Akti-
vatorions als konstantes Referenzsignal bençtigt wird, das
vom Hintergrund unterscheidbar sein muss, kann der Co-
dierungsumfang C der UCNPs mit Gleichung (3) beschrieben
werden.

CUCNP ¼
Icode

Iref

� � ai�1ð Þ
ð3Þ

Die schmalen Emissionslinien der UCNPs ermçglichen
es, wesentlich mehr Codes im sichtbaren Spektralbereich
unterzubringen, als dies bei konventionellen organischen
Fluorophoren mit ihren breiten Emissionsbanden der Fall ist.
In der Praxis ist die Zahl der f�r die Codierung geeigneten
Emissionslinien begrenzt, da die Emission von �berg�ngen
zwischen diskreten Energieniveaus abh�ngt. Die normaler-
weise verwendeten Emissionslinien von Er3+, Tm3+ und Ho3+

reichen jedoch aus, um einen großen Satz von Codes zu er-
halten. Ein Blick auf die Gesamtfarbe aller Emissionslinien
zeigt, dass ein durchg�ngiges Spektrum des sichtbaren Lichts
erreicht werden kann (Abbildung 5).[77] K�rzlich wurde ein
neuer Energiemigrationsmechanismus in Kern-Schale-
UCNPs mit den Aktivatorionen Tb3+, Eu3+, Dy3+ und Sm3+

beschrieben,[78] deren zus�tzliche Emissionslinien den Co-
dierungsumfang von UCNPs weiter erhçhen.

Anstatt die Intensit�t des codierenden Signals schritt-
weise zu erhçhen, kann auch die komplexe Signatur der
Mehrfachemission der UCNPs als „Strichcode“ verwendet
werden. Jede Dotandenzusammensetzung definiert somit
einen charakteristischen Strichcode. Diese Codierungsstra-
tegie wurde zur Analyse mehrerer Bioanalyten von Nann und
Mitarbeitern entwickelt.[79] UCNPs, die mit Siliciumoxid be-
schichtet waren und einen Durchmesser von 20 nm hatten,
wurden mit verschiedenen Aktivatorionen dotiert, um einen
Satz von vier Strichcodes zu erhalten: a) NaYF4:Yb f�r
blaues, gr�nes, rotes und IR-Licht, b) NaYbF4:Er f�r gr�nes
und rotes Licht, c) NaYbF4:Tm f�r blaues und NIR-Licht und
d) NaYbF4:Ho f�r gr�nes Licht. Auch nach Mischung aller
vier Strichcodes waren sie leicht voneinander zu unterschei-
den. Dieses Strichcodesystem ist stabil, aber die Zahl der
Codes ist durch die Zahl an verf�gbaren Aktivatorionen be-
grenzt. Mehr Strichcodes kçnnen erhalten werden, wenn
verschiedene Aktivatorionen, die jeweils eine charakteristi-
sche Signatur von mehreren Emissionslinien aufweisen, re-
lativ zueinander variiert werden, �hnlich wie bei ratiometri-
scher Codierung. In diesem Fall definieren die relativen In-
tensit�ten der Signaturen den Code.

Nicht nur die Signatur als Ganzes, sondern auch die In-
tensit�ten einzelner Emissionslinien eines Aktivatorions
kçnnen durch die Temperatur w�hrend der Synthese,[80,81] die
Wahl des Lçsungsmittels f�r die Synthese[82] oder eine zu-
s�tzliche Dotierung mit Ce3+,[83] Dy3+[84] oder Alkalimetall-

Abbildung 4. a) Einstellen der Intensit�t einzelner Emissionslinien
durch die Dotierung von UCNPs des Typs NaYF4:Yb,Er,Tm mit ver-
schiedenen Konzentrationen des Aktivatorions Er3+. W�hrend die Kon-
zentration an Tm3+ f�r ein konstantes Referenzsignal gleich gehalten
wird, wird die Konzentration an Er3+ schrittweise von 0.01% (violette
Linie) auf 1.5% (schwarze Linie) erhçht, um die Intensit�t der gr�nen
und der roten Emission zu steigern. Die Spektren sind normiert auf
die blaue Emission von Tm3+ bei 475 nm. b) Es besteht ein linearer
Zusammenhang zwischen den normierten Signalintensit�ten (IEr/ITm)
und der Er3+-Konzentration sowohl bei der gr�nen als auch bei der
roten Emission (in den entsprechenden Farben gekennzeichnet).
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ionen[85] eingestellt werden. Der Einsatz von KMnF3 anstatt
KYF4 als Wirtgitter f�r Yb/Er f�hrt zu UCNPs, die nur eine
einzige Emissionslinie aufweisen.[86] Die flexible Einstellung
der Signaturen ermçglicht es, einen großen Satz charakteris-
tischer Strichcodes zu erhalten. Die Gruppen von Zhang und
Stucky[87] fertigten beispielsweise Strichcodes aus Kern-
Schale-UCNPs mit variierbarem Kernmaterial. Im Kern
wurde das NaYF4-Wirtgitter mit unterschiedlichen Kombi-
nationen aus Yb3+, Ho3+ und Tm3+ dotiert, w�hrend die
Schale aus reinem NaYF4 bestand. Solche Partikel
(NaYF4:Yb,Ho,Tm@NaYF4) ergaben zehn unterscheidbare
Signaturen. Mit einem Modellassay zur Hybridisierung von
DNA wurde gezeigt, dass die charakteristischen Signaturen
dieser UCNPs als Strichcodes verwendet werden kçnnen.
Außerdem wurden UCNPs aus Lanthanoid-dotierten Oxiden
als Strichcodes f�r Immunassays verwendet.[88]

Multiplexassays, wie Durchflusszytometrie oder Femtoli-
terarrays, basieren auf Mikrosph�ren, die einen ca. 100-fach
grçßeren Durchmesser als UCNPs haben. Solange die
Emissionslinien spektral auflçsbar sind, kçnnen Mikrosph�-
ren mit zwei oder mehr codierten UCNPs beladen werden.
Auf diese Weise kann der Codierungsumfang f�r die Mehr-
fachdetektion von Bioanalyten exponentiell erhçht werden.
Normalerweise werden Polymermikrosph�ren mit organi-
schen Fluorophoren[25] oder Quantenpunkten[26] beladen, um

ihre Signalintensit�t zur Codierung einzustellen. Die exakte
quantitative Beladung der Polymermikrosph�ren ist jedoch
anspruchsvoll. Dagegen sind ratiometrische Codes von
UCNPs, die auf die Mikrosph�ren geladen werden, resistent
gegen Schwankungen in der Beladungseffizienz. Dieses
Prinzip wurde vor kurzem mit Lanthanoid-dotierten abkon-
vertierenden Nanopartikeln demonstriert.[89] Mit einer auto-
matisierten Mikrofluidikvorrichtung wurden verschiedene
Mengen an Dy3+- oder Sm3+-dotierten Nanopartikeln jeweils
mit einer konstanten Menge an Eu3+-dotierten Nanopartikeln
in Polyethylenglycol(PEG)-Diacrylat gemischt. Nach der
Photopolymerisierung entstanden hydrophile Mikrosph�ren
aus PEG-Acrylat-Polymer mit einer homogenen Grçße, die
24 unterschiedliche Codes trugen (Abbildung 6). Diese Codes
ließen sich mit einer kleineren Fehlerrate als 0.1% vonein-
ander unterschieden. Die Methode kann leicht f�r die Auf-
konversionscodierung angepasst werden.

4. Einstellung mehrerer Farben durch Beschichtung
der Oberfl�che von UCNPs mit Farbstoffen

Statt die Zusammensetzung des aufkonvertierenden Ma-
terials zu �ndern, kann man auch die Oberfl�che der UCNPs

Abbildung 5. Emissionsspektren von UCNPs in Ethanol unter Anre-
gung bei 980 nm: a) NaYF4: 18% Yb3+, 2% Er3+; b) NaYF4: 20% Yb3+,
0.2% Tm3+; c) NaYF4: 25–60% Yb3+, 2% Er3+; d) NaYF4: 20 % Yb3+,
0.2% Tm3+, 0.2–1.5% Er3+. Die Fotos zeigen die Gesamtemission der
UCNPs: e) NaYF4: 20% Yb3+, 0.2% Tm3+; f–j) NaYF4: 20% Yb3+, 0.2%
Tm3+, 0.2–1.5Er3+; k–n) NaYF4: 18–60% Yb3+, 2% Er3+. Wiedergabe
mit Genehmigung aus Lit. [77]. Copyright 2008 American Chemical So-
ciety.

Abbildung 6. Matrix aus codierten Polymermikrosph�ren. Kristalline
YVO4-Nanopartikel wurden entweder mit Dy3+ relativ zu Eu3+ oder mit
Sm3+ relativ zu Eu3+ dotiert. Beide Arten von abkonvertierenden Nano-
partikeln wurden auf Mikrosph�ren geladen, und jeder Punkt des
Streudiagramms repr�sentiert eine Mikrosph�re. Jede codierte Mikro-
sph�re kann in einem eng begrenzten Feld lokalisiert werden, und es
gibt keine �berschneidung mit Mikrosph�ren, die eine andere Codie-
rung tragen. Die Verh�ltnisse der Dy3+- und Eu3+-Emission sowie der
Sm3+- und Eu3+-Emission sind als Histogramm entlang der jeweiligen
Achsen eingezeichnet. In den Histogrammen sind alle Codes zusam-
men gruppiert. Der Ausschnitt zeigt Mikrosph�ren, die unterschiedli-
che Codes (in Falschfarben) tragen, in einem Mikrofluidikkanal. Adap-
tiert mit Genehmigung aus Lit. [89]. Copyright 2012 The Royal Society
of Chemistry.
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so beschichten, dass bestimmte Emissionslinien herausgefil-
tert werden. Diese Strategie ist vor allem effektiv bei UCNPs,
die zwei Hauptemissionen aufweisen, wie NaYF4:Yb,Er
(gr�n und rot) oder NaYF4:Yb,Tm (blau und NIR). Eine der
beiden Emissionslinien kann selektiv reabsorbiert werden,
indem die in der Beschichtung enthaltene Menge eines or-
ganischen Farbstoffs[90] oder von Goldnanopartikeln[91] ein-
gestellt wird. Die zweite Emission wird dagegen nicht reab-
sorbiert und kann als Referenzsignal genutzt werden. Bei-
spielsweise wurde die gr�ne Emissionslinie von UCNPs des
Typs NaYF4:Yb,Er in zehn Schritten angepasst, indem die
Nanopartikel mit unterschiedlichen Mengen des violetten
Farbstoffs Rhodamin B beschichtet wurden. Jedes Intensi-
t�tsniveau wurde anschließend verwendet, um einen Co-
de Icode zu definieren (Abbildung 7a). Da das Absorptions-
spektrum von Rhodamin B keinen �berlapp mit der roten
Emissionslinie der UCNPs aufweist, fungierte die Intensit�t
der roten Emission als konstantes Referenzsignal Iref.

Die Absorption durch Rhodamin B auf der Oberfl�che
der UCNPs kann durch Gleichung (4) analog zum Lambert-
Beerschen Gesetz beschrieben werden, wobei – f�r eine

� log
Ic

I0

� �
¼ ac ð4Þ

einzelne (gr�ne) Emissionslinie des UCNP – I0 der Intensit�t
der ungefilterten Emission entspricht und Ic die durch eine
gegebene Konzentration c an Rhodamin B auf der Nanopar-
tikeloberfl�che gefilterte Emissionsintensit�t darstellt. Die
Absorption a durch Rhodamin B h�ngt von der Wellenl�n-
ge l, der Dicke der Oberfl�chenbeschichtung und der Mi-
kroumgebung ab. Wenn jedoch die konstante rote Emission
der UCNPs als internes Referenzsignal f�r die gefilterte
gr�ne Emission eingesetzt wird, �ndert sich Gleichung (4) zu
Gleichung (5), wobei Iref die Intensit�t der ungefilterten roten

� log
Icode

Iref

� �
¼ ac ð5Þ

Emission und Icode die Intensit�t der gefilterten gr�nen
Emission ist. Ein Satz von zehn ratiometrischen Codes wurde
aus dem linearen Zusammenhang �log(Icode/Iref) abgeleitet.
Das Codierungssignal und das Referenzsignal sind aus-
tauschbar: Wenn die Beschichtung aus einem blaugr�nen
Farbstoff anstelle des violetten Farbstoffs Rhodamin B be-
steht, wird die rote Emission gezielt reabsorbiert, um das
Codierungssignal Icode anzupassen, w�hrend die gr�ne Emis-
sion als Referenzsignal Iref wirkt. UCNPs des Typs
NaYF4:Yb,Tm (Abbildung 7b) zeigen vorwiegend blaue und
NIR-Emissionslinien, die gut voneinander getrennt sind und
deren Intensit�ten sich durch eine Farbstoffbeschichtung mit
�berlappenden Absorptionsspektren einzeln einstellen
lassen. Beispielsweise wurde Fluorescein verwendet, um die
blaue Emission gezielt abzuschirmen, w�hrend ein langwellig
absorbierender Farbstoff[45] eingesetzt wurde, um die NIR-
Emission abzuschirmen. In beiden F�llen wirkte die ungefil-
terte zweite Emission als internes Referenzsignal, um ratio-
metrische Codes zu erhalten.

Abbildung 7. Differentielle Einstellung der Emissionsintensit�ten von
UCNPs durch einen organischen Farbstoff. a) UCNPs des Typs NaY-
F4:Yb,Er sind mit unterschiedlichen Konzentrationen von Rhodamin B
(oben) oder von Farbstoff S-0378 (unten) umh�llt. Die Konzentration
an Rhodamin B wird in zehn Schritten erhçht, um die gr�ne Emission
(lmax = 543 nm) gezielt immer st�rker zu reabsorbieren, w�hrend die
rote Emission (lmax = 657 nm) konstant bleibt. Ein linearer Zusammen-
hang ergibt sich bei der Auftragung von �log(Icode/Iref) gegen die Kon-
zentration an Rhodamin B. Alternativ kann die Intensit�t der NIR-
Emission selektiv durch den Farbstoff S-0378 eingestellt werden.
b) UCNPs des Typs NaYF4:Yb,Tm zeigen zwei Emissionslinien, die ein-
zeln eingestellt werden kçnnen, entweder durch Fluorescein zur Re-
duktion der blauen Emission (lmax = 475 nm) oder durch den Farbstoff
NIR-797 zur Reduktion die NIR-Emission (lmax = 802 nm). Adaptiert
mit Genehmigung aus Lit. [90].
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Die beiden Emissionslinien von UCNPs des Typs
NaYF4:Yb,Er zeigen nahezu die gleiche Intensit�t, aber die
NIR-Emission von NaYF4:Yb,Tm ist ungef�hr 25-mal inten-
siver als die blaue Emission. In solchen F�llen ist es besser,
die starke NIR-Emission durch eine Filterbeschichtung an-
zupassen und die blaue Emission als Referenzsignal zu ver-
wenden. Auf diese Weise vermeidet man die Detektion eines
sehr schwachen Signals, das aus der Abschirmung der ohne-
hin schon schwachen blauen Emission resultiert.

Außer als Filter f�r die Emission der UCNPs kçnnen or-
ganische Farbstoffe auch als zus�tzliche Codierungselemente
fungieren. Li et al.[92] �berzogen UCNPs des Typs
NaYF4:Yb,Er/Tm beispielsweise mit einer d�nnen Silicium-
oxidschicht, die Fluorophore oder Quantenpunkte enthielt.
In diesem Fall wirkten die UCNPs als Energiedonor f�r einen
resonanten Lumineszenzenergietransfer (LRET) zu Fluo-
rescein, Tetramethylrhodamin oder Quantenpunkten. Das
Emissionsspektrum dieser Kern-Schale-Nanopartikel �nder-
te sich, da die urspr�ngliche Lumineszenz der UCNPs ge-
lçscht wurde und neue Emissionslinien erschienen, die cha-
rakteristisch f�r den Farbstoff in der Siliciumoxidschicht sind.
Die kombinierten Emissionslinien kçnnen als eindeutige
Strichcodes verwendet werden. Ein �hnlicher Ansatz wurde
vor kurzem f�r die In-vivo-Bildgebung verwendet.[93] Außer-
dem kçnnen die Farbstoffe direkt durch sichtbares Licht an-
geregt werden, wie bei etablierten Codierungsstrategien, die
auf Mikrosph�ren beruhen.[25] Somit lassen sich zwei spek-
trale Signaturen erzeugen: eine durch Anregung mit sicht-
baren Licht und die andere durch NIR-Anregung f�r die
Aufkonversion. K�rzlich wurde ein organischer Farbstoff als
Antenne f�r UCNPs verwendet, der einen breiten Bereich
des nahinfraroten Lichts absorbiert und die Aufkonvertie-
rungseffizienz stark erhçht.[94] Die Anpassung von Anten-
nenfarbstoffen auf UCNPs bietet einen zus�tzlichen Codie-
rungsweg. Die Kombination all dieser Eigenschaften als Co-
dierungsparameter wird die Zahl der mçglichen Codes ex-
ponentiell steigern.

5. Multiparametercodierung

Die Intensit�t der mehrfachen Emissionslinien ist nicht
der einzige Parameter der UCNPs, der f�r eine ratiometrische
Mehrfachcodierung geeignet ist. Die Lebenszeit der Lumi-
neszenz kann relativ einfach mit modernen Instrumenten
bestimmt werden. Die Lebenszeit ist ein interessanter zu-
s�tzlicher Parameter f�r das Multiplexing, da sie anders als
die Intensit�t [siehe das Gesetz von Parker, Gl. (2)] weder
von der Intensit�t des Anregungslichts noch von der Emp-
findlichkeit des Detektors abh�ngt. Somit ist sie ein intrin-
sisch selbstreferenzierter Parameter.[95] Organische Fluoro-
phore und Quantenpunkte haben normalerweise kurze Le-
benszeiten (im Bereich von 0.1 bis 20 ns), die schwerer zu
bestimmen sind als l�ngere Lebenszeiten.[28] Dagegen haben
UCNPs langlebige, metastabile Zust�nde mit Abklingzeiten
im Bereich von ms bis mehrere ms, weil f-f-�berg�nge der
Elektronen aus Symmetriegr�nden verboten und deswegen
weniger wahrscheinlich sind.[57,96]

Die langen Abklingzeiten von UCNPs kçnnen effizient
von der kurzlebigen Autofluoreszenz biologischen Materials
getrennt werden, wenn die Signalaufzeichnung in definierten
Zeitfenstern erfolgt. Abkonvertierende Nanopartikel des
Typs NaYF4:Ce,Tb, die durch UV-Licht angeregt und sicht-
bares Licht emittieren, ermçglichten die Verwendung von
Zeit-aufgelçstem LRET f�r bioanalytische Anwendungen
(Abbildung 8).[97, 98] Es ist jedoch nicht nçtig, Hintergrund-
signale durch zeitaufgelçste Messungen abzutrennen, wenn
UCNPs verwendet werden, da ihre Anregung durch NIR-
Licht erst gar nicht zu Autofluoreszenz f�hrt. Vielmehr bietet
die große Bandbreite an Lebenszeiten, die spezifisch f�r jede
Art von UCNP sind, einen großen Satz an mehrparametri-
schen Signaturen f�r eine neue Codierungsdimension, die
weit �ber die Intensit�ts-basierte Codierung hinausgeht.

Der zweite Ansatz f�r eine mehrparametrische Codierung
beruht auf der Kombination von UCNPs mit anderen Mate-
rialien zu Hybridnanopartikeln mit zus�tzlichen Eigenschaf-
ten wie Magnetismus. Magnetische UCNPs kçnnen durch
Magnetkraft[99] getrennt werden oder als Kontrastmittel f�r
die Magnetresonanztomographie (MRT) wirken.[100] Es
wurden zwei Arten magnetischer UCNPs unterschieden:
Ferromagnetische Materialien wie Eisenoxid (Ferrit, Fe3O4)
werden superparamagnetisch, wenn sie unterhalb einer kri-
tischen Grçße als Nanopartikel vorliegen. Anders als das
Volumenmaterial haben superparamagnetische Nanopartikel
kein permanentes magnetisches Moment, sondern sind nur
solange magnetisch, wie ein externes magnetisches Feld an-
gelegt ist. Diese Reversibilit�t ist entscheidend, um eine
Aggregation der Nanopartikel zu verhindern. Superparama-
gnetische UCNPs wurden hergestellt, indem entweder eine
lumineszierende H�lle aus NaYF4:Yb,Er um einen Fe3O4-
Kern synthetisiert wurde,[101] UCNPs mit Fe3O4 gemeinsam in

Abbildung 8. Das Prinzip des zeitaufgelçsten LRET – h�ufig als reso-
nanter Fluoreszenzenergietransfer (FRET) bezeichnet – f�r die Bioana-
lytik. Der Energietransfer von einem abkonvertierenden Nanopartikel
des Typs NaYF4:Ce,Tb verl�ngert die Lumineszenzlebenszeit des kurz-
lebigen, organischen Farbstoffs, der an die Nanopartikeloberfl�che ge-
bunden ist. Das zeitaufgelçste LRET-Signal wird nach der Anregung
zeitversetzt in einem definierten Zeitfenster gemessen. Wiedergabe
mit Genehmigung aus Lit. [97].
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eine Siliciumoxidh�lle eingeschlossen wurden[102] oder su-
perparamagnetische Nanopartikel an die Oberfl�che der
UCNPs konjugiert wurden.[103, 104]

Paramagnetische Materialien werden h�ufig in der MRT
eingesetzt.[105] Gadolinium(III) ist das effizienteste Kontrast-
mittel, da es die grçßte Zahl an ungepaarten Elektronen
(sieben) hat und seine langen Relaxationszeiten die Relaxa-
tionsrate der umgebenden 1H-Kerne in Wasser erhçhen.[106]

Paramagnetische Kontrastmittel sind nur effektiv bei direk-
tem Kontakt mit Wasser und werden daher typischerweise in
Form von Chelaten verwendet.[106] Nach diesem Schema
wurden Gd3+-Chelate an die Oberfl�che von UCNPs ange-
kn�pft, um paramagnetische Hybridnanopartikel herzustel-
len.[107] Alle Lanthanoidionen haben �hnliche Atomradien,
und daher kann Gd3+ als zus�tzlicher Dotand in einen NaYF4-
Nanokristall integriert werden. Beispielsweise wurde eine
Gd3+-Dotierung verwendet, um die Grçße von UCNPs zu
steuern[108,109] oder um abkonvertierende Nanopartikel mit
UV-Licht anzuregen.[110] Die paramagnetischen Eigenschaf-
ten des Codotanden Gd3+ ermçglichten es sogar, das
Wachstum von UCNPs mithilfe von Magnetresonanzspek-
troskopie zu analysieren.[111]

Mit Gd3+ dotierte paramagnetische UCNPs bieten eine
weitere Dimension f�r multimodale Bildaufnahmen.[112]

Hyeon et al.[100] erhçhten die Konzentration an Gd3+ in
NaYF4-Nanokristallen schrittweise von 0 auf 12.8 mm, um das
MRT-Signal in sieben Stufen einzustellen. Nachdem para-
magnetische UCNPs mit Zellen inkubiert worden waren, war
ihr MRT-Kontrast stark erhçht. Die Gruppe von Prasad[113]

dotierte NaYF4-Nanokirstalle mit Gd3+-Konzentrationen von
0, 2, 5 und 10 mm und fand eine lineare Abh�ngigkeit der
Kontrastverst�rkung von der Gd3+-Konzentration. Diese
Beziehung ist analog zur linearen Abh�ngigkeit des Lumi-
neszenzsignals von der Konzentration des Aktivatorions Er3+

(Abbildung 4). Infolgedessen stellt das �ber einen weiten
Bereich einstellbare Magnetresonanzsignal unserer Meinung
nach eine vielversprechende neue Codierungsdimension dar.
Eine weitere Art der bimodalen Bildgebung wurde durch die
Kombination der Aufkonversion mit der Rçntgencomputer-
tomographie (CT) ermçglicht. In diesem Fall fungierten
UCNPs, die zus�tzlich mit Yb3+ dotiert waren[114] oder an die
Iod angebracht war,[115] als CT-Kontrastmittel. Sogar trimo-
dale Hybridpartikel wurden hergestellt, indem der lumines-
zierende NaYF4:Yb,Er-Kern mit Gd3+ als MRT-Kontrast-
mittel und mit 18F als radioaktives Isotop f�r die Emissions-
tomographie modifiziert wurde.[116] Der modulare Zusam-
menbau der UCNPs l�sst gen�gend Spielraum f�r die Ein-
bringung neuer Materialeigenschaften, die eine
Multiparametercodierung f�r Hochdurchsatzverfahren er-
mçglichen.

6. Synthese und Oberfl�chenmodifizierung
biokompatibler UCNPs

Bioanalytische Anwendungen erfordern die Verf�gbar-
keit von UCNPs, die klein, in Wasser dispergierbar, nicht
toxisch und f�r (stabile) Oberfl�chenfunktionalisierungen
geeignet sind, sowie eine hohe Aufkonvertierungseffizienz

aufweisen. Die Optimierung dieser Parameter ist immer noch
ein reges Forschungsgebiet, und derzeit sind keine UCNPs
verf�gbar, die all diese Voraussetzungen erf�llen.[117] Es gibt
bereits Aufs�tze �ber die Routen zur Synthese verschiedener
UCNPs.[41–43] Helle UCNPs, die auf einem NaYF4-Wirtgitter
basieren, wurden durch Copr�zipitation von Lanthanoidsal-
zen,[53, 118] thermale Zersetzung von Lanthanoidtrifluoraceta-
ten,[119, 120] solvothermale,[54, 121,122] hydrothermale[121, 123] oder
ionothermale Synthesen[124] hergestellt. Die solvothermale
Synthese in �ls�ure und Octadecen hat sich zur bevorzugten
Syntheseroute entwickelt, da sie einfach ist, sehr monodi-
sperse Nanopartikel ergibt, keine toxischen Nebenprodukte
anfallen und kein zus�tzlicher Erhitzungsschritt notwendig
ist, um die effizientere hexagonale Phase zu erhalten. Die
zellul�re Bildgebung erfordert besonders kleine UCNPs
(< 10 nm im Durchmesser), um eine freie Zug�nglichkeit zu
intrazellul�ren Bereichen und eine bessere Ausscheidung zu
ermçglichen.[125] Es ist jedoch wegen verschiedener Lçschef-
fekte, die in Abschnitt 2 diskutiert wurden, schwierig, UCNPs
zu synthetisieren, die sowohl klein sind als auch eine hohe
Aufkonvertierungseffizienz aufweisen. Erst k�rzlich ist es
gelungen, den Durchmesser der UCNPs auf unter 10 nm zu
reduzieren, indem verschiedene Codotanden wie Yb3+[126]

oder Gd3+[108, 127] in die Wirtmatrix eingebracht wurden oder
indem Oleylamin zur Reaktionsmischung hinzugef�gt
wurde.[109, 128]

Die solvothermale Synthese in �ls�ure ergibt UCNPs, die
mit einer Schicht aus �ls�ure bedeckt sind. Solche Partikel
sind nur in organischen Lçsungsmitteln dispergierbar und
m�ssen weiter modifiziert werden, bevor sie in w�ssrigen
Lçsungen verwendet werden kçnnen.[42] Zudem ist f�r wei-
tere Biokonjugationsschritte gegebenenfalls eine Oberfl�-
chenmodifizierung erforderlich.[129] In Wasser dispergierbare
UCNPs, die zugleich f�r die Biokonjugation geeignet sind,
erh�lt man entweder durch Ver�nderung der �ls�ure oder
durch Silanisierung auf der Oberfl�che. �ls�ure oder andere
hydrophobe Liganden auf der Oberfl�che von UCNPs
kçnnen mithilfe von Ligandenaustausch durch kleine hydro-
phile Liganden wie Hydroxyethyldiphosphons�ure,[130] Adi-
pins�ure,[131] Zitronens�ure[75] oder Polymere ersetzt
werden.[65, 132–135] Alternativ kçnnen amphiphile Blockcopo-
lymere[68, 136] oder Phospholipide[137] �ber hydrophobe Wech-
selwirkungen an die Oberfl�chenschicht aus �ls�ure adsor-
biert werden. �ls�ure kann spezifisch an ihrer unges�ttigten
C=C-Bindung durch ein Lemieux-von-Rudloff-Reagens[138]

oder durch Ozonolyse[104] oxidiert werden, um Azelains�ure
auf der Nanopartikeloberfl�che zu erhalten. Außerdem l�sst
die �ls�ureschicht auf der Oberfl�che auch durch Protonie-
rung der �ls�ure bei pH 4 entfernen.[139] Die Tatsache, dass
die �ls�ure auf UCNPs unter leicht sauren Bedingungen
entfernt werden kann, weist schon auf den Hauptnachteil des
Ligandenaustausches oder der Ligandenmodifizierung hin:
die begrenzte Stabilit�t aufgrund von Ligandendissoziation
oder -austausch.[55] Zus�tzlich kçnnen Polymere, die f�r einen
Ligandenaustausch verwendet werden, zu Vernetzung und
Aggregation der Nanopartikel f�hren.

Eine stabile Siliciumoxidschicht f�hrt zu UCNPs, die gut
in Wasser dispergierbar, biokompatibel[140] und nach Stan-
dardvorschriften silanisierbar sind. Die Einf�hrung reaktiver
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Gruppen ermçglicht anschließende Biokonjugationsschritte.
Normalerweise werden Wasser-in-�l-Mikroemulsionen ver-
wendet, um eine Siliciumoxidschicht auf der Oberfl�che von
�ls�ure-bedeckten UCNPs herzustellen.[141] Hydrophobe
UCNPs kçnnen in w�ssrigem Ammoniak mit einem �ber-
schuss an Cyclohexan und einem Detergenz dispergiert
werden. Die Dicke der Siliciumoxidbeschichtung l�sst sich
durch die Zugabe definierter Mengen an Tetraethylorthosi-
licat festlegen, und ein weiteres Organosilan ermçglicht die
Einf�hrung funktioneller Gruppen auf der Nanopartikel-
oberfl�che. Am h�ufigsten werden reaktive Aminosilane
eingesetzt, um Amin-funktionalisierte UCNPs[142, 143] zu er-
zeugen, die an Biomolek�le wie Biotin,[143] Fols�ure,[144,145]

Peptide,[146] Avidin,[147, 148] Antikçrper[149,150] oder DNA[151,152]

konjugiert werden kçnnen. Der Zusatz von 3-Azido-
propyltriethoxysilan w�hrend der Silanisierung ermçglicht
die Durchf�hrung von Klick-Reaktionen auf den Nanoparti-
keln,[153] z. B. zur Konjugation von DNA.[154] Auf PEG basie-
rende Silanisierungsreagentien wurden verwendet, um Ma-
leimidgruppen f�r die Bindung an Proteine einzuf�hren.[55]

Die effiziente und reproduzierbare Synthese und Ober-
fl�chenmodifizierung von UCNPs bildet die Grundlage f�r
zahlreiche bioanalytische Anwendungen in der Bildgebung
und Sensorik. Die n�chsten Abschnitte zeigen ausgew�hlte
Beispiele, wie das Multiplexing mit UCNPs f�r die Mikro-
skopie und die Biosensorik nutzbar ist.

7. Mehrfarbmarkierung von Zellen mit UCNPs f�r
die Bildgebung

Die Fluoreszenzbildgebung ist – zus�tzlich zu MRT – eine
der leistungsst�rksten Methoden, um einen detaillierten Blick
in lebende Zellen und Organismen zu erhalten. Durch Fluo-
reszenz werden auch solche Molek�le sichtbar, die kein MRT-
Signal aufweisen (wie Sauerstoff oder viele Ionen) oder deren
Signale nicht von anderen unterscheidbar sind (wie Fructose
in Gegenwart von Glucose). Die Qualit�t der Fluoreszenz-
bildgebung wurde durch konfokale, Zweiphotonen- oder
hochauflçsende Mikroskopie stark verbessert. Im gleichen
Maße, wie sich diese Techniken weiterentwickeln, erhçhen
sich auch die Anforderungen an fluoreszierende Sonden.
Beispielsweise f�hren die hohen Anregungsleistungen der
Laser-induzierten Fluoreszenzmikroskopie zu starkem Pho-
tobleichen konventioneller Fluorophore.

UCNPs bieten eine wertvolle Alternative f�r die Bildge-
bung biologischer Pr�parate,[155] weil sie nicht photobleichen.
NIR-Licht dringt tief in mehrschichtige biologische Proben
ein, und bei Verwendung von UCNPs des Typs NaYF4:Yb,Er
wurde die Abbildung eines Rattenkçrpers bis in eine Tiefe
von 10 mm beschrieben.[156] Allerdings sollte bedacht werden,
dass nicht nur das NIR-Licht das Gewebe passieren muss,
sondern auch die sichtbare Emission der UCNPs, bevor sie
detektiert werden kann. Die Abbildung tiefliegender Struk-
turen wurde erreicht, indem UCNPs des Typs NaYF4:Yb,Tm
eingesetzt wurden, die NIR-Licht bei l = 800 nm emittie-
ren.[157, 158] Die Gruppe von Andersson-Engels[72] hat k�rzlich
gezeigt, dass die nichtlineare Nahinfrarotemission Tm-do-
tierter UCNPs hochauflçsende Mikroskopie ermçglicht. Die

große Reichweite von NIR-Licht in biologischem Gewebe
wurde auch zur Freisetzung von photoaktivierbaren Verbin-
dungen[159–163] oder zur Generierung reaktiver Sauerstoffspe-
zies f�r die photodynamische Therapie genutzt,[164–166] indem
UCNPs verwendet wurden, die kurzwelliges Licht emittieren.

Unmodifizierte UCNPs wurden zun�chst dazu verwendet,
um ihre Verteilung in Fadenw�rmern,[167–169] hçheren
Tieren[140,156, 170] und Pflanzen[171] zu beobachten. Die Vorteile
der UCNPs wurden anschließend f�r die biomedizinische
Forschung an ganzen Tieren genutzt, wie k�rzlich in einem
�bersichtsartikel beschrieben.[172] F�r die Abbildung von
Blut- und Lymphgef�ßen[74, 173, 174] oder f�r die Verfolgung von
Zellen werden keine spezifischen Liganden auf der Oberfl�-
che von UCNPs bençtigt. F�r die parallele Verfolgung ver-
schiedener Zelllinien ist eine Mehrfachmarkierung mit co-
dierten UCNPs erforderlich. Die Gruppe von Liu[175] codierte
UCNPs durch Einstellung der Materialzusammensetzung:
Drei Codes wurden erzeugt, indem zwei Arten von Er3+-do-
tierten UCNPs und eine Art von Tm3+-dotierten UCNPs
verwendet wurden.

UCNPs werden leicht durch Endozytose aufgenommen,
besonders wenn sie Amingruppen auf der Oberfl�che
tragen.[176] Auf diese Weise codierte Zellen kçnnen auch in
Tiere injiziert werden, um deren zellul�re Dynamik �ber die
Zeit zu verfolgen. Die Gruppe von Wang[177] dotierte auf-
konvertierende Nanost�bchen des Typs NaYF4:Yb,Er zu-
s�tzlich mit La3+ oder Ce3+, um die Emissionsintensit�ten
einzeln einzustellen. Sie wiesen auch darauf hin, dass sich die
Farbausgabe von tiefer im Gewebe gelegenen UCNPs von
Gr�n nach Rot verschiebt, da rotes Licht biologisches Ma-
terial �ber grçßere Distanzen durchqueren kann. Einerseits
kann diese Emissionsverschiebung dazu dienen, die Lage der
UCNPs unter der Haut zu bestimmen; andererseits ist es in
diesem Fall schwierig, eine Codierungsstrategie umzusetzen,
die auf der Emissionsintensit�t der UCNPs basiert. Selbst ein
ratiometrischer Ansatz wird dadurch erschwert, dass sich das
Verh�ltnis der beiden Emissionslinien verschiebt, wenn sich
die Position der UCNPs verlagert. Die Gruppe von Kim[178]

verwendete Kombinationen aus UCNPs und Quantenpunk-
ten f�r ein Doppelmarkierung von Zellen und deren Verfol-
gung in Tiermodellen (Abbildung 9). Zwar sind Codierungs-
strategien auf Basis der Einstellung der Materialzusammen-
setzung von UCNPs h�ufiger, allerdings wurden auch
UCNPs, die durch unterschiedliche Oberfl�chenbeschichtung
mit organischen Farbstoffen codiert wurden, f�r die Verfol-
gung von Zellen in vivo verwendet.[93]

W�hrend sich die Zytotoxizit�t der UCNPs sowie deren
Aufnahme in die Zelle ohne spezifische Oberfl�chenliganden
untersuchen lassen,[75,100, 179–182] m�ssen f�r die Zielsteuerung
hin zu krebsspezifischen Strukturen Liganden an der Ober-
fl�che angebracht werden. Die Beschichtung der UCNPs mit
Fols�ure steuert sie an den Fols�urerezeptor,[144, 183] der auf
vielen Tumorzellen �berexprimiert wird.[184] Alternativ
wurden UCNPs mit Neurotoxinen[185] oder dem cyclischen
Peptid RGDFK markiert, das spezifisch f�r avb3-Integrin auf
der Oberfl�che bestimmter Tumorzellen ist.[146,186] Die aller-
meisten Studien �ber die Steuerung zu Krebszellen wurden
mit UCNPs durchgef�hrt, die mit tumorspezifischen Anti-
kçrpern beschichtet waren.[113, 150, 187–190] Ohne den Einsatz von
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Codierungsstrategien kann pro Experiment nur einer von
vielen Tumormarkern untersucht werden. Dagegen ermçg-
licht die Markierung verschiedener Liganden mit codieren-
den UCNPs die gleichzeitige Beobachtung verschiedener
Tumormarker.

Außer der Zellmarkierung ist es auch mçglich, spezifische
molekulare Sonden („Sensoren“) zu entwickeln, die ihre
Lumineszenz in Gegenwart eines intrazellul�ren Analyten,
wie Sauerstoff, �ndern.[191] Wie k�rzlich in einem Aufsatz
dargelegt,[192] gibt es zahlreiche organische Fluorophore, die
auf die Gegenwart unterschiedlicher Analyte reagieren. Die
Entwicklung solcher von UCNPs abgeleiteten Sonden ist
jedoch eine besonders anspruchsvolle Aufgabe, da sie nor-
malerweise nicht auf ihre chemische Umgebung ansprechen.
Tats�chlich ist ihr inertes Verhalten in vielen Situationen
hochwillkommen. Die einzigen Parameter, die die Lumines-
zenz der UCNPs direkt beeinflussen, sind die Tempera-
tur,[62, 63, 193,194] mit einigen Einschr�nkungen der pH-Wert[139]

und einige Schwermetallionen.[66] Die Detektion von nahezu
jedem anderen intrazellul�ren Analyten erfordert, dass die
Oberfl�che der UCNPs mit einem analytspezifischen orga-
nischen Farbstoff ausgestattet wird, der z. B. durch das
Emissionslicht der UCNPs angeregt wird.[92] Die Emission
mehrerer Farben durch UCNPs ist f�r eine intrazellul�re
Sensorik n�tzlich, da eine Emissionslinie ein weitgehend
konstantes Referenzsignal liefert, wohingegen eine zweite
Emissionslinie durch den Analyten �ber eine organische
Sonde auf der Oberfl�che der UCNPs beeinflusst wird. Diese

Strategie bietet viele
Mçglichkeiten f�r neue
lumineszierende Sonden
in intrazellul�ren An-
wendungen

8. Durch die Position
codierte heterogene
Assays

Die schwache Wech-
selwirkung von NIR-
Licht mit biologischen
Materialien ist das ent-
scheidende Kriterium f�r
die Entwicklung der Auf-
konversionstechnik in
biologischen Assays.[195]

Bevor UCNPs im Nano-
meterbereich zur Verf�-
gung standen, bahnte die
Gruppe von Tanke[196]

schon den Weg f�r die
Verwendung aufkonver-
tierender Partikel mit
einem Durchmesser von
0.1 bis 1 mm in der Histo-
logie und in heterogenen
Bioassays. Die Nachweis-
grenze der DNA-Hy-

bridisierung auf einem Mikroarray verringerte sich um den
Faktor 4 bei Verwendung der Aufkonvertierungstechnik an-
stelle von konventioneller Fluoreszenzmarkierung.[197]

Solche aufkonvertierenden Partikel wurden in Teststrei-
fen (lateral flow assay, LFA) f�r den Nachweis von
DNA,[198,199] Pathogenen[200, 201] und Proteinen[202] eingesetzt.
In einem typischen LFA bindet der Analyt in einer Probe an
ein Nachweisreagens (beispielsweise einen Antikçrper) und
fließt anschließend �ber eine Nitrocellulosemembran mit
einer Testlinie, auf der ein Analyt-spezifischer F�ngeranti-
kçrper immobilisiert ist, und einer weiteren Kontrolllinie, auf
der sich ein F�ngerantikçrper befindet, der das Nachweis-
system bindet und somit anzeigt, ob der Assay funktioniert
hat. Der Schwangerschaftstest ist wahrscheinlich der be-
kannteste LFA f�r den Nachweis des Schwangerschaftshor-
mons „humanes Choriongonadotropin“ (hCG) in Urin. Ge-
gen�ber den Empfindlichkeiten der �blichen Gold- oder
Latexpartikel wurde die Empfindlichkeit f�r hCG durch die
Verwendung der Aufkonversionstechnik um einen Faktor von
10 bis 100 verbessert.[203] LFAs eignen sich auch zum Multi-
plexing – beispielsweise waren zus�tzlich zu hCG noch zwei
weitere Proteine auf dem gleichen Teststreifen nachweis-
bar.[203] Die aufkonvertierenden Mikropartikel enthielten
unterschiedliche Dotanden, um jedem Analyten eine ein-
deutige Farbe zuzuweisen. In einem kompetitiven LFA
wurden zwçlf getrennte Testlinien auf einer Nitrocellulose-
membran verwendet, um mehrere Drogen in Speichelproben
gleichzeitig nachzuweisen.[204] Um den Grad des Multiplex-

Abbildung 9. HeLa-Zellen werden mit verschiedenen Arten von Quantenpunkten oder UCNPs des Typs NaY-
F4:Yb3+,Tm3+ markiert und subkutan in haarlose M�use injiziert. a) Schema der Implantierung von Zellen, die
mit zwei Arten von Quantenpunkten, QD750 (gr�n) und QD900 (rot), markiert sind. Die Maus in (b) und
(c) wird mit einem 660-nm-Laser beleuchtet. d) �bereinandergelegte Bilder von (b) und (c). e) Implantierung
von Zellen, die jeweils mit einer Art von Quantenpunkt, QD800 (gr�n) und UCNP (rot) markiert sind. f) Bild des
Objekts unter Beleuchtung mit einem 660-nm-Laser. g) Bild des Objekts unter Anregung mit einem 980-nm-
Diodenlaser. h) �bereinandergelegte Bilder von (f) und (g). i) HeLa-Zellen sind entweder mit QD800 (gr�n),
UCNP (rot), oder sowohl QD800 als auch UCNP (gelb) markiert und werden an verschieden Stellen implantiert.
Bild unter Anregung j) mit einem 660-nm- und k) mit einem 980-nm-Laser. l) �bereinandergelegte Bilder von (j)
und (k). Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [178]. Copyright 2011 The Royal Society of Chemistry.
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ings weiter zu erhçhen, wurden zwei Arten aufkonvertie-
render Mikropartikel jeweils mit eindeutiger Dotandenzu-
sammensetzung und Farbe f�r verschiedene Analyten einge-
setzt. Dieser LFA wurde zum Nachweis mehrerer Pathogene
in Speichel und Plasma verwendet.[205] Antigene, die von HIV,
Hepatitis C und Tuberkulose abgeleitet waren, wurden auf
getrennten Testlinien einer Nitrocellulosemembran immobi-
lisiert, um die entsprechenden Antikçrper zu fangen, die eine
Infektion anzeigen.

Die Gruppe von Soukka[206–208] setzte aufkonvertierende
Mikropartikel f�r Immunassays auf Mikrotiterplatten ein.
Soukka et al. wiesen jedoch darauf hin, dass die unspezifische
Bindung dieser relativ großen Partikel die Empfindlichkeit
beeintr�chtigt, und betonten den Bedarf an monodispersen
Nano- statt Mikropartikeln. Tats�chlich wurde eine viel bes-
sere Assayleistung erreicht, als das humane Adenovirus mit-
hilfe von UCNPs auf Oligonucleotidarrays, die auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert waren, genotypisiert wurde.[209]

9. Durch Mikrosph�ren codierte heterogene Assays

Die Mikrotiterplatte als Festphase f�r Immunassays kann
durch Mikrosph�ren ersetzt werden, und suspendierte Mik-
rosph�ren kçnnen durch Durchflusszytometrie sortiert oder
in Femtoliterarrays eingeordnet werden, wie in der Einleitung
beschrieben.[11] F�r die Entwicklung eines Sandwich-Immu-
nassays auf Mikrosph�ren wurden Proteine, Viren, Bakterien
oder sogar Sporen auf der Oberfl�che von Polystyrol- oder
magnetischen Mikrosph�ren immobilisiert.[210] Anschließend
wurde ein entsprechender Antikçrper, der mit einem auf-
konvertierenden Mikropartikel markiert war, zu den Mikro-
sph�ren gegeben, und die markierten Mikrosph�ren wurden
mithilfe von Durchflusszytometrie sortiert. In einem anderen
Format erfolgte der Nachweis des Analyten auf der Mikro-
sph�renoberfl�che durch einen biotinylierten Antikçrper, der
wiederum durch einen Neutravidin-markierten aufkonver-
tierenden Partikel detektiert wurde. Zum Multiplexing
wurden die Mikrosph�ren mit Lanthanoiden markiert, die
verschiedene Farben emittierten.

Obwohl Mikrosph�renassays prinzipiell f�r den Hoch-
durchsatz einsetzbar sind und einen hohen Grad an Multi-
plexing ermçglichen, sind sie in der Praxis durch die Zahl an
Identifizierungscodes eingeschr�nkt. Daher w�rden Mikro-
sph�renassays stark von der F�higkeit profitieren, eine hohe
Zahl von codierenden UCNPs zu erzeugen oder verschiedene
Arten von UCNPs in einer Mikrosph�re zu kombinieren, wie
in Abbildung 6 gezeigt. Noch wichtiger ist allerdings, dass der
Nachweis durch Aufkonversion f�r die Codierung von vielen
Mikrosph�ren reserviert werden kann, w�hrend konventio-
nelle Fluorophore als Reporter f�r die Analytbindung ver-
wendet werden kçnnen. In diesem Fall sind die Anregungs-
modi der UCNPs und der konventionellen Fluorophore so
gut voneinander getrennt, dass es keine Interferenz gibt.

10. Homogene Multiplexassays

In homogenen Assayformaten bleiben sowohl der Analyt
als auch das Detektionsreagens in Lçsung.[211–213] F�r diese
Art von Assay ist es notwendig, dass die Emissionsintensit�t
der UCNPs ausschließlich durch den Analyten ver�ndert
wird. Dies wird meistens durch LRET erreicht, wobei die
UCNPs als Donor und ein organischer Farbstoff,[214] Gold-
nanopartikel,[149, 215, 216] Quantenpunkt,[217] Kohlenstoffnano-
partikel,[218, 219] Graphenoxid,[220] Mangandioxid[221] oder Phy-
cobiliprotein[222] als Akzeptor wirken. Goldnanopartikel
haben sich als die effizientesten Akzeptoren f�r UCNPs
herausgestellt (Abbildung 10), doch ihr großer Durchmesser
(gegen�ber denen organischer Farbstoffe) kann zur steri-
schen Hinderung w�hrend der Analyterkennung f�hren.

Weil LRET ein stark abstandsabh�ngiger Prozess ist,[223]

kann nur die Emission von solchen Ionen gelçscht werden,
die nahe an der Oberfl�che der UCNPs liegen.[224] Deshalb
sind kleine UCNPs, die gut in Wasser dispergierbar sind,
vorteilhaft f�r die Verwendung in homogenen Assays. Die
Effizienz, mit der die Emission organischer Farbstoffe ge-
lçscht werden kann, liegt jedoch typischerweise unterhalb
von 50%, auch wenn die Lçscheffizienz erst k�rzlich auf 82%
erhçht wurde.[225] Um die geringe Lçscheffizienz des Auf-
konversions-LRET zu umgehen, wurde ein Nucleaseassay
entwickelt, der auf einem sequenziellen Energietransfer
beruht (Abbildung 11).[224]

Abbildung 10. a) Schema eines auf LRET basierenden Assays f�r
Avidin. Biotinylierte UCNPs wirken als Energiedonoren und biotinylier-
te Goldnanopartikel als Energieakzeptoren. Avidin vernetzt Donor und
Akzeptor. b) Emissionspektren in Gegenwart einer zunehmenden Avi-
dinkonzentration. c) Es l�sst sich ein linearer Zusammenhang zwi-
schen relativer Lumineszenzintensit�t (F0/F) und der Konzentration
von Avidin beobachten. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [215].
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Die Gruppe von Wheeler[226] verwendete UCNPs des Typs
NaYF4:Yb,Er als Donor und einen fluoreszierenden Farbstoff
als Akzeptor f�r einen homogenen DNA-Assay. Einzel-
str�ngige DNA wurde an aminsilanisierte UCNPs gebunden,
und ein komplement�rer DNA-Strang wurde mit Carboxy-
rhodamin markiert, dessen Anregungsspektrum mit der
gr�nen Emission der UCNPs �berlappt. Nach der Hybridi-
sierung mit einem komplement�ren 26-mer-Oligonucleotid
wurde die gr�ne Emission der UCNP gelçscht. Die Nach-
weisgrenze dieser Methode liegt bei nur 1.3 nm DNA. Dank
der Unterscheidbarkeit einzelner Fehlpaarungen in der Nu-
cleotidsequenz wurde es mçglich, Punktmutationen nachzu-
weisen, die mit der Sichelzellenan�mie in Verbindung ge-
bracht werden.[227,228] Die Gruppe von Soukka[229] nutzte die
mehrfachen Emissionslinien der UCNPs zum parallelen
Nachweis von DNA. Auf aminfunktionalisierten UCNPs des
Typs NaYF4:Yb,Er wurden zwei unterschiedliche Sequenzen
einzelstr�ngiger F�nger-DNA angebracht. Nach der Bindung
der einzelstr�ngigen Ziel-DNA wurden zwei spezifische
Sonden zugegeben, die entweder nur die gr�ne oder nur die
rote Emission der UCNPs absorbierten, sodass sich die je-
weilige Emission getrennt detektieren ließ. Nur eine NIR-
Anregungswellenl�nge war nçtig, um zwei verschiedene
DNA-Zielstr�nge ohne Interferenz gleichzeitig zu detektie-
ren.

Es wird intensiv daran geforscht, UCNPs f�r homogene
Assayformate verf�gbar zu machen. Beispielsweise wurden
homogene Assays f�r den hintergrundfreien Nachweis von
Hormonen,[230] Glucose,[216,220] Lectinen[231] oder ATP[232] in
Blut oder anderen unbehandelten biologischen Proben be-
schrieben. Substrate f�r Nucleasen oder Proteasen bestehen
normalerweise aus oligomeren Nucleotiden oder Peptidse-
quenzen,[233] deren gegen�berliegende Enden mit einem
FRET-Donor und -Akzeptor markiert sind. W�hrend in
einem intakten Oligonucleotid oder Peptid die Donorfluo-
reszenz gelçscht wird, trennt die enzymatische Spaltung
Donor vom Akzeptor und stellt damit die Emission des
Donors wieder her. Da der fluoreszierende Donorfarbstoff
durch ein UCNP ersetzt werden kann, ist es unkompliziert,
die LRET-Aufkonversionstechnik auf vorhandene FRET-
Substrate zu �bertragen. Dieses Detektionssystem wurde
eingesetzt, um Assays f�r Endonucleasen,[224] Caspasen,[234]

Thrombin[218] oder Metalloproteinasen[219] zu entwickeln.

11. Chemische Mehrfachsensoren

UCNPs in Sensorfilmen wurden zur vollst�ndig reversi-
blen Beobachtung von Ammoniak,[235] Kohlendioxid,[236]

Sauerstoff,[237] pH-Wert[238] und Schwermetallionen[66, 239] in
Echtzeit eingesetzt. UCNPs werden zwar nicht direkt von
Analyten beeinflusst, kçnnen aber als Nanolichtquellen fun-
gieren, deren Emission durch einen zugesetzten Indikator
ver�ndert wird. Der Abschirm- oder Lçscheffekt des nicht-
fluoreszierenden Indikators h�ngt von der Konzentration des
Analyten ab. Die vom Analyten abh�ngige Verringerung der
Emission der UCNPs wurde f�r die Messung von Ammoni-
ak,[235] Kohlendioxid[236] und pH-Wert[238] verwendet. Es ist
denkbar, UCNPs mit verschiedenen Emissionsfarben f�r
chemische Mehrfachsensoren zu verwenden. Allerdings
wurde dies bisher noch nicht gezeigt. In einem anderen
Schema wirkten UCNPs als Nanolampen zur Anregung von
fluoreszierenden Sonden, die beispielsweise durch Sauerstoff
gelçscht werden konnten.[237] Die Intensit�t und die Ab-
klingzeit der Sondenemission h�ngen vom lokalen pO2-Wert
ab. Diese Methode wartet ebenfalls noch auf ihren Einsatz in
Mehrfachsensoren.

12. Zusammenfassung und Ausblick

Sowohl Mehrfachcodierung als auch Photon-Aufkonver-
tierung sind neu entstehende Techniken mit einem enormen
Potenzial f�r bioanalytische Anwendungen. Die Mehrfach-
codierung schafft die Voraussetzungen f�r eine parallele
Quantifizierung einer großen Zahl von Analyten. Die Zahl an
mçglichen Codes kann durch Gleichung (1) berechnet
werden. Verglichen mit konventionellen Markierungen
haben UCNPs viele Vorteile: Sie kçnnen mit NIR-Licht an-
geregt werden und emittieren im sichtbaren Bereich (Anti-
Stokes-Emission). NIR-Licht durchdringt biologisches Ma-
terial viel besser und erzeugt keine starke Autofluoreszenz.
Das Spektrum der UCNPs besteht typischerweise aus meh-
reren schmalen Emissionslinien, was die gegenseitige Beein-
flussung verschiedener Codierungselemente minimiert. Die
Intensit�t mehrerer Emissionslinien kann f�r eine ratiome-
trische Codierung entweder einzeln angepasst werden, oder
aber die gesamte spektrale Signatur fungiert als Strichcode.
Anders als Quantenpunkte enthalten UCNPs zudem keine
toxischen Schwermetallionen.

Drei Hauptstrategien sind geeignet, eine große Zahl
spektraler Codes auf Grundlage von UCNPs zu entwickeln:
Erstens l�sst sich die Zusammensetzung der Aktivatorionen
so ver�ndern, dass ein bestimmtes Emissionsspektrum oder
bestimmte Farben definiert werden. Zweitens kann ein or-
ganischer Farbstoff auf die Oberfl�che der UCNPs gebunden
werden, um die Emission einzustellen. Drittens eignen sich
Hybridmaterialien, um zus�tzliche Eigenschaften wie
Magnetismus hinzuzuf�gen. Jede Strategie f�r sich kann
einen großen Satz an Codes ergeben – die Zahl der mçglichen
Codes nimmt jedoch exponentiell zu, wenn diese Ans�tze
kombiniert werden. Beispielsweise ergeben f�nf Arten von
UCNPs, die jeweils zehn ratiometrische Codes definieren,
100 000 (105) Codes, w�hrend die Codezahl auf 1025 [(105)5]

Abbildung 11. Homogener Enzymaktivit�tsassay mit einem UCNP-
Donor (D) und einem doppelt markierten Substrat, dessen Emission
durch internen FRET gelçscht wird. Der Fluorophor wird durch einen
UC-FRET unter kontinuierlicher NIR-Beleuchtung angeregt. Das intakte
Substrat fluoresziert nicht. Das hydrolytische Enzym trennt den Fluoro-
phor (F) und den Lçscher (Q), die sich an den gegen�berliegenden
Enden des Substrats befinden, sodass die Emission des Fluorophors
wiederhergestellt wird. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [224].
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steigt, wenn Hybrid-UCNPs eingesetzt werden, die zus�tzlich
f�nf paramagnetische Intensit�tsniveaus aufweisen. Diese
Menge sollte in �berschaubarer Zukunft f�r die Mehrfach-
detektion von Analyten ausreichen. Die hohe Codierungs-
leistung von UCNPs geht sogar �ber bioanalytische Anwen-
dungen hinaus, und findet z.B. Anwendungen im Sicher-
heitsbereich, beim F�lschungsschutz oder bei der Authenti-
fizierung von Dokumenten und kommerziellen Produk-
ten.[240–242]

Es stellt sich die Frage: Warum sind UCNPs noch nicht
weiter verbreitet? Eine Antwort ist, dass es trotz der enormen
Weiterentwicklungen bei der Herstellung von UCNPs noch
immer keine Standardvorschriften f�r die Gewinnung von
hellen und kleinen hydrophilen UCNPs gibt, wie sie f�r die
Bildgebung und f�r bioanalytische Anwendungen bençtigt
werden. Erst vor kurzem wurden UCNPs kommerziell ver-
f�gbar. Nach unserer Auffassung sind UCNPs derzeit in einer
Phase, in der Quantenpunkte vor zwanzig Jahren waren.
W�hrend Quantenpunkte jedoch wie klassische Fluorophore
messbar sind, gilt es, f�r die Detektion der Anti-Stokes-
Emission von UCNPs zus�tzliche H�rden zu �berwinden,
bevor sie standardm�ßig eingesetzt werden kçnnen. Zum
Beispiel m�ssen Mikrotiterplatten-Leseger�te und Durch-
flusszytometer an die Detektion der Aufkonversion angepasst
werden. Tats�chlich sind bisher nur wenige Fluorometer
kommerziell erh�ltlich, die im Aufkonversionsmodus arbei-
ten kçnnen. Die Situation ist etwas besser im Falle der
Fluoreszenzmikroskopie, da viele Ger�te, die urspr�nglich
f�r die Zweiphotonenmikroskopie entwickelt wurden, auch
f�r UCNPs einsetzbar sind. Wir sagen voraus, dass – wenn
diese Probleme erst gelçst sind – auf UCNPs basierende
Codierungsstrategien neue Wege des Multiplexings f�r Ge-
notypisierung, Hochdurchsatzverfahren, Zellsteuerung, Dia-
gnosen vor Ort (point-of-care diagnosis)[243] und Produktau-
thentifizierung bereiten werden.

Wir danken Stefan Wilhelm f�r die Aufnahme der TEM-Bilder
in Abbildung 2, Dr. Daniela E. Achatz f�r die Daten in Ab-
bildung 4 und Andreas Sedlmeier f�r die deutsche �berset-
zung des Artikels.
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