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Anwendungen auf der Grundlage des F�rster-Resonanz-
energietransfers (FRET) spielen eine wichtige Rolle bei der
Bestimmung von Konzentrationen und Abst�nden in nano-
skaligen Systemen in der Biologie, Biochemie und Medi-
zin.[1–3] Wegen der r�6-Abstandsabh�ngigkeit von FRET
k�nnen Strukturver�nderungen molekularer Systeme im
Bereich 1–10 nm mit sehr hoher Genauigkeit weit unterhalb
der Beugungsbegrenzung des Lichts gemessen werden. Stryer
et al.[4, 5] beschrieben das „spektroskopische Lineal“ bereits
vor �ber 40 Jahren, und es wird nach wie vor h�ufig f�r In-
und Ex-vivo-Studien inter- und intramolekularer Wechsel-
wirkungen mittels Spektroskopie und Mikroskopie teilweise
bis auf Einzelmolek�lniveau verwendet.[6–9] Zahlreiche
FRET-basierte Biosensoren f�r intrazellul�re Untersuchun-
gen wurden bis heute entwickelt.[10–14] Obwohl die meisten
dieser Anwendungen einzelne Sensoren verwenden, gibt es
einige neuere Entwicklungen dualer FRET-Paare f�r Zell-
Imaging mit fluoreszierenden Proteinen[15–17] und hier sogar
mit nur einer Anregungswellenl�nge.[18] Die Verwendung der
Multiplexing-FRET-Technik erlaubt eine simultane Messung
mehrerer Abst�nde oder Konformations�nderungen, womit
Zeit und Aufwand verringert und die bioanalytische Infor-
mation durch eine m�gliche Korrelation der simultanen
Vorg�nge erh�ht werden kann.

Die FRET-Kombination von lumineszierenden Terbium-
Komplexen (luminescent terbium complexes, LTCs) als Do-
noren und Halbleiterquantenpunkten (quantum dots, QDs)
als Akzeptoren bietet signifikante Vorteile bez�glich Emp-
findlichkeit, Abstand und multiparametrischer Analyse
(„Multiplexing“) im Vergleich zu anderen Donor-Akzeptor-
Paaren.[19, 20] Wegen der großen �berlappungsintegralwerte
k�nnen außergew�hnlich große F�rster-Radien (R0, der
Donor-Akzeptor-Abstand, bei dem die FRET-Effizienz 50%
betr�gt) bis zu 11 nm erreicht werden,[21–23] wogegen kon-
ventionelle Donor-Akzeptor-Paare selten R0-Werte von mehr
als 6 nm erreichen.[24] Es wurden nanoplasmonische Lineale
entwickelt, bei denen Abst�nde von bis zu ca. 70 nm gemes-
sen werden k�nnen,[25, 26] allerdings verwenden diese An-
wendungen relativ große Edelmetall-Nanopartikel (bis zu
40 nm) und sind beim Multiplexing zur simultanen Messung
mehrerer variabler Abst�nde (z. B. bei vielen intrazellul�ren
Vorg�ngen innerhalb einer Messung) eingeschr�nkt. Die
Pionierarbeit von Weiss et al. demonstrierte Quantenpunkt-
basierte optische Multiplexlineale mittels ultrahochaufl�sen-
der Kolokalisation (ultrahigh-resolution colocalization,
UHRC).[27] Obwohl FRET Vorteile bez�glich Aufl�sungsge-
nauigkeit und f�r dynamische Messungen hat,[28] ist UHRC
gut f�r Abstandsmessung im Bereich einiger nm bis zu eini-
gen 10 mm geeignet.[29]

Zwei sehr wichtige Aspekte f�r intrazellul�re Studien mit
QDs sind die Form und die Gr�ße dieser Nanosensoren, die
beide entscheidend sein k�nnen z.B. f�r die Zellaufnahme
und den Einfluss der QDs auf die zu untersuchenden Bio-
molek�le. Kern und Schale der QDs k�nnen durch Trans-
missionselektronenmikroskopie (TEM) relativ genau ver-
messen werden. Allerdings sind die Ger�te recht teuer, und
die Experimente sind zeitaufw�ndig und in der Regel nicht
unter denselben Bedingungen m�glich wie die eigentlichen
bioanalytischen Untersuchungen (z. B. Lebendzell-Bildge-
bung). Weiterhin ist es sehr schwierig, die genauen Maße des
gesamten QD (z. B. inklusive Polymerh�lle und Biofunktio-
nalisation) zu ermitteln, und TEM liefert nur zweidimensio-
nale Bilder. Invitrogen gibt f�r seine polymerbeschichteten
Qdots hydrodynamische Durchmesser an (Tabelle 1), die
durch Gr�ßenausschlusschromatographie mittels HPLC
durch Laufzeitvergleich mit einem Standardprotein ermittelt
werden. Obwohl dies eine Absch�tzung der Gesamtgr�ße
erm�glicht, bleibt die Form unber�cksichtigt, und die Werte
sind relativ ungenau f�r QDs mit l�nglichen (z. B. ellipsoiden)
Formen, wie sie sehr h�ufig vorliegen.[30–32]
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K�rzlich demonstrierten wir die Anwendung von zehn
LTC-QD-Paaren f�r die ultraempfindliche Multiplexdia-
gnostik.[33] Hier zeigen wir, dass diese LTC-QD-Paare auch
als molekulare Lineale f�r Multiplexing genutzt werden
k�nnen. Eine zeitaufgel�ste Analyse von f�nf LTC-QD-
FRET-Paaren mit unterschiedlichen Emissionswellenl�ngen
erm�glichte die Bestimmung der Gesamtmaße (Form und
Gr�ße) von f�nf verschiedenen biokompatiblen QDs. Ein
wichtiger Aspekt ist hierbei, dass nur eine einzige Anre-
gungswellenl�nge verwendet wird. Unser spektroskopisches
LTC-QD-Lineal erm�glicht die simultane Messung ver-
schiedener QDs mit variablen Schichtgr�ßen. Die Experi-
mente wurden unter physiologischen Bedingungen mit
spektroskopischer Standardausr�stung durchgef�hrt. Das
LTC-QD-FRET-Lineal ist f�r Messungen vom einfachen QD
bis hin zu dick beschichteten QDs geeignet. Dar�ber hinaus
k�nnen die LTC-QD-FRET-Paare bei QDs mit d�nnen Be-
schichtungen f�r intrazellul�re Multiplexanalysen verwendet
werden. Dank der hellen Lumineszenz und des effizienten
FRET unseres Donor-Akzeptor-Paars lassen sich alle Mes-
sungen bei sehr niedrigen Konzentrationen (<nm) durch-
f�hren.

Zur Validierung unseres spektroskopischen Lineals ver-
wendeten wir einen kommerziell erh�ltlichen LTC (Lumi-
phore Inc., USA) als FRET-Donor in Kombination mit f�nf
verschiedenen kommerziellen QDs (Invitrogen, USA) als
Akzeptoren. Durch die Ausnutzung der großen Unterschiede
der Lumineszenzlebenszeiten von LTCs (ms) und QDs (ns)
konnten die zeitaufgel�sten Lumineszenzabklingkurven des
Donors (LTC) und des Akzeptors (QD) zur Berechnung der
Abst�nde verwendet werden, um somit eine unabh�ngige
Kontrolle unserer Ergebnisse zu erhalten. Der LTC Lumi4-
Tb, der auf einer Isophthalamidstruktur basiert,[34, 35] wurde an
Streptavidin (sAv) gebunden, mit einem Verh�ltnis Lumi4-
Tb/sAv = 4.4. Lumi4-Tb ist in verschiedenen physiologischen
Puffern sehr stabil und verl�sslich, mit sehr guten spektro-
skopischen Eigenschaften. Die Lumineszenzabklingzeit
betrug (2.5� 0.1) ms, und die Lumineszenzquantenausbeute

(F = Fsens FTb) war 0.6� 0.1 mit Fsens = 0.83� 0.17 f�r die
Sensibilisierung vom Liganden zum Tb3+ und FTb = 0.72�
0.15 f�r die Tb3+-Lumineszenz. Absorptions- und Emissi-
onsspektren befinden sich in Abbildung S1 in den Hinter-
grundinformationen. Die f�nf QDs wurden wegen ihrer in die
Emissionsl�cken der LTC-Spektren passenden Emissions-
wellenl�ngen ausgew�hlt. In diesem Fall kommt es zu nur
geringem spektroskopischem �bersprechen („cross-talk“)
zwischen den einzelnen Detektionskan�len (Abbildung S2).
Die Emissionsmaxima waren 529, 565, 604, 653 und 712 nm.
Die Gr�ßen der CdSe/ZnS-Kern/Schale-QDs (CdSeTe/ZnS
im Fall von QD712) reichen von Kugeln mit 3 nm Durch-
messer (QD529) bis zu Ellipsoiden mit 6 und 12 nm langen
Achsen (QD712). Jeder QD ist polymerbeschichtet und weist
5 bis 7 Biotinmolek�le (Biot) an seiner Oberfl�che auf, sodass
Biot-QDs mit unterschiedlichen Formen und Gr�ßen resul-
tieren (Tabelle 1).

Unsere Experimente wurden in L�sungen mit steigenden
Konzentrationen an Biot-QD bei konstanter Konzentration
an Lumi4-Tb-sAv durchgef�hrt, sodass eine steigende Zahl
stabiler (Lumi4-Tb-sAv)-(Biot-QD)-Biokonjugate (wegen
der starken Bindung zwischen Biot und sAv) entstand. Die
Messung mehrerer unterschiedlicher Konzentrationen der
FRET-Komplexe hat zwei Vorteile: Erstens haben wir Zu-
griff auf viele unabh�ngige Lumineszenzabklingkurven f�r
dasselbe LTC-QD-FRET-System, was in einer besseren sta-
tistischen Charakterisierung der angeglichenen Abklingzei-
ten resultiert. Zweitens k�nnen wir die Konzentrationsgren-
zen bestimmen, bei denen wir noch ausreichend hohe Lumi-
neszenzintensit�ten f�r eine quantitative Analyse der Donor-
Akzeptor-Abst�nde erhalten. Zur Bewertung unseres spek-
troskopischen Lineals wurden die LTC-QD-Abst�nde durch
die Strukturinformationen der Biot-QDs und des LTC-sAv
abgesch�tzt (Tabelle 1 und Abbildung S5). Die zuf�llige
Markierung von Lumi4-Tb �ber das komplette sAv und die
l�ngliche Form der QDs resultieren in einer Donor-Akzeptor-
Abstandsverteilung. Da die Punktdipoln�herung der FRET-
Theorie auch f�r Halbleiterquantenpunkte geeignet ist,[36]

legten wir eine relativ kleine imagin�re Oberfl�che von 1 nm
Durchmesser im Zentrum der QD-Kerne als FRET-Akzep-
tor-Ebene fest. F�r die sph�rischen QD529 w�hlten wir eine
FRET-Donor-Ebene (1 nm außerhalb der Biot-QD529-
Oberfl�che), die den mittleren Donor-Akzeptor-Abstand B
repr�sentiert. F�r die ellipsoiden QDs definierten wir zwei
FRET-Donor-Ebenen. Eine ist der k�rzest m�gliche Abstand
(kleine Ellipsoidalhalbachse) und die andere ein mittlerer
langer Abstand (1.5 nm außerhalb der hydrodynamischen
Oberfl�che). Dadurch ergeben sich zwei mittlere Donor-
Akzeptor-Abst�nde A (kurz) und B (lang) zwischen der QD-
Akzeptor-Ebene und den beiden LTC-Donor-Ebenen.

Um die Donor-Akzeptor-Abst�nde r mit dem spektro-
skopischen Lineal zu bestimmen, f�hrten wir eine zeitaufge-
l�ste Analyse der Lumi4-Tb- und QD-Lumineszenzsignale
durch. F�r die Bestimmung von r ben�tigt man die Lumi-
neszenzabklingzeiten des Donors (Lumi4-Tb) in Abwesen-
heit (tD) und in Anwesenheit des Akzeptors (QD) (tDA).
Wegen des großen Unterschieds zwischen den Lebenszeiten
der angeregten Zust�nde des LTC-Donors und der QD-Ak-
zeptoren ist die FRET-sensibilisierte Akzeptorabklingzeit

Tabelle 1: Abmessungen von Biot-QDs und mittlere Donor-Akzeptor-
Abst�nde A und B.[a]

Biot-QD 529 565 604 653 712

Gr�ße von Kern + Schale
x = y 1.5–2 2.1[b] 2 3 3
z 1.5–2 2.75[b] 4.7 6 6

Gesamtgr�ße
x = y 6 6.8 7.2 8.1 8.35
z 6 7.4 9.9 11.1 11.35

hydrodynamischer Radius 6 7 8 9 9.25
A – 6.3 6.7 7.6 7.85
B 6.5 8 9 10 10.25

[a] Gr�ße von Kern+ Schale (Radien bzw. Ellipsoidalhalbachsen x, y und
z) und hydrodynamische Radien wurden von Invitrogen zur Verf�gung
gestellt. Die Ellipsoidalhalbachsen der Gesamtpartikel (x, y und z)
wurden mit den hydrodynamischen Radien a unter der Annahme einer
einheitlichen Dicke der Polymerbeschichtung �ber den gesamten QD
und desselben Volumens von Kugel und Ellipsoid berechnet (a3 = x y z).
Alle Werte in nm. Alle Abmessungen sind auch in der Abbildung S5 in
den Hintergrundinformationen dargestellt. [b] Der Radius von 2.3 nm
(Invitrogen) wurde bez�glich einer leichten Streckung (wie in Lit. [30]
dargestellt) korrigiert.

Angewandte
Chemie

7733Angew. Chem. 2010, 122, 7732 –7736 � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


tAD = tDA.[37] Dies bietet den Vorteil des Zugangs zu Ab-
standsinformationen durch die Analyse des FRET-sensibili-
sierten QD-Akzeptor-Lumineszenzzerfalls, was f�r eine
Multiplexmessung mit einem Donor, der von mehreren Ak-
zeptoren gel�scht wird, eine notwendige Voraussetzung ist.
Die Donor-Akzeptor-Abst�nde k�nnen nach Gleichung (1)
berechnet werden.

R6
0

R6
0 þ r6

¼ 1� tDA

tD
¼ hFRET ð1Þ

R0 ist der F�rster-Radius und hFRET die FRET-Effizienz. Alle
FRET-Systeme wurden nacheinander bei zehn verschiedenen
Verh�ltnissen von Lumi4-Tb-sAv zu Biot-QD vermessen. Da
Lumineszenzabklingzeiten konzentrationsunabh�ngig sind,
kann jede der aufgenommenen Zeitkurven zur Abstandsbe-
rechnung verwendet werden. Abbildung 1 zeigt einige re-
pr�sentative Abklingkurven der Lumi4-Tb-sAv- und Biot-
QD653- Lumineszenz nach Hintergrundkorrektur.

Die Zugabe von Biot-QD653 zu Lumi4-Tb-sAv f�hrt zur
Lumineszenzl�schung von Lumi4-Tb, und neue k�rzere

Zeitkomponenten werden in den Abklingkurven deutlich
sichtbar. Die QD653-Lumineszenzkurven zeigen ebenfalls
eine neue Abklingzeitkomponente. Hier steigt aber die In-
tensit�t mit der Zugabe von Biot-QD653 wegen der FRET-
Sensibilisierung. Obwohl der Lumineszenzzerfall von direkt
angeregten QDs im Bereich von 10 bis 100 ns liegt, f�hrt die
sehr starke QD-Lumineszenz (durch direkte QD-Anregung)
zu einer Abklingkurve, die bei sehr hoher Biot-QD653-
Konzentration auch nach einigen ms noch vorhanden ist
(Abbildung 1 unten). Da die FRET-sensibilisierten Biot-
QD653-Kurven jedoch in einem deutlich geringeren Kon-
zentrationsbereich liegen, kann die Lumineszenz durch di-
rekte Anregung vernachl�ssigt werden. Deshalb muss die
QD653-Lumineszenz aus der FRET-Sensibilisierung durch
Lumi4-Tb resultieren. Die FRET-Experimente wurden f�r
alle (Lumi4-Tb-sAv)-(Biot-QD)-Kombinationen durchge-
f�hrt, und die Lumineszenzabklingzeiten (tD, tDA und tAD),
FRET-Effizienzen (hFRET) und Donor-Akzeptor-Abst�nde (r)
aus den Abklingkurven mittels multiexponentieller mathe-
matischer Angleiche ermittelt (Details zur Abklingzeitana-
lyse befinden sich in Lit. [23] und im Experimentellen Teil).
Alle gemessenen und berechneten Werte befinden sich in
Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen. Da f�r eine
Multiplexuntersuchung die zeitaufgel�ste Analyse der QD-
Akzeptorlumineszenz notwendig ist, wurden zun�chst die
verschiedenen QD-Lumineszenzabklingkurven nach tDA1 und
tDA2 angeglichen. Die beiden mittleren Abst�nde r1 und r2

wurden dann mit Gleichung (1) berechnet. Um die Werte der
Akzeptoranalyse zu best�tigen, wurden die Lumineszenzab-
klingkurven des Lumi4-Tb-Donors nach tD und zwei mittle-
ren tDA1 und tDA2 (mit konstant gehaltenem tD) f�r alle ver-
schiedenen Konzentrationen angeglichen. Diese Donorana-
lyse best�tigte die Ergebnisse der Akzeptorberechnungen.

Abbildung 2 zeigt die Resultate des zeitaufgel�sten
spektroskopischen Lineals (Akzeptorlumineszenzabkling-
kurven) im Vergleich zu den Strukturinformationen der Biot-
QD aus Tabelle 1. Die Ergebnisse der FRET-Messungen
passen sehr gut zu den Erwartungen aus den Biot-QD-Maßen
(A < hydrodynamischer Radius der Biot-QD < B). Die
steigenden Donor-Akzeptor-Abst�nde, die aus den zuneh-
menden Gr�ßen der Biot-QD resultieren, konnten mit den

Abbildung 1. Repr�sentative Lebenszeitkurven der (Lumi4-Tb-sAv)-
(Biot-QD653)-Systeme mit mathematischen Angleichen (d�nne weiße
Linien). Oben: Hintergrundkorrigierte Lumi4-Tb-Emission bei
(542�10) nm. Die schwarze monoexponentielle Kurve repr�sentiert
reines Lumi4-Tb-sAv (0.2 nm). Steigende Konzentrationen an Biot-QD
(= sinkendes Verh�ltnis X zwischen Lumi4-Tb-sAv und Biot-QD)
f�hren zu FRET-L�schung der Lumi4-Tb-Lumineszenz. Die Biot-
QD653-Konzentrationen betragen von oben nach unten: 7 pm (X= 30),
30 pm (X= 6), 170 pm (X =1.2) und 330 pm (X= 0.6). Unten: QD653-
Emission bei (660�10) nm, korrigiert um Hintergrund- und Lumi4-Tb-
Signal. Reines Lumi4-Tb-sAv zeigt kein Signal. Steigende Biot-QD-Kon-
zentrationen f�hren zu FRET-Sensibilisierung der QD653-Lumines-
zenz. Die Konzentrationen an Biot-QD653 betragen von unten nach
oben 7 pm (X = 30), 17 pm (X= 12), 30 pm (X =6) und 70 pm (X= 3).
Die schwarze Kurve zeigt das Lumineszenzsignal von reinem Biot-QD
bei einer Konzentration von 330 pm (ohne Lumi4-Tb-sAv).

Abbildung 2. Abstandsmessungen an verschiedenen Lumi4-Tb-QD-
FRET-Systemen. Die offenen Symbole repr�sentieren die mittleren
Donor-Akzeptor-Referenzabst�nde A (Quadrate) und B (Kreise), die
aus den QD-Maßen mit einer Unsicherheit von �1 nm abgesch�tzt
wurden. Die vollen Symbole repr�sentieren die aus der zeitaufgel�sten
Analyse berechneten Abst�nde (molekulares Lineal).

Zuschriften

7734 www.angewandte.de � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2010, 122, 7732 –7736

http://www.angewandte.de


zeitaufgel�sten FRET-Messungen sehr genau detektiert
werden, und dies sogar bei sub-nanomolaren Konzentratio-
nen. Zudem war eine Unterscheidung zwischen den sph�ri-
schen und den l�nglichen QDs m�glich.

Um die dreidimensionale Form der QDs (Zigarrenform
mit zwei kurzen oder Fladenform mit zwei langen Achsen) zu
bewerten, betrachteten wir die Anteile der verschiedenen
pr�exponentiellen Faktoren und Intensit�ten der multiexpo-
nentiell abklingenden Lumineszenzkurven (Abbildung 1)
etwas genauer. Diese Analyse erlaubt die Messung der
Konzentrationsanteile (pr�exponentiellen Faktoren) der
Lumi4-Tb-Komplexe und deren Lumineszenzintensit�ten
(Produkt von pr�exponentiellen Faktoren und Abklingzei-
ten) bei den zwei Abst�nden (A und B bzw. r1 und r2) vom
QD-Zentrum. Der steigende Intensit�tsquotient von kurzer
und langer Abstandskomponente mit zunehmender QD-
Gr�ße (Abbildung S4) zeigt den steigenden Anteil der kurz-
lebigen Komponente an der Gesamtlumineszenz an. Auch
der Konzentrationsanteil von Lumi4-Tb-Komplexen, die
einen kleinen Abstand zum QD-Zentrum haben, nimmt mit
der QD-Gr�ße zu (Abbildung 3). Da der mittlere Abstand

zwischen Oberfl�che und Zentrum eines zigarrenf�rmigen
Ellipsoids a = (xyz)1/3 ist, nimmt der relative Anteil von Biot-
sAv-Bindungsstellen nahe des Abstands der kurzen Achsen
x = y bei einer Streckung entlang der z-Achse zu. Deshalb ist
die Zunahme des relativen Anteils von kurzer zu langer
Abstandskomponente in den exponentiellen Abklingkurven
ein sehr deutlicher Hinweis einer zigarrenf�rmigen Streckung
der QDs mit zunehmender Gr�ße.[30] Weiterhin sind die In-
tensit�ts- und Konzentrationsanteile der kurzen im Vergleich
zur langen QD529-Komponente vernachl�ssigbar, was die
sph�rische Form dieser QDs mit nur einem mittleren Abstand
B best�tigt (Tabelle 1). Alle pr�exponentiellen Faktoren und
Intensit�tswerte sowie deren Berechnung befinden sich in
Tabelle S1.

Zusammenfassend haben wir eine neue QD-basierte
Multiplexing-Technik f�r Anwendungen als spektroskopi-
sches Lineal bei niedrigen Konzentrationen vorgestellt. Mit

den verwendeten LTC-QD-FRET-Paaren k�nnen extrem
große FRET-Abst�nde (mit F�rster-Radien bis 11 nm) ge-
messen werden, ohne die Hilfe von zus�tzlichen FRET-Ver-
st�rkern.[38] Die hier vorgestellte Arbeit ist nach unserem
Kenntnisstand die erste Demonstration eines molekularen
FRET-Lineals f�r Multiplexanalysen. Dieser neue Ansatz
kombiniert die Vorteile der simultanen Analyse verschiede-
ner biofunktionaler Vorg�nge mit hoher Empfindlichkeit und
Geschwindigkeit. Zudem erlaubt unsere Technik die Multi-
plexmessung von sehr genauen Gr�ßen- und Forminforma-
tionen funktioneller Quantenpunkte unter physiologischen
Bedingungen. Unsere derzeitigen Forschungen gelten der
Umsetzung unseres Konzepts in „echten“Anwendungen, z. B.
in der Biostrukturanalyse, zum Lebendzell-Imaging oder f�r
die Echtzeit-PCR, sowie der grundlegenden Untersuchung
von Nano-FRET-Biosystemen. Die Verwendung von Lan-
thanoidkomplexen und Halbleiterquantenpunkten f�r biolo-
gische FRET-Studien bietet zahlreiche Vorteile, und wir sind
zuversichtlich, dass unsere Demonstration eines hochemp-
findlichen spektroskopischen FRET-Lineals f�r die Multi-
plexanalyse einen wichtigen Beitrag zu vielen Anwendungen
in den Lebenswissenschaften und der Nanotechnologie leis-
ten wird.

Experimentelles
Lumi4-Tb wurde von Lumiphore in der Streptavidin-gekoppelten
Version bezogen (4.4 Lumi4-Tb/sAv). Lumineszenzabklingkurven
wurden in 50 mm Boratpuffer (pH 8.3) mit 2% Rinderserumalbumin
(BSA) und 0.5m KF aufgenommen. Die Gr�ßen der CdSe/ZnS-und
CdSeTe/ZnS-Kern/Schale-Quantenpunkte wurden von Invitrogen
mittels TEM und die hydrodynamischen Durchmesser der Biot-QDs
mittels Gr�ßenausschlusschromatographie an HPLC bestimmt. Das
Probenvolumen betrug 150 mL f�r alle spektroskopischen Messun-
gen. Alle Proben enthielten 0.2 nm Lumi4-Tb-sAv, außer f�r die
Kontrollmessungen mit reinem Puffer und reinen Biot-QDs (330 pm).
Die Biot-QD-Konzentrationen waren 7, 17, 30, 70, 100, 130, 170, 200,
270 und 330 pm. Alle Proben wurden mit einem gepulsten Stick-
stofflaser (SpectraPhysics, USA) mit 100 Schuss bei 20 Hz Repetiti-
onsrate und einer Pulsenergie von ca. 50 mJ (auf der Probe) bei
337.1 nm angeregt. Ein modifiziertes KRYPTOR-Laboranalysesys-
tem (Cezanne, France) mit zwei Photonenvervielfacher-Detektions-
kan�len und wechselbaren Bandpassfiltern (Delta, DK und Semrock,
USA) wurde f�r die Messungen mit dem spektroskopischen Lineal
verwendet (Messaufbau in Abbildung S6). F�r alle Proben wurden
die Lumi4-Tb- und die QD-Emission simultan in den beiden De-
tektionskan�len (Lumi4-Tb-Kanal und QD-Kanal) gemessen. Zeit-
kurven wurden von 0 bis 8 ms nach dem Anregungspuls in 4000
Zeitkan�len von je 2 ms gemessen. Mathematische Angleiche wurden
mit dem Programm FAST (Edinburgh Instruments, Großbritannien)
durchgef�hrt.
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