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Streszczenie. Forsterowski rezonansowy transfer energii (FRET) jest jednym ze zjawisk fizycznych, ktére znalazly szerokie
zastosowanie w biologii i przyczynily sie do zrozumienia funkcjonowania zywych komorek na poziomie molekularnym.
Zmiany efektywnosci transferu energii wraz ze zmiang wzajemnej odleglosci donora i akceptora sg widoczne podczas
pomiaréw spektroskopowych czaséw zycia luminescencji lub widma emisji. Zjawisko to umozliwia badanie wielu procesow
takich jak hybrydyzacja DNA, zmiany konformacji biatek czy tez reakcji wigzania si¢ przeciwciata z antygenem. Tradycyjnie
do tego celu stosuje si¢ barwniki organiczne lub bialka fluorescencyjne. Jednak ze wzgledu na ich wady, takie jak stabo
rozdzielone, szerokie pasma absorpcyjne i emisyjne, krotkie — nanosekundowe czasy zycia fluorescencji pozioméw
energetycznych czy fotowybielanie, nadal poszukuje si¢ alternatywnych fluoroforéw wykazujacych pozadane cechy
spektroskopowe. Rozwigzaniem dla napotykanych niepozadanych wlasciwosci spektroskopowych barwnikéw organicznych
jest zastosowanie nanokrysztaléw domieszkowanych jonami lantanowcéw jako donoréw energii. Takie nanomateriaty
wykazuja wysoka fotostabilnos¢ luminescencji, waskie spektralnie pasma absorpcji i emisji, emisje antystokesowska oraz
dlugie czasy zaniku luminescencji. W artykule przedstawiono podstawy fizyczne zjawiska FRET oraz zaprezentowano
nowe wyzwania dla nanoluminoforéw domieszkowanych jonami lantanowcdow, jako nowych alternatywnych donoréw
energii do studiowania proceséw FRET.
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spektroskopowa

Abstract. Forster Resonance Energy Transfer (FRET) is the physical phenomena that has found wide application in biology
and contributed to understanding the functioning of living cells at the molecular level. Changes in the energy transfer
efficiency are associated with the change of distance between the donor and acceptor, are visible during spectroscopic
measurements, such as luminescence lifetimes or emission spectra. This phenomenon enables the study of many processes
such as DNA hybridization, changes in protein conformation or the binding reaction of an antibody to an antigen.
Traditionally, organic dyes or fluorescent proteins are used for this purpose. However, due to their disadvantages, such as
poorly separated, wide absorption and emission bands, short nanosecond luminescence lifetimes, and photobleaching,
alternative fluorophores with the desired spectroscopic characteristics are still being sought. The solution to the encountered
imperfections of organic dyes is the use of nanocrystals doped with lanthanide ions as energy donors. This kind of
nanomaterials show high luminescence photostability, narrow spectral absorption and emission bands, anti-Stokes emission
and long luminescence decay times. This article presents the physical basis of the FRET phenomenon and new challenges
for lanthanide-doped nanoluminophores as new alternative energy donors for researches in FRET processes.

Keywords: FRET, Forster resonance energy transfer, nanocrystals, organic dyes, lanthanides ions, spectroscopic ruler

1. Wstep

Mechanizm forsterowskiego rezonansowego transferu  transferu energii umozliwia pomiar odleglosci z pre-
energii (ang. Forster Resonance Energy Transfer, FRET)  cyzja subnanometrowg (efektywno$¢ transferu jest od-
wykorzystuje bezpromienisty rezonansowy przekaz — wrotnie proporcjonalna do 6. potegi odlegtosci pomig-
energii pomiedzy dwoma molekulami — donorem (D)  dzy D i A) [1, 3]. Efektywno$é¢ transferu FRET silnie za-
i akceptorem (A). Efektywnos$¢ mechanizmu FRET sil-  lezy réwniez od doboru pary molekul donor-akceptor.
nie i monotonicznie zalezy od odlegtosci miedzy tymi ~ Obserwacja zjawiska FRET jest mozliwa po spelnie-
molekutami. Zmiany efektywnosci transferu energii  niu kilku podstawowych warunkéw — pasma emisji
FRET mozna zarejestrowac za pomocg statycznych po-  donora oraz absorpcji akceptora musza si¢ spektral-
miaréw widm fluorescencji albo badania kinetyki flu-  nie naktada¢, a dodatkowo odlegto$¢ miedzy moleku-
orescencji, mierzac czasy zaniku luminescencji D oraz  tami nie moze przekracza¢ 10 nm, umozliwiajac tym
D w obecnosci A. Monotoniczna zmiana efektywnosci ~ samym transfer energii pomiedzy D i A [3]. Interak-

cja pomiedzy dwoma molekutami w zjawisku FRET jest
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niuje prawdopodobienistwo transferu energii pomiedzy
dwoma dipolami elektrycznymi).

Mechanizm FRET pomiedzy jonami lantanowcow
a barwnikami organicznymi

Fundamenty umozliwiajace zrozumienie fizycznej na-
tury rezonansowego bezpromienistego transferu ener-
gii potozyt w 1946 roku Theodor Forster [4, 5]. Przed-
stawil matematyczny model opisujacy migracje ener-
gii pomiedzy molekutami (dwoma oscylatorami mecha-
nicznymi posiadajacymi tadunek elektryczny), analizu-
jac zmiany intensywno$ci oraz czasy zanikdéw lumine-
scencji zwiazane z odlegloscia pomiedzy D i A [4, 5, 6].
Na podstawie wcze$niejszych obserwacji wlasciwosci
transferu energii pomiedzy molekutami, Forster przed-
stawil réwnania opisujace krytyczna odlegtos¢, ponizej
ktérej moze zachodzi¢ transfer energii pomiedzy dono-
rem i akceptorem. Odlegto$¢ te mozna wyznaczy¢ na
podstawie widm luminescencji oraz stezenia fluorofo-
réw, co bardzo dobrze zgadzalo si¢ z juz wczesniej ob-
serwowanymi wynikami eksperymentalnymi wlasciwo-
$ci transfer6w energii pomiedzy atomami [7, 8]. Prze-
glad poczatkowo opracowanych technik FRET zostat
opublikowany w 1959 roku [9]. Mimo, ze od opubliko-
wania tych teoretycznych prac uptyneto juz kilkadzie-
sigt lat i rozwiniete zostaly opisy teoretyczne zjawisk
transferéw energii [10, 11], a technika ta stata si¢ wygod-
nym i powszechnie stosowanym narzedziem, nadal po-
szukiwane sg nowe barwniki fluorescencyjne, ktére po-
winny ulatwié interpretacje proceséw biologicznych in
vitro i in vivo, a w konsekwencji zrozumienie funkcjono-
wania zywych komoérek i organizméw. Dodatkowo roz-
wijany jest aparat matematyczny umozliwiajacy korek-
cje licznych niepozadanych wiasciwosci spektroskopo-
wych wynikajacych ze stosowania barwnikéw organicz-
nych [12] oraz powstajg nowe narzedzia i techniki po-
miarowe majace dostarczy¢ wnioskow ilosciowych (do-
tyczacych np. odlegltosci czy tez efektywnosci transferu
energii).

W tradycyjnym obrazowaniu lub detekcji z wykorzy-
staniem zjawiska FRET, jako molekuty D i A stosowane
sg barwniki organiczne. Charakteryzuja si¢ one wyso-
kimi warto$ciami wspodtczynnika ekstynkcji, co umoz-
liwia wydajne wzbudzenie donora i efektywny transfer
energii do akceptora [13]. Mnogo$¢ barwnikéw orga-
nicznych [14, 15] umozliwia prowadzenie skomplikowa-
nych biologicznych eksperymentéw, na przyklad wspot-
barwienia struktur biologicznych w celu wizualizacji po-
tozenia jadra lub szkieletu ciata komorki [16]. Niestety
barwniki organiczne (np. CFP, DAPI, YFP, GFP itd.),
ulegaja fotowybielaniu, co oznacza, ze pod wplywem
o$wietlenia $wiatlem laserowym nastepuje ich szybka fo-
todegradacja [17, 18]. Dodatkowo, dozwolony charakter

przejs¢, prowadzacy do wydajnej emisji w tych zwiaz-
kach, odpowiada za krotkie czasy zaniku fluorescencji
(rzedu nanosekund), co komplikuje techniczng strong
pomiaru. W barwnikach organicznych obserwuje si¢
tez pasma absorpcji w zakresie krotkofalowym widma.
W przypadku zlozonych probek biologicznych bardzo
czesto obserwuje sie niepozadang fluorescencje ta (au-
tofluorescencje), gdyz wiele molekut organicznych bu-
dujacych nasze komdrki (np. DNA, FAD, NADH, kola-
gen, elastyna) ma pasma wzbudzenia i wykazuje sponta-
niczng fluorescencje w zakresie widzialnym [17, 18]. Nie-
stety, barwniki organiczne maja réwniez inne wady, ta-
kie jak szerokie, nachodzace na siebie widma absorpcji
i emisji, ktore czesto prowadza do przekazania energii
okreslanego jako ,,przeciekanie” sygnatu (przyktadowo
emisja donora jest bezposrednio rejestrowana w kanale
detekcyjnym akceptora, albo linia wzbudzajaca donor
wzbudza bezposrednio molekuly akceptora) i koniecz-
nosci korygowania tych wad [12, 18, 19]. Wlasciwosci
spektroskopowe barwnikéw organicznych zalezg row-
niez od chemicznego i biologicznego otoczenia mole-
kuly, co utrudnia ilociowe pomiary FRET. Te wszystkie
cechy zmuszajg do poszukiwania alternatywnych mate-
rialéw eliminujacych wady barwnikéw, a jedng z propo-
zycji jest stosowanie nanokrysztatéw domieszkowanych
lantanowcami.

Badanie wlasciwosci spektroskopowych dla jonéw
Ln** wykorzystuje zjawisko luminescencji. Polega to
na optycznym wzbudzeniu badanego materialu za po-
mocy energii wiazki laserowej, a nastepnie transferze
energii w sposob radiacyjny (emisja fali elektromagne-
tycznej w zakresie UV, VIS, NIR) lub na drodze niera-
diacyjnej [20]. Duzym atutem nanokrysztaléw domiesz-
kowanych jonami lantanowcdw jest ich wysoka fotosta-
bilnos$¢, waskie linie absorpcyjne i emisyjne oraz diu-
gie czasy zaniku pozioméw energetycznych [17]. Dlu-
gie czasy zycia luminescencji pozioméw energetycz-
nych wynikaja z zabronionego regula Laportea przej-
$cia wewnatrz powloki f [17, 20]. Stabilno$¢ emisji lan-
tanowcéw jest spowodowana obecnoscig jonéw Ln*?,
gdyz elektrony zajmujace orbitale 4f, odpowiadajace
za wlasciwosci optyczne, sa ekranowane przed wply-
wem chemicznego otoczenia przez zapelnione orbitale
5s i 5p [21]. W najprostszym przypadku, opisu po-
ziomo6w energetycznych oraz zachodzacych mozliwych
procesow transferow energii miedzy nimi, rozpatruje
sie dwa poziomy energetyczne: podstawowy oraz wzbu-
dzony. Bogata struktura poziomoéw energetycznych w jo-
nach lantanowcéw (Ln**) umozliwia obserwacje wielu
przejs¢ i proceséw wymiany energii, niespotykanych
w innych zwigzkach [22]. Wspétdomieszkowanie nano-
krysztaléw dwoma réznymi jonami lantanowcéow, gdzie
jeden z nich pelni role uczulacza (wzbudzanego $wia-
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ttem laserowym), natomiast drugi jest aktywatorem
(wzbudzanym za pomoca konwersji energii z uczula-
cza w gore, czyli na wyzszy poziom), dodatkowo posze-
rza mozliwosci wyboru dlugosci fal wzbudzenia oraz
emisji. Szczegolnie korzystna jest emisja antystokesow-
ska, gdyz do wzbudzenia uzywane jest $wiatlo z za-
kresu bliskiej podczerwieni, a emisja nastgpuje w zakre-
sie widzialnym. Przykladem takiego procesu jest wla-
$nie konwersja energii w gore (ang. upconversion). Na-
stepuje w ten sposob eliminacja wysokiego sygnatu au-
tofluorescencji tla, co jest szczegélnie pozadane przy
obrazowaniu struktur biologicznych. Odpowiedni wy-
boér jonu, dtugosci fali wzbudzenia oraz emisji umozli-
wia wpasowanie si¢ w transmisyjne okna biologiczne
dla tkanek — sg to obszary wykazujace nizszy wspot-
czynnik absorpcji, a tym samym wigksza gleboko$¢ pe-
netracji $wiatlem, nizszy sygnal tla i w konsekwencji
wyzszg czulos¢ takich metod pomiarowych [17]. W jo-
nach Ln**, oprécz typowej absorpcji ze stanu podsta-
wowego (GSA, ang. Ground-State Absorption), obser-
wuje sie rowniez wydaja absorpcje ze stanu wzbudzo-
nego (ESA, ang. Excited State Absorption), relaksacje
krzyzowa (CR, ang. Cross-Relaxation) lub bardzo wy-
dajny transfer energii w gore (ETU, ang. Energy Transfer
Upconversion) [17, 21]. Struktura elektronowa lantanow-
cow jako grupy pierwiastkow jest szczegélnie przydatna
w badaniach spektroskopowych. Schemat mechanizmu
FRET pomiedzy donorem w postaci nanokrysztatu, a or-
ganicznym barwnikiem jako akceptorem, zostal przed-
stawiony na rys. la, natomiast widma absorpcji i emisji
wybranych barwnikéw organicznych na rys. 1b.

Rys. 1. (a) Schemat wzbudzenia donora (nanokrysztatu) oraz schemat me-
chanizmu FRET [34]; (b) przyktadowe widma absorpcji i luminescencji
barwnikéw organicznych [14]

Zastosowania

Czasy zanikéw dla D malejg wraz ze skracaniem si¢ od-
legto$ci D-A do rzedu kilku nanometréw, co umozli-
wia zastosowanie zjawiska FRET do badan zachowania
struktur biologicznych i efektéw w nich wystepujacych,

takich jak hybrydyzacja DNA [23, 24], badania konfor-
macji biatek [25] czy wykonywanie testow immunoen-
zymatycznych [25-27]. W konsekwencji zjawisko FRET
znajduje liczne zastosowania w biologii oraz wykazuje
duzy potencjal dla zastosowan w diagnostyce medycz-
nej [19], na przyklad do rejestracji oddzialtywan mole-
kularnych w zywych komdrkach [29-31], czy tez przy
przeprowadzeniu homogenicznych diagnostycznych te-
stow biologicznych [32]. Jednym z najbardziej zaawanso-
wanych narzedzi w biologii, umozliwiajacym rejestrowa-
nie zjawiska FRET w mikroskopii fluorescencyjnej, jest
metoda FLIM (ang. Fluorescence Lifetime Imaging Mi-
croscopy), ktéra umozliwia wizualizacje¢ proceséw biolo-
gicznych w czasie rzeczywistym za pomocg czaséw za-
nikéw [18]. Na rysunku 2a zostaly przedstawione sche-
matycznie badania struktury DNA za pomocg zjawiska
FRET, gdzie molekuta (D) dotgczona do jednej z za-
sad kwasu DNA jest pobudzana energia dostarczong za
posrednictwem $wiatla laserowego, a nastepnie przeka-
zuje energie drugiej molekule (A) dofaczonej do innej
czeg$ci DNA lub do komplementarnego fragmentu nici
DNA. Na rysunku 2b zostal przedstawiony schemat sto-
sowanych ukladéw z nanokrysztatami jako donorami
oraz barwnikami organicznymi jako akceptorami. Ce-
lem obecnie prowadzonych badan opisywanego zjawi-
ska jest wykorzystanie FRET w naukach biologicznych,
gdzie do donora, majacego posta¢ nanokrysztatu do-
mieszkowanego lantanowcami zostanie dotgczony anty-
gen ze specyficznymi przeciwciatami (rys. 2¢). Taki test
pozwala wykrywac obecno$¢ antygenow lub mierzy¢ ak-
tywnosci enzymow.

Rys. 2. Przykladowe zastosowania zjawiska FRET w biologii: (a) schemat
hybrydyzacji DNA [24]; (b) schemat mechanizmu wzbudzenia nanokrysz-
tatu oraz zjawiska FRET pomiedzy nanokrysztatem a barwnikiem [27];
(c) schematyczne przedstawienie wzbudzenia donora (nanokrysztatu) sko-
niugowanego z antygenem ze specyficznymi antycialami oraz barwnikiem
jako akceptorem [27]

Nanokrysztaly domieszkowane jonami Ln**, po-
mimo posiadanych zalet, jednocze$nie stawiaja kolejne
nowe wyzwania, wymagajace optymalizacji i dogleb-
nego zrozumienia procesu transferu pomiedzy jonami
lantanowcéw w nanokrysztale a barwnikiem na jego
powierzchni. Podczas projektowania czujnikéw biolo-
gicznych wystepuje niepozadany efekt uboczny, pole-
gajacy na zwiekszeniu odleglosci D-A, bedacy konse-
kwencja biofunkcjonalizacji nanokrysztatow, ktdra jest
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niezbedna do uzyskania mozliwosci obserwacji reak-
cji biologicznych. Dodatkowo pojedynczy nanokrysz-
tal moze posiada¢ wiele (rzedu setek lub tysiecy) jo-
néw lantanowcow, z ktorych kazdy moze petnié¢ funk-
cje donora FRET. Jednak jednorodne domieszkowanie
calej objetosci nanokrysztalu powoduje, Ze jony te znaj-
dujg sie w réznej odleglosci od powierzchni i znajdu-
jacych si¢ tam akceptoréw. W celu wyeliminowania
tych niepozadanych cech, utrudniajacych realizacje te-
stow biologicznych z wykorzystaniem FRET, nalezatoby
zwigkszy¢ efektywnos¢ transferu FRET i czulos¢ takich
sond przez zoptymalizowanie architektury i skladu che-
micznego (rozmieszczenia aktywnych domieszek) na-
nokrysztalow.

Rys. 3. Architektura nanokrysztatéw wplywa na dystrybucje jonéw Ln*
(jako donoréw) oraz ich $rednig odlegtos¢ od akceptoréw znajdujacych sie
na powierzchni. W celu optymalizacji architektury nanokrysztaléw pod
katem najwiekszej efektywnosci transferu energii migdzy jonami a barwni-
kiem, mozna zweryfikowac¢ i zoptymalizowa¢ $rednie odlegltosci pomiedzy
D i A. Analizowane architektury pod katem transferu energii to: (a) do-
mieszkowany rdzen (o $rednicy d.) do nanokrysztatéw; (b) rdzen-plaszcz
(o $rednicy rdzenia d. oraz $rednicy plaszcza d;). Umieszczajac domieszki
jonéw D w powloce zmniejsza sie efektywng odleglos¢ D-A (rpa) [33].

Architektura typu rdzen-plaszcz daje mozliwosci
réznorodnej dystrybucji jonéw uczulacza oraz aktywa-
tora w nanokrysztatach [33], umozliwiajac wprowadze-
nie zmian i optymalizacje wlasciwosci luminescencyj-
nych D oraz zwigkszenie efektywnosci transferu do A.
Rozwigzaniem trudnosci napotykanych podczas obser-
wacji zjawiska FRET pomiedzyD i A, z wykorzysta-
niem nanokrysztaléw domieszkowanych jonami lanta-
nowcow, jest optymalizacja architektury oraz ich sktadu
chemicznego. W celu zwiekszenia efektywnosci trans-
feru energii z D (jony Ln**) do A (barwniki orga-
niczne), nalezy rozmiesci¢ jony domieszki w réwno-
miernej i niewielkiej odleglosci od powierzchni — opty-
malnie zblizonej do odlegtosci Forstera Rg. W tym celu
zamiast nanokrysztatu, w ktérym jony domieszek znaj-
duja sie w calej objetosci (rys. 3a), mozna wykorzystaé
nanokrysztaly postaci rdzen-plaszcz. W takim rozwia-
zaniu domieszka spelniajaca role¢ donora powinna zna-
lez¢ si¢ tylko w zewnetrznym plaszczu, dzieki czemu
znajduje si¢ efektywnie blizej powierzchni niz w przy-
padku jednorodnie domieszkowanego nanokrysztatu

(rys. 3b). W nastepstwie tego $rednia odleglos¢ pomie-
dzy jonami Ln’* efektywnie sie zmniejsza. Liczba jo-
néw domieszki Ln** moze by¢ zmieniana przez inten-
cjonalng zmiane koncentracji lub kontrolowanie grubo-
$ci plaszcza. W konsekwencji zmianie ulega objetos¢,
w ktérej znajduja si¢ jony Ln**, zgodnie z réwnaniem
ds — d. < d., gdzie d; to $rednica plaszcza, a d.to $red-
nica rdzenia.

2. Parametry wplywajace na efektywnos¢ FRET

Wyznaczenie wartosci efektywnoséci rezonansowego
niepromienistego transferu energii pomiedzy dwoma
molekutami () umozliwia obliczenie odleglosci pomie-
dzy dwoma molekutami (rp4) ze wzoru:

6
;
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Na warto$¢ efektywnosci transferu energii wptywaja
takze takie parametry jak: dystans Forstera (Ro—wzor 2),
wspolczynnik orientacji molekut (x), wspdtczynnik za-
tamania $wiatta (n), calka przekrywania (cz¢s¢ wspdlna
widma emisji D i widma absorpcji A) (J — wzor 3),
wydajnos¢ kwantowa fluorescencji donora (¢p) oraz
liczba Avogadra (N,). Aby byto mozliwe zaobserwowa-
nie FRET, musi istnie¢ cze$¢ wspolna widma emisji do-
nora i widma absorpcji akceptora, a jest to odwzoro-
wane przez catke przekrywania emisji donora i absorp-
cji akceptora J. Dodatkowo, odleglos¢ miedzy moleku-
tami nie moze przekracza¢ kilku nanometréw, co jest
zdeterminowane odlegloscig Forstera Ry.

o Ry — odleglos¢, przy ktorej dla danej pary D-
A efektywnos¢ transferu energii jest réowna 50%.
Wartos¢ tego parametru jest w pierwszym przybli-
zeniu stata dla kazdej pary D-A. W zaleznosci od
rzeczywistej odlegtosci (rps) pomiedzy moleku-
fami zmienia si¢ efektywnos¢ transferu zgodnie
ze wzorem 1. Odlegto$¢ Forstera wyznacza sie za
pomocg rownania:

0:((9(1n10).¢D.x .](A))) e

128 -7° - Ny - nt

gdzie N4 jest liczbg Avogadra réwna 6.02214-10*
mol !

o x — wspdlczynnik orientacji molekut. W zalezno-
$ci od kata pomiedzy ustawieniem dipola donora
D wzgledem dipola akceptora A, warto$¢ efektyw-
nosci transferu energii moze si¢ zmienia¢ wraz
ze zmiang x> w zakresie od 0 do 4. Dla wigkszo-
§ci przypadkéw nieuporzadkowanych molekut «*
przyjmuje sie statg warto$¢ réwna 2/3 (dla réwno-
legtych molekul x* przyjmuje warto$¢ miedzy 1
a 4, dla prostopadtych x* = 0).
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o n — wspolczynnik zalamania $wiatta osrodka,
w ktorym znajduja sie D i A.

o ] — calka przekrywania emisji donora i absorp-
cji akceptora jest wyznaczana jako catka znorma-
lizowanego widma emisji donora oraz wspdtczyn-
nika ekstynkcji akceptora, pomnozonego przez
czwartg potege dlugosci fali. Wielkos¢ ta jest opi-
sana wzorem:

J= [ Mea@ra, o

gdzie fp jest znormalizowanym widmem fluore-
scencji donora, fp (A) = Fp/[ Fp (1) dA, Fp zas
jest widmem fluorescencji donora w funkcji dtu-
gosci fali A.

» ¢p — wydajnos¢ kwantowa donora, opisujaca ile
fotonéw zostato wyemitowanych w stosunku do
fotonéw zaabsorbowanych (ng/ny).

Rys. 4. (a) Efektywnos¢ transferu FRET (#) w zaleznosci od odleglosci
D-A; warto$¢ odlegtoéci Forstera w funkeji parametréw fizycznych: (b)
wspolczynnika zatamania $wiatfa (1), (c) orientacji molekut (x), (d) wydaj-
nosci kwantowej fluorescencji donora (¢ ), (e) catki przekrywania emisji
donora i absorpcji akceptora (J) [34].

Podane powyzej zaleznosci sg obliczone w przyblize-
niu makroskopowym. Do dalszych analiz dla pojedyn-

czych molekul nalezy uwzgledni¢ ich budowe i zasto-
sowa¢ bardziej zaawansowane techniki analizy oraz po-
miaru [34]. Zmienno$¢ powyzszych parametréow i ich
wplyw na warto$¢ odlegtosci Forstera oraz posrednio
na efektywno$¢ transferu energii, zaprezentowano na
rys. 4. Zalezno$¢ efektywnosci FRET od odlegtosci po-
miedzy molekulami dla ustalonych wartosci powyzej
opisanych parametrow zostala przedstawiona na rys. 4a.
Kolejne wykresy przedstawiajg przykladowe zalezno-
$ci odlegtosci Forstera Ryod: wspotczynnika zatamania
$wiatla n — rys. 4b, orientacji molekut x* — rys. 4c, wy-
dajnosci kwantowej ¢p — rys. 4d, calki przekrywania J
— rys. 4e.

Metody pomiarowe

Zjawisko FRET ujawnia si¢ podczas pomiaréw cza-
séw zanikéw (skracanie czasu zaniku luminescencji D
w obecnosci A) oraz rejestracji widm emisji (zmniejsza-
nie intensywnosci emisji D wraz ze wzrostem emisji A).
Efektywno$¢ transferu (7) miedzy molekutami donora
i akceptora zalezy monotonicznie od 6 potegi odwrot-
nosci odleglosci pomiedzy nimi (rps) oraz odlegtosci
Forstera (Ry), zdefiniowanej jako odlegtos¢, dla ktorej
1 jest rowna 50% maksymalnej efektywnosci dla danej
pary D-A. Wyznaczenie efektywnosci transferu FRET
moze by¢ zrealizowane przez pomiar emisji dla probki
zawierajacej D i A oraz poréwnanie z luminescencja sa-
mego D. Wraz ze zmniejszeniem odlegtosci pomiedzy
D i Alub zwigkszeniem koncentracji A maleje intensyw-
no$¢ luminescencji D (Ip), natomiast zwigksza sie inten-
sywnos$¢ emisji A (I4). Drugim sposobem wyznaczenia
efektywnosci transferu energii # jest pomiar czasdéw za-
niku luminescencji danego poziomu energetycznego D
(rp), dla ktorego rejestruje sie coraz krotsze czasy zy-
cia luminescencji pod wplywem transferu energii FRET
do akceptora. Zmiany efektywnosci transferu energii z
D do A wyznacza si¢ na podstawie intensywnosci (Ip)
lub czaséw zycia luminescencji (7p) dla D wzgledem
tych samych warto$ci w obecnosci A (oznaczonych jako
Ipa, Tpa). Na podstawie obserwacji powyzej opisanych
zmian oraz znajomosci wartosci odleglosci Forstera Ry
mozna okresli¢ odlegtos¢, w jakiej znajduja sie wzgle-
dem siebie donor i akceptor, a takze wyznaczy¢ efektyw-
no$¢ FRET (rp4). Jest to opisane réwnaniem:

1 1
FRET = =
1 1+(rpa/Ro)®  1+Ipa/Ip
1
S — 4
1+TDA/TD ( )

Powyisza zalezno$¢ opisuje efektywnos¢ FRET
(rys. 5¢) oraz powigzanie odleglosci pomiedzy D i A
(rpa) z wynikami pomiaréw spektroskopowych, takich
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Rys. 5. Odleglos¢ pomiedzy donorem (D) a akceptorem (A) rps mozna
wyznaczy¢ na podstawie efektywnosci transferu FRET (#). Jest to mozliwe
za pomocg pomiaréw zycia luminescencji pozioméw energetycznych lub
widm emisji oraz znajomosci odleglosci Forstera Ry (tj. odleglosci dla
danej pary D-A, dla ktérej 7 = 50%) zgodnie z réwnaniem (4). (a) Czasy
zanikow dla donora 7 skracajaca si¢ wraz ze zmniejszaniem odleglosci
pomiedzy D i A lub zwigkszaniem koncentracji akceptora. (b) Widmo emi-
sji donora (Ip) maleje wraz ze wzrostem intensywnosci emisji akceptora
(I4). (c) Zmiana efektywnosci transferu w funkcji odlegtosci pomiedzy D
1A (rpa) [34]

jak widma emisji (rys. 5b) czy czasy zanikéw lumi-
nescencji ze wzbudzonych pozioméw energetycznych
(rys. 5a).

Podsumowanie

Zjawisko forsterowskiego rezonansowego transferu
energii (FRET) pozwala na okreslenie odleglosci pomie-
dzy dwoma molekutami: donorem (D) i akceptorem
(A) energii. Odleglos¢ ta determinuje wartos¢ efektyw-
nosci transferu energii, co mozna wyznaczy¢ na podsta-
wie widm luminescencji oraz czaséw zanikéw z danego
poziomu energetycznego. Jezeli dwie rézne biomolekuly
(przykladowo przeciwcialo i antygen) sg zwigzane odpo-
wiednio z molekutami D i A, zjawisko FRET dostarcza
informacji na temat ich interakgji lub jej braku.

Zwigkszenie wydajno$ci FRET mozna uzyskac przez
dobranie odpowiedniego materialu optycznie aktyw-
nego, o odpowiednich zakresach emisji oraz absorpcji
(pod katem dtugosci fali wzbudzenia oraz czesci wspdl-
nej emisji donora i absorpcji akceptora). W mikroskopii
fluorescencyjnej obecnie najbardziej powszechnie przy
pomiarach FRET stosuje si¢ barwniki fluorescencyjne,
ktore niestety pomimo powszechnosci ich stosowania
wykazuja szereg wad.

Niepozadane cechy barwnikéw organicznych to:
stabo oddzielone szerokie pasma absorpcji i emisji, krét-

kie czasy zycia fluorescencji (co powoduje takze rejestra-
cje tla pochodzacego z komoérek) oraz fotowybielanie
pod wplywem o$wietlania laserem (co skutkuje krétkim
czasem na wykonanie pomiar6ow).

Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ wybér na-
nokrysztaléw domieszkowanych lantanowcami, wyka-
zujacych waskie, rozdzielone pasma energetyczne, dtu-
gie czasy zaniku luminescencji oraz fotostabilnos¢. Wia-
$ciwosci optyczne oraz stabilno$¢ chemiczna nanokrysz-
tatéw domieszkowanych jonami lantanowcow s3 du-
zymi zaletami umozliwiajgcymi dalsze zastosowania od-
powiednio dobranych architektur kryszttéw do badan
FRET, w tym np. zamiana barwnikéw organicznych
jako alternatywnych materialéw. Dystrybucja jonéw do-
mieszek oraz odleglo$¢ pomiedzy jonami Ln** a po-
wierzchnig wymusza optymalizacje dobieranych struk-
tur pod katem efektywnosci transferu. Zjawisko FRET
zachodzi, gdy odleglos¢ D-A nie przekracza kilku na-
nometréw, co wymaga uwzgledniania w potencjalnych
zastosowaniach odleglosci D-A wraz z wymiarami ba-
danych struktur biologicznych. Wybér architektury na-
nokrysztalu oraz jego skladu bedzie wplywat na dys-
trybucje jonéw lantanowcdéw oraz ich odlegltos¢ od po-
wierzchni, na ktdrej moga zostaé zakotwiczone barw-
niki organiczne.

Zasady dzialania mechanizmu FRET daja mozli-
wos¢ jego stosowania do badan reakcji biochemicznych
w czasie rzeczywistym. Moze tez by¢ z powodzeniem
stosowane do prowadzenia badan zachowania struktur
biologicznych w organizmach zywych na poziomie mo-
lekularnym.

Pokrycie powierzchni nanokrysztaléw biomolekutami
(tzw. biofunkcjonalizacja) pozwala $ledzi¢ i zrozumie¢
procesy biologiczne w czasie rzeczywistym.
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