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KONKURS PTF – WYRÓŻNIENIE

Försterowski rezonansowy transfer energii (FRET)
— podstawy ûzyczne i zastosowania
AgataM. Kotulska
Instytut Niskich Temperatur i Badań Strukturalnych Polskiej Akademii Nauk*

Streszczenie. Försterowski rezonansowy transfer energii (FRET) jest jednym ze zjawisk ûzycznych, które znalazły szerokie
zastosowanie w biologii i przyczyniły się do zrozumienia funkcjonowania żywych komórek na poziomiemolekularnym.
Zmiany efektywności transferu energii wraz ze zmianą wzajemnej odległości donora i akceptora są widoczne podczas
pomiarów spektroskopowych czasów życia luminescencji lubwidma emisji. Zjawisko to umożliwia badaniewielu procesów
takich jak hybrydyzacja DNA, zmiany konformacji białek czy też reakcjiwiązania się przeciwciała z antygenem. Tradycyjnie
do tego celu stosuje się barwniki organiczne lub białka �uorescencyjne. Jednak ze względu na ich wady, takie jak słabo
rozdzielone, szerokie pasma absorpcyjne i emisyjne, krótkie — nanosekundowe czasy życia �uorescencji poziomów
energetycznych czy fotowybielanie, nadal poszukuje się alternatywnych �uoroforów wykazujących pożądane cechy
spektroskopowe.Rozwiązaniem dla napotykanych niepożądanychwłaściwości spektroskopowych barwników organicznych
jest zastosowanie nanokryształów domieszkowanych jonami lantanowców jako donorów energii. Takie nanomateriały
wykazują wysoką fotostabilność luminescencji, wąskie spektralnie pasma absorpcji i emisji, emisję antystokesowską oraz
długie czasy zaniku luminescencji. W artykule przedstawiono podstawy ûzyczne zjawiska FRET oraz zaprezentowano
nowe wyzwania dla nanoluminoforów domieszkowanych jonami lantanowców, jako nowych alternatywnych donorów
energii do studiowania procesów FRET.
Słowa kluczowe: FRET, försterowski rezonansowy transfer energii, nanokryształy, barwniki organiczne, lantanowce, linijka
spektroskopowa

Abstract. Förster 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 themolecular level. Changes in the energy transfer
eõciency are associated with the change of distance between the donor and acceptor, are visible during spectroscopic
measurements, such as luminescence lifetimes or emission spectra. his phenomenon enables the study ofmany processes
such as DNA hybridization, changes in protein conformation or the binding reaction of an antibody to an antigen.
Traditionally, organic dyes or �uorescent 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 �uorophoreswith the desired spectroscopic characteristics are still being sought.he solution to the encountered
imperfections of organic dyes is the use of nanocrystals doped with lanthanide ions as energy donors. his kind of
nanomaterials show high luminescence photostability, narrow spectral absorption and emission bands, anti-Stokes emission
and long luminescence decay times. his 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, Förster resonance energy transfer, nanocrystals, organic dyes, lanthanides ions, spectroscopic ruler

1.Wstęp

Mechanizm försterowskiego rezonansowego transferu
energii (ang. Förster Resonance Energy Transfer, FRET)
wykorzystuje bezpromienisty rezonansowy przekaz
energii pomiędzy dwomamolekułami— donorem (D)
i akceptorem (A). Efektywność mechanizmu FRET sil-
nie i monotonicznie zależy od odległości między tymi
molekułami. Zmiany efektywności transferu energii
FRET można zarejestrować za pomocą statycznych po-
miarów widm �uorescencji albo badania kinetyki �u-
orescencji, mierząc czasy zaniku luminescencji D oraz
D w obecności A. Monotoniczna zmiana efektywności
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transferu energii umożliwia pomiar odległości z pre-
cyzją subnanometrową (efektywność transferu jest od-
wrotnie proporcjonalna do 6. potęgi odległości pomię-
dzy D i A) [1, 3]. Efektywność transferu FRET silnie za-
leży również od doboru pary molekuł donor–akceptor.
Obserwacja zjawiska FRET jest możliwa po spełnie-
niu kilku podstawowych warunków — pasma emisji
donora oraz absorpcji akceptora muszą się spektral-
nie nakładać, a dodatkowo odległość między moleku-
łami nie może przekraczać 10 nm, umożliwiając tym
samym transfer energii pomiędzy D i A [3]. Interak-
cja pomiędzy dwomamolekułamiw zjawisku FRET jest
opisywana jako oddziaływanie dipol–dipol (które deû-
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niuje prawdopodobieństwo transferu energii pomiędzy
dwoma dipolami elektrycznymi).

Mechanizm FRET pomiędzy jonami lantanowców
a barwnikami organicznymi
Fundamenty umożliwiające zrozumienie ûzycznej na-
tury rezonansowego bezpromienistego transferu ener-
gii położył w 1946 roku heodor Förster [4, 5]. Przed-
stawił matematyczny model opisujący migrację ener-
gii pomiędzymolekułami (dwoma oscylatorami mecha-
nicznymi posiadającymi ładunek elektryczny), analizu-
jąc zmiany intensywności oraz czasy zaników lumine-
scencji związane z odległością pomiędzy D i A [4, 5, 6].
Na podstawie wcześniejszych obserwacji właściwości
transferu energii pomiędzy molekułami, Förster przed-
stawił równania opisujące krytyczną odległość, poniżej
której może zachodzić transfer energii pomiędzy dono-
rem i akceptorem. Odległość tę można wyznaczyć na
podstawie widm luminescencji oraz stężenia �uorofo-
rów, co bardzo dobrze zgadzało się z już wcześniej ob-
serwowanymi wynikami eksperymentalnymi właściwo-
ści transferów energii pomiędzy atomami [7, 8]. Prze-
gląd początkowo opracowanych technik FRET został
opublikowany w 1959 roku [9]. Mimo, że od opubliko-
wania tych teoretycznych prac upłynęło już kilkadzie-
siąt lat i rozwinięte zostały opisy teoretyczne zjawisk
transferów energii [10, 11], a technika ta stała się wygod-
nym i powszechnie stosowanym narzędziem, nadal po-
szukiwane są nowe barwniki �uorescencyjne, które po-
winny ułatwić interpretację procesów biologicznych in

vitro i in vivo, aw konsekwencji zrozumienie funkcjono-
wania żywych komórek i organizmów. Dodatkowo roz-
wijany jest aparat matematyczny umożliwiający korek-
cję licznych niepożądanych właściwości spektroskopo-
wych wynikających ze stosowania barwników organicz-
nych [12] oraz powstają nowe narzędzia i techniki po-
miarowemające dostarczyć wniosków ilościowych (do-
tyczących np. odległości czy też efektywności transferu
energii).

W tradycyjnymobrazowaniu lub detekcji zwykorzy-
staniem zjawiska FRET, jako molekuły D i A stosowane
są barwniki organiczne. Charakteryzują się one wyso-
kimi wartościami współczynnika ekstynkcji, co umoż-
liwia wydajne wzbudzenie donora i efektywny transfer
energii do akceptora [13]. Mnogość barwników orga-
nicznych [14, 15] umożliwia prowadzenie skomplikowa-
nych biologicznych eksperymentów, na przykładwspół-
barwienia struktur biologicznychw celuwizualizacji po-
łożenia jądra lub szkieletu ciała komórki [16]. Niestety
barwniki organiczne (np. CFP, DAPI, YFP, GFP itd.),
ulegają fotowybielaniu, co oznacza, że pod wpływem
oświetlenia światłemlaserowymnastępuje ich szybka fo-
todegradacja [17, 18]. Dodatkowo, dozwolony charakter

przejść, prowadzący do wydajnej emisji w tych związ-
kach, odpowiada za krótkie czasy zaniku �uorescencji
(rzędu nanosekund), co komplikuje techniczną stronę
pomiaru. W barwnikach organicznych obserwuje się
też pasma absorpcji w zakresie krótkofalowym widma.
W przypadku złożonych próbek biologicznych bardzo
często obserwuje się niepożądaną �uorescencję tła (au-
to�uorescencję), gdyż wiele molekuł organicznych bu-
dujących nasze komórki (np. DNA, FAD, NADH, kola-
gen, elastyna) ma pasmawzbudzenia iwykazuje sponta-
niczną �uorescencjęw zakresiewidzialnym [17, 18]. Nie-
stety, barwniki organiczne mają również inne wady, ta-
kie jak szerokie, nachodzące na siebie widma absorpcji
i emisji, które często prowadzą do przekazania energii
określanego jako „przeciekanie” sygnału (przykładowo
emisja donora jest bezpośrednio rejestrowana w kanale
detekcyjnym akceptora, albo linia wzbudzająca donor
wzbudza bezpośrednio molekuły akceptora) i koniecz-
ności korygowania tych wad [12, 18, 19]. Właściwości
spektroskopowe barwników organicznych zależą rów-
nież od chemicznego i biologicznego otoczenia mole-
kuły, co utrudnia ilościowe pomiary FRET.Tewszystkie
cechy zmuszają do poszukiwania alternatywnych mate-
riałów eliminujących wady barwników, a jedną z propo-
zycji jest stosowanie nanokryształów domieszkowanych
lantanowcami.

Badanie właściwości spektroskopowych dla jonów
Ln3+ wykorzystuje zjawisko luminescencji. Polega to
na optycznym wzbudzeniu badanego materiału za po-
mocą energii wiązki laserowej, a następnie transferze
energii w sposób radiacyjny (emisja fali elektromagne-
tycznej w zakresie UV, VIS, NIR) lub na drodze niera-
diacyjnej [20].Dużym atutemnanokryształów domiesz-
kowanych jonami lantanowców jest ich wysoka fotosta-
bilność, wąskie linie absorpcyjne i emisyjne oraz dłu-
gie czasy zaniku poziomów energetycznych [17]. Dłu-
gie czasy życia luminescencji poziomów energetycz-
nych wynikają z zabronionego regułą Laporte’a przej-
ścia wewnątrz powłoki f [17, 20]. Stabilność emisji lan-
tanowców jest spowodowana obecnością jonów Ln3+,
gdyż elektrony zajmujące orbitale 4f, odpowiadające
za właściwości optyczne, są ekranowane przed wpły-
wem chemicznego otoczenia przez zapełnione orbitale
5s i 5p [21]. W najprostszym przypadku, opisu po-
ziomów energetycznych oraz zachodzących możliwych
procesów transferów energii między nimi, rozpatruje
się dwa poziomy energetyczne: podstawowy oraz wzbu-
dzony.Bogata struktura poziomów energetycznychw jo-
nach lantanowców (Ln3+) umożliwia obserwację wielu
przejść i procesów wymiany energii, niespotykanych
w innych związkach [22]. Współdomieszkowanie nano-
kryształów dwoma różnymi jonami lantanowców, gdzie
jeden z nich pełni rolę uczulacza (wzbudzanego świa-
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tłem laserowym), natomiast drugi jest aktywatorem
(wzbudzanym za pomocą konwersji energii z uczula-
cza w górę, czyli na wyższy poziom), dodatkowo posze-
rza możliwości wyboru długości fal wzbudzenia oraz
emisji. Szczególnie korzystna jest emisja antystokesow-
ska, gdyż do wzbudzenia używane jest światło z za-
kresu bliskiej podczerwieni, a emisja następuje w zakre-
sie widzialnym. Przykładem takiego procesu jest wła-
śnie konwersja energii w górę (ang. upconversion). Na-
stępuje w ten sposób eliminacja wysokiego sygnału au-
to�uorescencji tła, co jest szczególnie pożądane przy
obrazowaniu struktur biologicznych. Odpowiedni wy-
bór jonu, długości fali wzbudzenia oraz emisji umożli-
wia wpasowanie się w transmisyjne okna biologiczne
dla tkanek — są to obszary wykazujące niższy współ-
czynnik absorpcji, a tym samym większą głębokość pe-
netracji światłem, niższy sygnał tła i w konsekwencji
wyższą czułość takich metod pomiarowych [17]. W jo-
nach Ln3+, oprócz typowej absorpcji ze stanu podsta-
wowego (GSA, ang. Ground-State Absorption), obser-
wuje się również wydają absorpcję ze stanu wzbudzo-
nego (ESA, ang. Excited State Absorption), relaksację
krzyżową (CR, ang. Cross-Relaxation) lub bardzo wy-
dajny transfer energiiw górę (ETU, ang. Energy Transfer

Upconversion) [17, 21]. Struktura elektronowa lantanow-
ców jako grupy pierwiastków jest szczególnie przydatna
w badaniach spektroskopowych. Schemat mechanizmu
FRET pomiędzy donoremw postaci nanokryształu, a or-
ganicznym barwnikiem jako akceptorem, został przed-
stawiony na rys. 1a, natomiast widma absorpcji i emisji
wybranych barwników organicznych na rys. 1b.

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

Zastosowania

Czasy zaników dla D maleją wraz ze skracaniem się od-
ległości D-A do rzędu kilku nanometrów, co umożli-
wia zastosowanie zjawiska FRET do badań zachowania
struktur biologicznych i efektów w nich występujących,

takich jak hybrydyzacja DNA [23, 24], badania konfor-
macji białek [25] czy wykonywanie testów immunoen-
zymatycznych [25–27].W konsekwencji zjawisko FRET
znajduje liczne zastosowania w biologii oraz wykazuje
duży potencjał dla zastosowań w diagnostyce medycz-
nej [19], na przykład do rejestracji oddziaływań mole-
kularnych w żywych komórkach [29–31], czy też przy
przeprowadzeniu homogenicznych diagnostycznych te-
stówbiologicznych [32]. Jednym znajbardziej zaawanso-
wanychnarzędziw biologii,umożliwiającym rejestrowa-
nie zjawiska FRET w mikroskopii �uorescencyjnej, jest
metoda FLIM (ang. Fluorescence Lifetime Imaging Mi-

croscopy), która umożliwia wizualizację procesów biolo-
gicznych w czasie rzeczywistym za pomocą czasów za-
ników [18]. Na rysunku 2a zostały przedstawione sche-
matycznie badania struktury DNA za pomocą zjawiska
FRET, gdzie molekuła (D) dołączona do jednej z za-
sad kwasu DNA jest pobudzana energią dostarczoną za
pośrednictwem światła laserowego, a następnie przeka-
zuje energię drugiej molekule (A) dołączonej do innej
części DNA lub do komplementarnego fragmentu nici
DNA. Na rysunku 2b został przedstawiony schemat sto-
sowanych układów z nanokryształami jako donorami
oraz barwnikami organicznymi jako akceptorami. Ce-
lem obecnie prowadzonych badań opisywanego zjawi-
ska jest wykorzystanie FRET w naukach biologicznych,
gdzie do donora, mającego postać nanokryształu do-
mieszkowanego lantanowcami zostanie dołączony anty-
gen ze specyûcznymi przeciwciałami (rys. 2c). Taki test
pozwalawykrywać obecność antygenów lubmierzyć ak-
tywności enzymów.

Rys. 2. Przykładowe zastosowania zjawiska FRET w biologii: (a) schemat
hybrydyzacji DNA [24]; (b) schemat mechanizmu wzbudzenia nanokrysz-
tału oraz zjawiska FRET pomiędzy nanokryształem a barwnikiem [27];
(c) schematyczne przedstawienie wzbudzenia donora (nanokryształu) sko-
niugowanego z antygenem ze specyûcznymi antyciałami oraz barwnikiem
jako akceptorem [27]

Nanokryształy domieszkowane jonami Ln3+, po-
mimo posiadanych zalet, jednocześnie stawiają kolejne
nowe wyzwania, wymagające optymalizacji i dogłęb-
nego zrozumienia procesu transferu pomiędzy jonami
lantanowców w nanokrysztale a barwnikiem na jego
powierzchni. Podczas projektowania czujników biolo-
gicznych występuje niepożądany efekt uboczny, pole-
gający na zwiększeniu odległości D-A, będący konse-
kwencją biofunkcjonalizacji nanokryształów, która jest
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niezbędna do uzyskania możliwości obserwacji reak-
cji biologicznych. Dodatkowo pojedynczy nanokrysz-
tał może posiadać wiele (rzędu setek lub tysięcy) jo-
nów lantanowców, z których każdy może pełnić funk-
cję donora FRET. Jednak jednorodne domieszkowanie
całej objętości nanokryształu powoduje, że jony te znaj-
dują się w różnej odległości od powierzchni i znajdu-
jących się tam akceptorów. W celu wyeliminowania
tych niepożądanych cech, utrudniających realizację te-
stów biologicznych z wykorzystaniem FRET, należałoby
zwiększyć efektywność transferu FRET i czułość takich
sond przez zoptymalizowanie architektury i składu che-
micznego (rozmieszczenia aktywnych domieszek) na-
nokryształów.

Rys. 3. Architektura nanokryształów wpływa na dystrybucję jonów Ln3+

(jako donorów) oraz ich średnią odległość od akceptorów znajdujących się
na powierzchni. W celu optymalizacji architektury nanokryształów pod
kątem największej efektywności transferu energii między jonami a barwni-
kiem,można zweryûkować i zoptymalizować średnie odległości pomiędzy
D i A. Analizowane architektury pod kątem transferu energii to: (a) do-
mieszkowany rdzeń (o średnicy dc ) do nanokryształów; (b) rdzeń-płaszcz
(o średnicy rdzenia dc oraz średnicy płaszcza ds). Umieszczając domieszki
jonów D w powłoce zmniejsza się efektywną odległość D-A (rDA) [33].

Architektura typu rdzeń-płaszcz daje możliwości
różnorodnej dystrybucji jonów uczulacza oraz aktywa-
tora w nanokryształach [33], umożliwiając wprowadze-
nie zmian i optymalizację właściwości luminescencyj-
nych D oraz zwiększenie efektywności transferu do A.
Rozwiązaniem trudności napotykanych podczas obser-
wacji zjawiska FRET pomiędzyD i A, z wykorzysta-
niem nanokryształów domieszkowanych jonami lanta-
nowców, jest optymalizacja architektury oraz ich składu
chemicznego. W celu zwiększenia efektywności trans-
feru energii z D (jony Ln3+) do A (barwniki orga-
niczne), należy rozmieścić jony domieszki w równo-
miernej i niewielkiej odległości od powierzchni— opty-
malnie zbliżonej do odległosci Förstera R0. W tym celu
zamiast nanokryształu, w którym jony domieszek znaj-
dują się w całej objętości (rys. 3a), można wykorzystać
nanokryształy postaci rdzeń-płaszcz. W takim rozwią-
zaniu domieszka spełniająca rolę donora powinna zna-
leźć się tylko w zewnętrznym płaszczu, dzięki czemu
znajduje się efektywnie bliżej powierzchni niż w przy-
padku jednorodnie domieszkowanego nanokryształu

(rys. 3b). W następstwie tego średnia odległość pomię-
dzy jonami Ln3+ efektywnie się zmniejsza. Liczba jo-
nów domieszki Ln3+ może być zmieniana przez inten-
cjonalną zmianę koncentracji lub kontrolowanie grubo-
ści płaszcza. W konsekwencji zmianie ulega objętość,
w której znajdują się jony Ln3+, zgodnie z równaniem
ds − dc < dc , gdzie ds to średnica płaszcza, a dcto śred-
nica rdzenia.

2. Parametry wpływające na efektywność FRET
Wyznaczenie wartości efektywności rezonansowego
niepromienistego transferu energii pomiędzy dwoma
molekułami (η) umożliwia obliczenie odległości pomię-
dzy dwomamolekułami (rDA) ze wzoru:

ηFRET = 1 + ( rDA

R0
)

6
. (1)

Nawartość efektywności transferu energiiwpływają
także takie parametry jak: dystans Förstera (R0−wzór 2),
współczynnik orientacji molekuł (κ), współczynnik za-
łamania światła (n), całka przekrywania (częśćwspólna
widma emisji D i widma absorpcji A) (J − wzór 3),
wydajność kwantowa �uorescencji donora (ϕD) oraz
liczba Avogadra (NA). Aby było możliwe zaobserwowa-
nie FRET, musi istnieć część wspólna widma emisji do-
nora i widma absorpcji akceptora, a jest to odwzoro-
wane przez całkę przekrywania emisji donora i absorp-
cji akceptora J. Dodatkowo, odległość między moleku-
łami nie może przekraczać kilku nanometrów, co jest
zdeterminowane odległością Förstera R0.

• R0 — odległość, przy której dla danej pary D-

A efektywność transferu energii jest równa 50%.
Wartość tego parametru jestw pierwszymprzybli-
żeniu stała dla każdej pary D-A. W zależności od
rzeczywistej odległości (rDA) pomiędzy moleku-
łami zmienia się efektywność transferu zgodnie
ze wzorem 1. Odległość Förstera wyznacza się za
pomocą równania:

R0 =
⎛
⎝
(9 (ln 10) ⋅ ϕD ⋅ κ2 ⋅ J (λ))

128 ⋅ π5 ⋅ NA ⋅ n4
⎞
⎠

1
6

, (2)

gdzieNA jest liczbąAvogadra równą 6.02214⋅1023

mol−1.
• κ—współczynnik orientacji molekuł.Wzależno-

ści od kąta pomiędzy ustawieniem dipola donora
D względem dipola akceptora A,wartość efektyw-
ności transferu energii może się zmieniać wraz
ze zmianą κ2 w zakresie od 0 do 4. Dla większo-
ści przypadków nieuporządkowanychmolekuł κ2

przyjmuje się stałąwartość równą 2/3 (dla równo-
ległych molekuł κ2 przyjmuje wartość między 1
a 4, dla prostopadłych κ2 = 0).
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• n — współczynnik załamania światła ośrodka,
w którym znajduja się D i A.

• J — całka przekrywania emisji donora i absorp-
cji akceptora jest wyznaczana jako całka znorma-
lizowanegowidma emisji donora oraz współczyn-
nika ekstynkcji akceptora, pomnożonego przez
czwartą potęgę długości fali. Wielkość ta jest opi-
sana wzorem:

J = ∫ fD (λ) εA (λ) λ
4
dλ, (3)

gdzie fD jest znormalizowanym widmem �uore-
scencji donora, fD (λ) = FD/∫ FD (λ) dλ, FD zaś
jest widmem �uorescencji donora w funkcji dłu-
gości fali λ.

• ϕD — wydajność kwantowa donora, opisująca ile
fotonów zostało wyemitowanych w stosunku do
fotonów zaabsorbowanych (nE/nA).

Rys. 4. (a) Efektywność transferu FRET (η) w zależności od odległości
D-A; wartość odległości Förstera w funkcji parametrów ûzycznych: (b)
współczynnika załamania światła (n), (c) orientacji molekuł (κ), (d)wydaj-
ności kwantowej �uorescencji donora (ϕD), (e) całki przekrywania emisji
donora i absorpcji akceptora (J) [34].

Podane powyżej zależności są obliczonew przybliże-
niu makroskopowym. Do dalszych analiz dla pojedyn-

czych molekuł należy uwzględnić ich budowę i zasto-
sować bardziej zaawansowane techniki analizy oraz po-
miaru [34]. Zmienność powyższych parametrów i ich
wpływ na wartość odległości Förstera oraz pośrednio
na efektywność transferu energii, zaprezentowano na
rys. 4. Zależność efektywności FRET od odległości po-
między molekułami dla ustalonych wartości powyżej
opisanych parametrów została przedstawiona na rys. 4a.
Kolejne wykresy przedstawiają przykładowe zależno-
ści odległości Förstera R0od: współczynnika załamania
światła n— rys. 4b, orientacji molekuł κ2 — rys. 4c,wy-
dajności kwantowej ϕD — rys. 4d, całki przekrywania J

— rys. 4e.

Metody pomiarowe

Zjawisko FRET ujawnia się podczas pomiarów cza-
sów zaników (skracanie czasu zaniku luminescencji D
w obecności A) oraz rejestracji widm emisji (zmniejsza-
nie intensywności emisji D wraz ze wzrostem emisji A).
Efektywność transferu (η) między molekułami donora
i akceptora zależy monotonicznie od 6 potęgi odwrot-
ności odległości pomiędzy nimi (rDA) oraz odległości
Förstera (R0), zdeûniowanej jako odległość, dla której
η jest równa 50% maksymalnej efektywności dla danej
pary D-A. Wyznaczenie efektywności transferu FRET
może być zrealizowane przez pomiar emisji dla próbki
zawierającej D i A oraz porównanie z luminescencją sa-
mego D. Wraz ze zmniejszeniem odległości pomiędzy
D i A lub zwiększeniemkoncentracji Amaleje intensyw-
ność luminescencjiD (ID), natomiast zwiększa się inten-
sywność emisji A (IA).Drugim sposobem wyznaczenia
efektywności transferu energii η jest pomiar czasów za-
niku luminescencji danego poziomu energetycznego D
(τD), dla którego rejestruje się coraz krótsze czasy ży-
cia luminescencji podwpływem transferu energii FRET
do akceptora. Zmiany efektywności transferu energii z
D do A wyznacza się na podstawie intensywności (ID)
lub czasów życia luminescencji (τD) dla D względem
tych samychwartościw obecności A (oznaczonych jako
IDA, τDA). Na podstawie obserwacji powyżej opisanych
zmian oraz znajomości wartości odległości Förstera R0
można określić odległość, w jakiej znajdują się wzglę-
dem siebie donor i akceptor, a takżewyznaczyć efektyw-
ność FRET (rDA). Jest to opisane równaniem:

ηFRET = 1
1+(rDA/R0)6 = 1

1+IDA/ID

= 1
1+τDA/τD

. (4)

Powyższa zależność opisuje efektywność FRET
(rys. 5c) oraz powiązanie odległości pomiędzy D i A
(rDA) z wynikami pomiarów spektroskopowych, takich
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Rys. 5. Odległość pomiędzy donorem (D) a akceptorem (A) rDA można
wyznaczyć na podstawie efektywności transferu FRET (η). Jest to możliwe
za pomocą pomiarów życia luminescencji poziomów energetycznych lub
widm emisji oraz znajomości odległości Förstera R0 (tj. odległości dla
danej pary D-A, dla której η = 50%) zgodnie z równaniem (4). (a) Czasy
zaników dla donora τD skracającą się wraz ze zmniejszaniem odległości
pomiędzy D i A lub zwiększaniemkoncentracji akceptora. (b)Widmo emi-
sji donora (ID) maleje wraz ze wzrostem intensywności emisji akceptora
(IA). (c) Zmiana efektywności transferu w funkcji odległości pomiędzy D
i A (rDA) [34]

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

Podsumowanie

Zjawisko försterowskiego rezonansowego transferu
energii (FRET) pozwala na określenie odległości pomię-
dzy dwoma molekułami: donorem (D) i akceptorem
(A) energii. Odległość ta determinuje wartość efektyw-
ności transferu energii, co można wyznaczyć na podsta-
wie widm luminescencji oraz czasów zaników z danego
poziomu energetycznego. Jeżeli dwie różne biomolekuły
(przykładowo przeciwciało i antygen) są związane odpo-
wiednio z molekułami D i A, zjawisko FRET dostarcza
informacji na temat ich interakcji lub jej braku.

ZwiększeniewydajnościFRETmożnauzyskaćprzez
dobranie odpowiedniego materiału optycznie aktyw-
nego, o odpowiednich zakresach emisji oraz absorpcji
(pod kątem długości fali wzbudzenia oraz części wspól-
nej emisji donora i absorpcji akceptora).Wmikroskopii
�uorescencyjnej obecnie najbardziej powszechnie przy
pomiarach FRET stosuje się barwniki �uorescencyjne,
które niestety pomimo powszechności ich stosowania
wykazują szereg wad.

Niepożądane cechy barwników organicznych to:
słabo oddzielone szerokie pasma absorpcji i emisji, krót-

kie czasy życia �uorescencji (co powoduje także rejestra-
cję tła pochodzącego z komórek) oraz fotowybielanie
podwpływemoświetlania laserem(co skutkuje krótkim
czasem na wykonanie pomiarów).

Rozwiązaniem tego problemu może być wybór na-
nokryształów domieszkowanych lantanowcami, wyka-
zujących wąskie, rozdzielone pasma energetyczne, dłu-
gie czasy zaniku luminescencji oraz fotostabilność.Wła-
ściwości optyczne oraz stabilność chemicznananokrysz-
tałów domieszkowanych jonami lantanowców są du-
żymi zaletami umożliwiającymi dalsze zastosowania od-
powiednio dobranych architektur krysztłów do badań
FRET, w tym np. zamiana barwników organicznych
jako alternatywnychmateriałów.Dystrybucja jonów do-
mieszek oraz odległość pomiędzy jonami Ln3+ a po-
wierzchnią wymusza optymalizację dobieranych struk-
tur pod kątem efektywności transferu. Zjawisko FRET
zachodzi, gdy odleglość D-A nie przekracza kilku na-
nometrów, co wymaga uwzględniania w potencjalnych
zastosowaniach odległości D-A wraz z wymiarami ba-
danych struktur biologicznych. Wybór architektury na-
nokryształu oraz jego składu będzie wpływał na dys-
trybucję jonów lantanowców oraz ich odległość od po-
wierzchni, na której mogą zostać zakotwiczone barw-
niki organiczne.

Zasady działania mechanizmu FRET dają możli-
wość jego stosowania do badań reakcji biochemicznych
w czasie rzeczywistym. Może też być z powodzeniem
stosowane do prowadzenia badań zachowania struktur
biologicznych w organizmach żywych na poziomiemo-
lekularnym.
Pokrycie powierzchni nanokryształów biomolekułami
(tzw. biofunkcjonalizacja) pozwala śledzić i zrozumieć
procesy biologiczne w czasie rzeczywistym.
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