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LUMINESCENCYIJNE
NANOMATERIALY KOLOIDALNE
DOMIESZKOWANE JONAMI
LANTANOWCOW - ZASTOSOWANIA
W KONSTRUKCIJI BIOCZUJINIKOW

Mechanizm férsterowskiego transferu energii (FRET) polega na nieradiacyjnym przekazaniu energii pomiedzy dwo-
ma molekutami: donorem (D) oraz akceptorem (A). Zaréwno w medycznych testach diagnostycznych, jak i badaniach
naukowych jako D i A stosowane sg barwniki organiczne, ktérych szerokie pasma absorpcji i emisji, czy podatnosc
na fotowybielanie czesto utrudniajq iloSciowq interpretacje pomiaréw. Jako alternatywe do barwnikéw organicznych
opracowano m.in. zwigzki koordynacyjne lantanowcdw, a obecnie badane sq zaawansowane nieorganiczne nanoma-
teriaty luminescencyjne. Wsrdd tych ostatnich na szczegdlng uwage zastugujg nanokrysztaty domieszkowane jonami
lantanowcow (UCNPs), ktére charakteryzujq sie wgskimi pasmami emisji, mozliwo$cig konwersjienergiizpodczerwieni
na $wiatto widzialne oraz wysokg odpornoscig na fotowybielanie. Te wtasciwosci pozwalajg na eliminacje sygnatu tta
i zwiekszenie czutosci bioczujnikdw. Pomimo licznych zalet, UCNPs wymagajq dalszej optymalizacji pod wzgledem do-
boru domieszek jonéw lantanowcdw oraz wtasciwosci fotofizycznych, ktére zapewniajq efektywny transfer energii do
akceptora. Wniniejszej pracy przeglgdowej przedstawiono podstawy mechanizmu FRET, ewolucje materiatow dla FRET,
charakterystyke nanokrysztatow domieszkowanych lantanowcami oraz przyktady ich zastosowan w systemach FRET.

TEORIA | MECHANIZM FRET

Forsterowski rezonansowy transfer energii (FRET) stanowi
udane polgczenie teorii fotoluminescencji, eksperymentu
i praktycznych zastosowan, szczegdlnie w (bio)detekeji™.
Zgodnie z teorig Forstera™ zjawisko to polega na bezpromie-
nistym przekazaniu energii pomiedzy molekulami donora
(D) a molekutami akceptora (A) na drodze rezonansowego
oddziatywania dipol-dipol. Molekuty donora oraz akceptora
mozna traktowac jako oscylujace dipole elektryczne. Donor

1 Che D, Cao X, Chen C,, Yan H. “A point-of-care aptasensor based on the upconversion nanoparticles/
MoS2 FRET system for the detection of Pseudomonas aeruginosa infection” Microchim. Acta 2024, 191(1),
61(2024)

Nie Y, LiJ.,, Liu Y, Zhang Q., Ma Q. “A Visual FRET Immunofluorescent Biosensor for Ratiometric Parathy-
roid Hormone (1-84) Antigen Point-of-Care Detection” J. Fluoresc., 30(2), 329-334 (2020)
2 Forster T. “Energiewanderung und Fluoreszenz” Naturwissenschaften, 33(6), 166-175 (1946)
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wzbudzony promieniowaniem elektromagnetycznym drga
z czestotliwoécig odpowiadajacy jego przejsciom emisyjnym.
Jezeli akceptor wykazuje absorpcje w tym samym zakresie
czestotliwosci, dochodzi do efektywnego, rezonansowego
sprzezenia dipoli i - w konsekwencji — do FRET. Donor, po ab-
sorpcji promieniowania i przejéciu w stan wzbudzony, trans-
feruje nieradiacyjnie energie do akceptora, ktéry nastepnie
moze emitowa¢ promieniowanie (rys. 1). Proces ten zachodzi
po spelnieniu dwéch podstawowych warunkéw: nakladania
sie pasm absorpcji akceptora i emisji donora oraz niewielkiej
odleglosci miedzy nimi (zazwyczaj 1-10 nm). Istotny wplyw
na przebieg zjawiska ma réwniez orientacja momentéw di-
polowych molekut oraz srodowisko chemiczne, w ktérym te
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sie znajduja”®. Warto réwniez wyraznie odrézni¢ FRET od
zjawiska reabsorpcji, w ktérym akceptor pochlaniatby fotony
emitowane przez donor bez udzialu sprzezenia dipolowego
miedzy czgsteczkamil®. FRET bywa okreélany mianem linijki
spektroskopowej ), gdyz jego wydajnoéé (n) maleje mono-
tonicznie: odwrotnie proporcjonalne do szostej potegi dy-
stansu miedzy D i A:

R
= = M)
RS +18,
gdzie Ry to dystans Forstera, dla ktérego wydajnos¢ FRET
wynosi 50%, arpa to faktyczny dystans pomiedzy D i A.

n

Dystans Forstera mozna obliczy¢ na podstawie nastepu-
jacego réwnania:

27\ ¥

R — ( 9(In10)¢px*J ) ’ @)
12875n%Ny

gdzie ¢p oznacza wydajno$¢ kwantowg emisji donora,
x? - wsp6tczynnik orientacji przestrzennej dipoli (przyjmuja-
cy wartosci od 0 do 4, zwykle jednak 3), J — calke nakladania
sie emisji D i absorpcji A [nm* M cm™], n - wspdtczynnik
zalamania $wiatlta, a N - stalg Avogadry (6,022 x 10* mol).

3 Leavesley S.J., Rich T.C. “Overcoming limitations of FRET measurements” Cytometry, Part A, 89(4), 325
(2016)

4 Medintz L.L., Hildebrandt N., “FRET-Forster resonance energy transfer: from theory to applications” Wi-
ley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA (2014)

5 Algar W.R., Hildebrandt N., Vogel S.S., Medintz IL. “FRET as a biomolecular research tool - understanding
its potential while avoiding pitfalls” Nat. Methods, 16(9), 815-829 (2019)

Calke nakladania (J) wyznacza si¢ z kolei jako catke ze
znormalizowanego widma emisji donora fp (1) oraz wspot-
czynnika ekstynkgji akceptora (g4 (2)):

J= /fD(x).sA(x)x‘*dx, (3)
Fp, (»)

JFp, (1)dn
widmo emisji donora.

gdziefp(A) = , zkolei Fp, (1) to zarejestrowane

Wydajno$¢ FRET okreéla sie eksperymentalnie na podsta-
wie pomiaréw widm fotoluminescencji oraz kinetyk lumine-
scencji donora — bez akceptora oraz po jego wprowadzeniu.
Zaréwno intensywno$¢ emisji, jak i czas zaniku luminescen-
cji donora w obecnosci akceptora ulegaja zredukowaniu. Za-
tem wydajno$¢ bezpromienistego, rezonansowego transferu
energii mozna obliczy¢ jako:

B Ipa
Y @
TDA
— 1 —
n D (5)

gdzie Ipa oraz TDA to odpowiednio intensywno$¢ emisji
oraz czas zycia poziomu wzbudzonego donora w obecnosci
akceptora, za$ Ip oraz tp - intensywno$¢ emisji i czas zaniku
luminescencji donora bez akceptora.

Zjawisko FRET ma szerokie zastosowania, szczegdlnie

Rys. 1. @) Schemat molekularnego FRET miedzy barwnikami organicznymi ATTO 488 (donor) oraz ATTO 550 (akceptor) potaczonymi linkerem. Nie-
bieski obszar na przedstawionych zaleznosciach wydajnosci FRET od odlegtosci D - A zawarty jest w granicach 0,5R, - 1,5R, i wskazuje efektywny
przedziat odlegtosci, na ktorych mozliwa jest detekcja FRET. b) FRET z zastosowaniem nanokrysztatow konwertujacych energie w gore jako donora
oraz barwnika ATTO 488 jako akceptora wraz z odpowiadajacymi im schematami energetycznymi: EMU (migracji energii, ang. Energy Migration Upco-
nversion) i ETU (transferu energii w gore, ang. Energy Transfer Upconversion).
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w biologii, diagnostyce i konstrukeji czujnikéw fluorescen-
cyjnych. Umozliwia ono analize zmian konformacyjnych
biatek!®, hybrydyzacji DNA", a takze - dzieki zmianom cza-
su zaniku luminescencji lub intensywnosci emisji donora —
czuly pomiar obecnosci lub koncentracji analitéw!. Dzieki
specyficznym oddzialywaniom antygen-przeciwcialo FRET
wykorzystywany jest rowniez w testach immunologicznych
i bioczujnikach. Ponadto FRET stosowany jest w $ledzeniu
proceséw zachodzacych w komdrkach w czasie rzeczywistym
oraz w obrazowaniu mikroskopowym z wysoka rozdzielczo-
$cighl.

6 Rainey K.H,, Patterson G.H. “Photoswitching FRET to monitor protein-protein interactions” Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A, 116(3), 864-873 (2019)

Higuera-Rodriguez R.A., De Pascali M.C.,, Aziz M., Sattler M., Rant U., Kaiser W. “Kinetic FRET Assay to
Measure Binding-Induced Conformational Changes of Nucleic Acids” ACS Sens., 8(12), 4597-4606 (2023)

7 Zhou R, Xu C,, Dong J., Wang G. “Labeling-free fluorescent detection of DNA hybridization through FRET
from pyrene excimer to DNA intercalator SYBR green I” Biosens. Bioelectron., 65, 103-107 (2015)

8  Strianese M., De Martino F., Pavone V., Lombardi A., Canters GW., Pellecchia C. “A FRET-based biosensor
for NO detection” ). Inorg. Biochem., 104(6), 619-624 (2010)

Chu-Mong K., Thammakhet C., Thavarungkul P, Kanatharana P, Buranachai C. “A FRET based aptasensor
coupled with non-enzymatic signal amplification for mercury (1) ion detection” Talanta, 155, 305-313 (2016)
9  Grant D.M., Zhang W., McGhee E.J.,, Bunney T.D., Talbot C.B., Kumar S., i in. “Multiplexed FRET to image
multiple signaling events in live cells” Biophys. )., 95(10), L69-L71 (2008)

ChoS., Jang )., Song C., Lee H., Ganesan P, Yoon TY,, i in. “Simple super-resolution live-cell imaging based
on diffusion-assisted Forster resonance energy transfer” Sci. Rep., 3(1), 1208 (2013)

Rys. 2. Naktadanie sie widm: a) absorpcji oraz emisji barwnikow orga-
nicznych ATTO 488 oraz ATTO 550, b) emisji jonéw Tm** oraz absorpcji
i emisji barwnika ATTO 488. Obszar zaznaczony na szaro odpowiada
naktadaniu sie pasm emisji donora z pasmem absorpcji akceptora.
Stosowanie barwnikéw organicznych wymaga wzbudzenia o wysokiej
energii (np. UV), co moze prowadzi¢ do trudnego do skorygowania
bezposredniego wzbudzenia akceptora. UCNPs s3 zazwyczaj wzbu-
dzane promieniowaniem o A,puqenia = 980 NM, co pozwala w znacznym
stopniu wyeliminowa¢ problemy wynikajace z naktadania sie widm
wzbudzenia D i A.

UKLADY DONOR-AKCEPTOR

W klasycznym, molekularnym FRET jako uktady donor-ak-
ceptor wykorzystuje si¢ barwniki organiczne (rys. la). Jed-
nakze ich widma (absorpcji oraz emisji) cechujg si¢ duzymi
szeroko$ciami potéwkowymi rzedu 50-100 nm, co najcze-
$ciej prowadzi do nakladania sie widm wzbudzenia lub emisji
(rys. 2a). W pierwszym przypadku, gdy widmo wzbudzenia
akceptora naklada sie na widmo wzbudzenia donora, mozli-
we jest bezposrednie wzbudzenie molekut akceptora. Z ko-
lei naktadanie si¢ widm emisji jest szczegdlnie niepozadane
przy rejestracji sygnatu emisji akceptora. Ponadto barwniki
organiczne przy wysokiej intensywnoséci pobudzenia lub
podczas dlugiej ekspozycji na promieniowanie wzbudzajace
wykazuja réwniez nieodwracalne fotowybielanie, a wysoka
energia tego promieniowania (czesto z zakresu UV) moze
dodatkowo wzbudza¢ inne biomolekuly obecne w prébkach,
skutkujac zwiekszonym sygnalem tta i nizszym efektywnym
sygnatem do detekcji".

Alternatywe dla klasycznych donoréw energii w obser-
wagcji zjawiska FRET mogg stanowi¢ materialy zawierajace
jony lantanowcéw (Ln**) - od prostych zwigzkéw koordy-
nacyjnych po mikro- i nanokrysztaly. Ich wtasciwosci spek-
troskopowe wynikaja z przejs¢ wewnatrzkonfiguracyjnych
f~ f, ktére zgodnie z regulg Laporte’a sg zabronione, co pro-
wadzi do dtugich czaséw zaniku luminescencji!l. Dodatko-
wo, poniewaz podpowltoka 4f jest ekranowana przez elek-
trony z podpowtok 5s i 5p, matryca zawierajaca jony Ln**
wywiera jedynie minimalny wplyw na polozenie ich pasm
absorpcji i emisji, ktore cechuja sie niewielka szerokoscia po-
téwkows. Bogactwo pozioméw energetycznych umozliwia
ponadto dopasowanie réznych akceptoréw FRET do potrzeb
eksperymentu.

Nanokrysztalty domieszkowane jonami lantanowcow
(UCNPs), najczesciej o matrycach NaYF,, Y,0, lub Gd,O,
i domieszkach Yb**/Er**, Yb*/Tm?*" czy Yb**/Ho** I'%, stano-
wig szczeg6lnie istotng grupe materiatéw dla ukladéw FRET.
Ich dzialanie opiera si¢ na konwersji energii w gére (UC -
ang. upconversion): jony uczulacza absorbuja promieniowa-
nie podczerwone (np. 980 nm dla Yb**), po czym poprzez
transfer energii w gére wzbudzaja kolejne poziomy energe-
tyczne jonoéw aktywatora, prowadzac do emisji antystoke-
sowskiej o wyzszej energii niz energia wzbudzenia. Waskie
pasma emisji, dtugie czasy zaniku oraz niski poziom tla ogra-
niczajg nakladanie si¢ widm i zmniejszaja ryzyko bezposred-
niego wzbudzenia akceptora (rys. 2b), zwigkszajac czulosé
detekcji FRET z wykorzystaniem nanokrysztaléw konwer-
tujacych energie w gére (UC-FRET). UCNPs nie mozna jed-
nak traktowa¢ jako pojedynczych molekul donora. Typowy
nanokrysztal o §rednicy 25 nm zawiera setki lub tysiace jo-
néw optycznie aktywnych, z ktérych jedynie te znajdujace sie
w poblizu powierzchni mogg efektywnie przekazywaé ener-
gie w procesie FRET. Jony potozone glebiej, mimo ze emituja,
sg zbyt oddalone od akceptora, a krétkie dystanse Forstera
(czesto krétsze niz 4 nm) dodatkowo ograniczajg efektyw-
no$¢ transferu. W konsekwencji jednorodne domieszkowa-
nie UCNPs ogranicza czuto$§¢ FRET z powodu wysokiego

10 LernerE., Cordes T, Ingargiola A., Alhadid Y., Chung SY., Michalet X, i in. “Toward dynamic structural bio-
logy: Two decades of single-molecule Forster resonance energy transfer” Science, 359(6373), eaan1133 (2018)
1 Biinzli, ). C. G. “Lanthanide luminescence: from a mystery to rationalization, understanding, and ap-
plications” w: Handbook on the Physics and Chemistry of Rare Earths (Vol. 50, pp. 141-176), Elsevier (2016)

12 Chen G, Qiu H,, Prasad PN., Chen X. “Upconversion nanoparticles: Design, nanochemistry, and applica-
tions in Theranostics” Chem. Rev. 114(10), 5161-5214 (2014)
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Tabela 1. Podsumowanie cech charakterystycznych donoréw dla FRET

Donor Zalety Wady / wyzwania
Barwniki tatwo reaguja z innymi molekutami, dostepne komercyjnie | Fotowybielanie, mate przesuniecia stokesowskie, szerokie
organiczne i dobrze zbadane, wysokie wydajnosci kwantowe i relatywnie | pasma absorpcji i emisji, wymagana wysoka energia
duze Ry~ 4-8nm wzbudzenia (czesto promieniowanie UV lub niebieskie),
przekrywanie z absorpcja i fluorescencja chromoforow
endogennych
Biatka Wysoka wydajnoS¢ kwantowa, niektore wykazujg absorpcje | Szerokie pasma absorpcji oraz emisji, czasochtonny proces
fluorescencyjne | dwufotonowa, nadaja sie do badan komorkowych np. do | formowania, podatnos¢ na fotowybielanie, wrazliwos¢ na
badan interakcji miedzy biatkami, syntezuje sie je poprzez | pH, stezenie 0,, temperature oraz inne wptywy Srodowiska
genetyczne kodowanie i ekspresje w komorkach chemicznego, duza masa (> 25 - 30 kDa), tendencja do
tworzenia agregatow
Zwigzki Dtugie czasy zaniku luminescencji, waskie oraz dobrze | Wymagaja optymalizacji transferu energii z ligandow na
koordynacyjne | oddzielone pasma emisji jony lantanowcow, wzbudzenie z zakresu UV, wykazuja staba
Ln* biokompatybilnos¢
Kropki Emisjazaleznaodrozmiaruistruktury chemicznej, symetryczne | Fotomigotanie pod wptywem ciggtego  wzbudzenia
kwantowe (QDs) | oraz stosunkowo waskie pasma emisji, wysokie wydajnosci | (eliminowane przez pasywacje powierzchni), koniecznos¢
kwantowe oraz wspotczynniki ekstynkcji, relatywnie duze | funkcjonalizacji powierzchni, wysoka toksycznosc niektorych
R, ~ 6 nm, odpornosc na fotowybielanie QDs ze wzgledu na obecnosc metali cigzkich np. Cd, Pb w ich
sktadzie
UCNPs Dtugie czasy zaniku luminescencji, waskie oraz dobrze | KoniecznoS¢  optymalizacji  architektury  chemicznej
rozdzielone pasma emisji, odpornosc na fotowybielanie, brak | ifunkcjonalizacji powierzchni, niewielka wydajnosc kwantowa
fotomigotania; wysoka wydajnos¢ emisji anty-stokesowskiej | emisji, krotkie R, (czesto krotsze niz 4 nm)
w porownaniu do innych procesow nieliniowych np. absorpcji
dwufotonowej (2PA) i generacji drugiej/ trzeciej harmonicznej
(SHG/THG)

sygnatu tta!®. Jednym ze sposobéw poprawy czutosci FRET
jest zastosowanie struktur typu rdzen-plaszcz, w ktérych
jony donora zlokalizowane sg wylacznie w zewnetrznej war-
stwie, co zmniejsza $redni dystans D-A!". Réwnie istotna
jest funkcjonalizacja powierzchni umozliwiajaca selektywne
kotwiczenie akceptora. Te zagadnienia stanowig kluczowy
kierunek dalszej optymalizacji systeméw UC-FRET.

UC-FRET - NOWE MATERIALY DLA EFEKTYWNEGO
BEZPROMIENISTEGO, REZONANSOWEGO TRANSFERU
ENERGII

Obecnie rozwijane sg systemy hybrydowe, w ktérych UCNPs
pelnig role donoréw, a akceptorami sg barwniki organiczne
lub kropki kwantowe. Jedng z pierwszych demonstracji UC-
-FRET przedstawil Bednarkiewicz ze wspdtpracownikamil™,
wykazujac transfer energii z jonéw Yb**/Er’* domieszkowa-
nych w matrycy NaYF, do kropek kwantowych CdSe. Pra-
ca ta otworzyta droge do zastosowania systeméw UC-FRET
w (bio)detekeji, obrazowaniu i sensorach molekularnych.
Z kolei Wang i inni" wskazali istnienie korzystnej roli pa-
sywujacego plaszcza w strukturach rdzen-plaszcz. Dowiedli
oni, ze w nanomateriatach typu rdzen-plaszcz maksymalna
skutecznos¢ FRET nie wynika ani z najsilniejszej lumine-
scencji, ani z najwyzszej wydajnosci transferu energii. Klu-
czowe znaczenie ma optymalna grubos¢ powtoki, ktéra
réwnowazy oba procesy i pozwala uzyska¢ najlepsze efekty
13 PiniF, Francés-Soriano L., Andrigo V., Natile M.M., Hildebrandt N. “Optimizing Upconversion Nanopartic-
les for FRET Biosensing” ACS nano, 17(5), 4971-4984 (2023)

14 Kotulska A.M., Pilch-Wrobel A., Lahtinen S., Soukka T., Bednarkiewicz A. “Upconversion FRET quanti-
tation: the role of donor photoexcitation mode and compositional architecture on the decay and intensity
based responses” Light Sci. Appl., 11(1), 256 (2022)

Pilch-Wrobel A,, Kotulska A.M., Lahtinen S., Soukka T., Bednarkiewicz A. “Engineering the Compositional
Architecture of Core-Shell Upconverting Lanthanide-Doped Nanoparticles for Optimal Luminescent Donor
in Resonance Energy Transfer: The Effects of Energy Migration and Storage” Small, 18(18), 2200464 (2022)

Bekarski G., Prorok K., Stétina F, Misiak M., Gorris H.H., Bednarkiewicz A. “Multicolor Upconversion
Forster Resonant Energy Transfer Using Optimized Yb@YbTm Core@Shell Nanoparticles” ACS nano, 19(48),
41110-41120 (2025)

15 Bednarkiewicz A, Nyk M., Samoc M., Strek W. “Up-conversion FRET from Er3+/Yb3+:NaYF4 nanophosphor
to CdSe quantum dots” J. Phys. Chem. C, 114(41), 17535-17541 (2010)

16 Wang Y, Liu K., Liu X, Dohnalova K., Gregorkiewicz T., Kong X,, i in. “Critical shell thickness of core/shell
upconversion luminescence nanoplatform for FRET application” ). Phys. Chem. Lett., 2(17), 2083-2088 (2011)

aplikacyjne. Wynik ten podkreslit wage precyzyjnej inzynierii
nanostruktur, w ktérych nie tylko kompozycja chemiczna, ale
réwniez geometria ma kluczowe znaczenie dla funkcjonal-
nosci. Kolejne badania przedstawione przez Muhr i innych™”
wykazaly, ze mniejsze UCNPs sprzyjaja bardziej wydajnemu
FRET dzieki wiekszemu stosunkowi powierzchni do objetosci
(niestety kosztem jasnosci i wydajnosci emisji). Siefe i inni"®
opracowali strukture typu rdzen-plaszcz-plaszcz faczaca wy-
soka intensywnos¢ emisji z efektywnym transferem energii.
Dzieki dodaniu drugiego plaszcza udalo si¢ ograniczy¢ de-
fekty powierzchniowe i jednocze$nie utrzymac jony donora
w bliskiej odleglosci od akceptoréw, co pozwolito osiagnaé
wysokowydajny FRET bez kompromiséw w intensywnosci
emisji. Podobne podejscie przedstawili Marin i wsp6ipracow-
nicy™), badajac zjawisko FRET pomiedzy nanokrysztatami
LiYF,Yb*,Tm* a kropkami kwantowymi CulnS,. W pracy
tej skupiono si¢ na wptywie architektury donora, modyfikujac
ja poprzez zmniejszenie stosunku powierzchni do objetosci
oraz poprzez umieszczenie jondw donora w zewnetrznej po-
wloce w strukturze rdzen-plaszcz. Otrzymane wyniki poka-
zaly, ze wydajno$¢ FRET mozna znaczaco zwiekszy¢, mani-
pulujac zaréwno rozmiarem UCNPs, jak i rozmieszczeniem
jonéw aktywnych w objetosci nanokrysztatu. Pilch-Wrébel
i inni?” szczegdtowo przeanalizowali role dystrybucji jonéw
Yb** i Er’* w rdzeniu oraz plaszczu. Badania wykazaly, ze
precyzyjna kontrola migracji energii i minimalizacja jej ma-
gazynowania w stanach posrednich prowadza do istotnego
zwickszenia wydajnosci transferu energii. Oprocz aspektéow

17 Muhr V., Wiirth C., Kraft M., Buchner M., Baeumner A.)., Resch-Genger U., i in. “Particle-Size-Dependent
Forster Resonance Energy Transfer from Upconversion Nanoparticles to Organic Dyes.” Anal. Chem., 89(9),
4868-4874 (2017)

18  Siefe C.,, Mehlenbacher R.D., Peng CS., Zhang Y., Fischer S., Lay A, i in. “Sub-20 nm Core-Shell-Shell
Nanoparticles for Bright Upconversion and Enhanced Forster Resonant Energy Transfer” J. Am. Chem. Soc.,
141(42), 16997-17005 (2019)

19 Marin R, Labrador-Paéz L., Skripka A., Haro-Gonzalez P, Benayas A., Canton P, i in. “Upconverting Nano-
particle to Quantum Dot Férster Resonance Energy Transfer: Increasing the Efficiency through Donor Design”
ACS Photonics, 5(6), 22612270 (2018)

20  Pilch-Wrobel A, Kotulska A.M., Lahtinen S., Soukka T., Bednarkiewicz A. “Engineering the Compositional
Architecture of Core-Shell Upconverting Lanthanide-Doped Nanoparticles for Optimal Luminescent Donor
in Resonance Energy Transfer: The Effects of Energy Migration and Storage” Small, 18(18), 2200464 (2022)
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Rys. 3. Wptyw architektury nanokrysztatéw domieszkowanych jonami Yb* (czerwone kropki) i Tm** (granatowe kropki) na bezpromienisty, rezonan-
sowy transfer energii do molekut akceptora (barwnika) przytaczonego bezposrednio do powierzchni nanokrysztatu: a) aktywny rdzen, b) aktywny
rdzen - pasywny ptaszcz, ) pasywny rdzen - aktywny ptaszcz,. Odlegtos¢ jondw donora (Tm*) od akceptora determinuje wydajnos¢ FRET, ktorg moz-
na zmierzy¢ na podstawie kinetyki luminescencji, tj. czasow zycia poziomu 'G, jonu Tm* bez i w obecnosci akceptora. W przypadku nanokrysztatow
typu aktywny rdzen (a) w transferze energii biorg udziat jedynie te jony, ktére znajduja sie przy powierzchni. Pozostate jony aktywatora, znajdujace
sie gtebiej, sa bierne wzgledem FRET, cho¢ w sposéb ciagty i niepodatny na obecno$¢ akceptora wykazuja fotoluminescencje. Moga one réwniez
wzbudza¢ molekuty barwnika na drodze promienistej. Mimo iz natozenie pasywnego ptaszcza (b) zwigksza intensywno$¢ emisji nanokrysztatow ze
wzgledu na zmniejszone wygaszanie powierzchniowe, to zwieksza ono réwniez odlegtos¢ D-A, znaczaco zmniejszajac wydajnos¢ FRET, a tym samym
redukuje czuto$¢ detekcji. Aktywny ptaszcz (c) zapewnia bliski kontakt jondw donora z akceptorem, skutkujac niska emisja tta oraz wysoka wydaj-

noscig FRET®L

strukturalnych, istotne sg réwniez warunki wzbudzenia oraz
sposéb interpretacji sygnalu. W pracy poswigconej ilosciowej
analizie UC-FRET autorzy przeanalizowali, jak tryb wzbudze-
nia donora (ciagte vs. impulsowe) i kompozycja nanokryszta-
téw wplywaja na odpowiedz spektralng i czasowg uktadu''.
Wykazano, ze ocena efektywnosci FRET moze prowadzi¢ do
blednych wnioskdw, jesli nie uwzgledni si¢ tych parametréw
- zwlaszcza w ukladach, w ktérych jony pelnigce funkeje do-
noréw charakteryzuja sie dlugimi czasami zycia stanu wzbu-
dzonego.

BIOCZUJNIKI RATIOMETRYCZNE

Jednym z kluczowych zastosowan UC-FRET sg bioczuj-
niki oparte na detekeji ratiometrycznej tzn. bazujace na
proporcji intensywnosci dwoch pasm emisji. Klasyczna ana-
liza FRET oparta na wydajnosci obliczanej ze zmian inten-
sywnosci emisji donora moze prowadzi¢ do przeszacowan,
m.in. wskutek zjawiska filtra wewnetrznego, ktdére ostabia
sygnal donora przez reabsorpcj¢ promieniowania w probce.
Zaréwno FRET, jak i reabsorpcja moga objawiaé si¢ w wid-
mach luminescencji w podobny sposéb - poprzez zanik
emisji D i pojawienie si¢ emisji A. Podstawowym sposobem
pozwalajacym odrézni¢ te dwa konkurencyjne procesy sa
pomiary czasdw zycia pozioméw wzbudzonych donora i ak-
ceptora. Jednakze w UCNPs podczas transferu energii do ak-
ceptora czasy zaniku sg obarczone ciagla repopulacjg stanow
wzbudzonych jonéw donora poprzez ciagly transfer energii
w gore z jonéw uczulacza®!. Dodatkowo wymagania tech-

21 Kotulska A.M., Pilch-Wrobel A., Lahtinen S., Soukka T., Bednarkiewicz A. “Upconversion FRET quanti-
tation: the role of donor photoexcitation mode and compositional architecture on the decay and intensity
based responses” Light Sci. AppL., 11(1), 256 (2022)

22 Pilch-Wrobel A,, Kotulska A.M., Lahtinen S., Soukka T., Bednarkiewicz A. “Engineering the Compositional

niczne i czasochfonno$é pomiaréw kinetyki luminescencji
sprawiaja, ze sa one malo praktyczne w szybkiej diagnostyce
typu POC (ang. point-of-care).

Dlatego w zastosowaniach analitycznych powszechnie
stosuje si¢ podejscie ratiometryczne, w ktérym analizuje si¢
stosunek sygnalu akceptora (I,) do sygnatu donora w obec-
nosci akceptora (Ip,,). Metoda ta redukuje wptyw fluktuacji
intensywnosci, a jednoczesnie faczy informacje o zmianach
sygnaléw obu komponentdw, zapewniajac stabilniejszg i bar-
dziej precyzyjna zaleznos¢ dawka-odpowiedz. Wykorzystu-
jac UCNPs jako donory, Francés-Soriano ze wspotpracow-
nikami®! osiggneli limit detekeji wirusowego RNA rzedu
30 pmol/L. Natomiast Nareoja i inni®! przedstawili zastoso-
wanie UC-FRET do pomiaru pH w prébkach biologicznych.
Dzieki wykorzystaniu stosunku I, /Ips, Bekarski i inni®®
byli w stanie dokona¢ detekcji barwnikéw organicznych na
poziomie pojedynczych nmol/L. Ponadto przedstawili oni
mozliwo$¢ wykorzystania UCNPs do analizy multiplek-
sowej, czyli takiej, w ktorej wykrywanych jest kilka anali-
tow. Polgczenie analizy ratiometrycznej z wlasciwo$ciami
UCNPs umozliwia konstrukcje bardzo czulych i wiarygod-
nych bioczujnikéw o duzym potencjale diagnostycznym®.,

%%

Architecture of Core-Shell Upconverting Lanthanide-Doped Nanoparticles for Optimal Luminescent Donor
in Resonance Energy Transfer: The Effects of Energy Migration and Storage” Small, 18(18), 2200464 (2022)

23 Francés-Soriano L., Estebanez N., Pérez-Prieto J., Hildebrandt N. “DNA-Coated Upconversion Nanopartic-
les for Sensitive Nucleic Acid FRET Biosensing” Adv. Funct. Mater,, 32(37), 2201541 (2022)

24 Nareoja T, Deguchi T, Christ S., Peltomaa R., Prabhakar N., Fazeli E., i in. “Ratiometric Sensing and
Imaging of Intracellular pH Using Polyethylenimine-Coated Photon Upconversion Nanoprobes” Anal Chem.,
89(3), 1501-1508 (2017)

25 Bekarski G., Prorok K., Stétina F, Misiak M., Gorris H.H., Bednarkiewicz A. “Multicolor Upconversion
Forster Resonant Energy Transfer Using Optimized Yb@YbTm Core@Shell Nanoparticles” ACS nano, 19(48),
£4110-41120 (2025)

26 SuR, Francés-Soriano L., Diriwari 1., Munir M., Haye L., Sgrensen T.J., i in. “FRET Materials for Biosensing
and Bioimaging” Chem. Rev., 125(19), 9429-9551 (2025)
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Rozwéj czujnikéw bazujacych na efektach UC-FRET
przebiega w wielu uzupelniajacych si¢ kierunkach - od
precyzyjnej inzynierii architektury nanokrysztaléw (rdzen-
-plaszcz, rdzen-plaszcz-plaszcz), poprzez projektowanie ich
skladu i kontrole rozmieszczenia jondw optycznie aktyw-
nych, az po optymalizacje warunkéw wzbudzenia i metod
analizy sygnatu. Uwzglednienie takich czynnikéw jak mi-
gracja energii, tryb wzbudzenia donora czy fizykochemiczne
wla$ciwo$ci akceptora okazuje sie kluczowe dla uzyskania
systemow UC-FRET o wysokiej wydajnosci i czulosci. Zasto-
sowanie podej$¢ hybrydowych, np. Iaczenia UCNPs z barw-
nikami organicznymi lub kropkami kwantowymi, otwiera
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droge do konstrukeji bioczujnikéw o bardzo niskich limitach
detekgji. Jest to szczegolnie korzystne w szybkiej diagnostyce
POC, w ktdrej natychmiastowy, czuly i nieskomplikowany
technicznie pomiar obecnosci biomarkeréw moze sygnali-
zowa¢ stan chorobowy juz na wczesnym etapie. W szerszej
perspektywie systemy UC-FRET daja nadzieje na uniwersal-
ne narzedzie diagnostyczne i naukowe w bioobrazowaniu,
fototerapii, nanodiagnostyce i fotonice molekularnej. Ich
rozw6j wymaga jednak doglebnego zrozumienia proceséw
fotofizycznych oraz dalszej integracji podej$¢ chemicznych,
materialowych i biologicznych, a takze prac nad standaryza-
cja metod pomiarowych.

W SKROCIE

Jednym z obszaréw wspotczesnych bada# naukowych jest coraz skuteczniejsze wykrywanie sladowych ilosci réznych
substancji organicznych. Pomagajg w tym bioczujniki, czyli uklady, ktére reagujg na obecnos¢ konkretnej czgsteczki
i zamieniajg te informacje na sygnat mozliwy do zmierzenia. Jednym z waznych zjawisk wykorzystywanych w takich
czujnikach jest FRET. Ten skrét pochodzi od angielskiej nazwy Forster Resonance Energy Transfer, co po polsku oznacza
forsterowski rezonansowy transfer energii. Polega on na bezpromienistym przekazywaniu energii miedzy dwiema czg-
steczkami znajdujgcymi si¢ bardzo blisko siebie. Jedna z nich, donot, pochtania energie promieniowania elektromagne-
tycznego zastosowanego do jej wzbudzenia, a nastgpnie moze przekaza¢ jg - bez emisji fotonu - drugiej czgsteczce, czyli
akceptorowi. Dzieje si¢ to tylko na bardzo matych odleglosciach (typowo 1 - 10 nm), dzigki czemu mozna sprawdzic,
czy okreslone czgsteczki sie potgczyly albo znalazly sie wystarczajgco blisko siebie. Zjawisko to jest bardzo przydatne
w biologii i medycynie — zmiana sygnatu swietlnego pochodzgcego od prébki moze swiadczyc o tym, ze zaszedt w niej
jakis wazny proces: potgczenie fragmentow DNA, pojawienie si¢ konkretnego biatka albo obecnos¢ substancji zwigzanej
z chorobg. Zamiast bezposrednio obserwowal pojedyncze czgsteczki, Sledzi sie wiec zmiang emitowanego promieniowa-
nia przez przytgczone do nich molekuly fluorescencyjne.

Przez wiele lat w tego typu badaniach stosowano gtéwnie barwniki organiczne. Sg one dobrze poznane, ale majg takze
swoje ograniczenia: ich absorpcja bgdz emisja mogq si¢ naktadal, przez co trudniej je od siebie odréznié, a dodatkowo
z czasem ich emisja moze stabngé¢, co pogarsza doktadnosé pomiaréw. Dlatego w ostatniej dekadzie duzg uwage zwréco-
no na nanokrysztaty domieszkowane jonami lantanowcéw. Sg to nanomateriaty o typowych rozmiarach okoto 25 nm,
wykazujgce szczegélne wlasciwosci fotoluminescencyjne. Potrafig pochlanial promieniowanie podczerwone, a nastgpnie
emitowad $wiatto widzialne. To daje im duzqg przewage nad tradycyjnymi barwnikami organicznymi, poniewaz zmniej-
sza zaklécenia i pozwala doktadniej wykrywal wlasciwy sygnat — takie nanokrysztaly emitujg bowiem Swiatlo w wg-
skich zakresach widma, dzialajg stabilniej i sq bardziej odporne na fotodegradacje, dlatego mogg by¢ lepszymi donorami
energii niz zwykte barwniki.

Trzeba jednak pamigtal, ze nie kazdy nanokrysztat dziata tak samo dobrze. Znaczenie ma jego struktura, rozmiar
i rozmieszczenie jonéw w jego wngtrzu. Najwiekszg role w przekazywaniu energii odgrywajq te jony, ktére znajdujq sig
blisko powierzchni, bo tylko one sqg wystarczajgco blisko akceptora. Te potozone glgbiej mogg powodowac emisje, ale nie
uczestniczg bezposrednio w samym procesie FRET. Wlasnie dlatego naukowcy projektujg bardziej ztozone struktury —
na przyktad nanomaterialy o architekturze rdzenia pokrytego ptaszczem. Odpowiednio zaprojektowany nanokrysztat
pozwala wzmocnié sygnat i chronié materiat przed wygaszeniem przez otoczenie chemiczne. Ponadto szczegélnie cenne
sg bioczujniki ratiometryczne (od ang. ratio — stosunek, proporcja), ktére dziatajq na zasadzie poréwnywania inten-
sywnosci emisji dwdch pasm spektralnych - akceptora oraz donora w obecnosci akceptora. Taki pomiar jest bardziej
wiarygodny niz obserwowanie tylko jednego sygnatu, bo pozwala ograniczyé wpltyw zaktdcen i przypadkowych bledow.

Nowoczesne bioczujniki mogg poméc w szybszym i dokfadniejszym wykrywaniu waznych substancji w organizmie. Ma
to ogromne znaczenie zwlaszcza w diagnostyce medycznej, gdzie czesto liczy sie czas i mozliwos¢ wykonania prostego
testu blisko pacjenta.



