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Фёрстовский резонансный перенос энергии (FRET) — механизм передачи энергии меж-
ду светочувствительными молекулами dos Remedios, Miki and Barden, 1987; Mittler et al.,
1989). В этом процессе участвуют две светочувствительных молекулы: донор и акцептор.
При помощи лазера, испускающего свет с длинной волны входящей в спектр поглощения
донора, молекула фотовозбуждается. В возбужденном состоянии донор может передать
полученную энергию акцептору через диполь-дипольные взаимодействия. После чего ак-
цептор может испустить полученную энергию в виде кванта света с большей длиной вол-
ны. Эффективность передачи энергии между донором и акцептором пропорциональна
расстоянию между ними. Из-за чего FRET может быть использован для измерения рас-
стояния на молекулярном уровне. Однако, перед исследователями часто встает вопрос
как именно использовать выбранную пару донор-акцептор и какие линкеры использо-
вать для прикрепления меток к ДНК (Bajar et al., 2016). В свою очередь, линкеры могут
сильно влиять на эффективность FRET и ориентационный фактор В нашей работе мы
показываем результаты моделирования FRET с использованием донорно-акцепторной па-
ры Cy3-Cy5. Метод FRET часто используется для изучения динамики белков и кинетики
реакций (Buning and van Noort, 2010; Ciftci et al., 2020). Однако, для работы с одной
донорно-акцепторной парой можно использовать множество вариантов линкеров. Из-за
чего полученные данные могут сильно различаться. Для эффективного сравнения дан-
ных из таких экспериментов необходимы методы учета различий между конкретными
видами флуоресцентных меток. В данной работе мы сравнили эффективность FRET при
использовании различных линкеров и изменении расстояния межу местами прикрепления
меток к олигонуклеотидам.

Работа производилась на сервере Newton с использованием программных библиотек
nglview, LabelLib, numpy, MDAnalysis, matplotlib для языка Python 3.7. В ходе работы
мы создали молекулярные модели выбранных циановых (Cy3, Cy5) меток с различными
линкерами при помощи marvinSketch (Рис. 1-2.). Из полученных моделей мы сделали вы-
борку ротаметров и на их основе рассчитали рассчитали медиальное расстояние от точки
прикрепления до центра молекулы флуорофора (Friedrich et al., 2019). Основываясь на
полученных данных и данных из литературы, мы рассчитали эффективность FRET при
различных параметрах меток (Sanborn et al., 2007; Iqbal et al., 2008).

Мы показали, что при расстоянии между сайтами прикрепления линкеров равном 4,62
нм (14 н.п.), рассчитанная с учетом линкеров эффективность FRET составляет 0,28, что
отличается от эффективности, рассчитанной по формуле 1 (0,37). Таким образом, линкеры
значительно влияют на измеряемую эффективность FRET. Мы разработали методику
для оценки ожидаемой величины FRET по молекулярной модели исследуемого объекта и
подготовили набор параметров флуорофоров с линкерами, необходимый для проведения
расчетов.
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E = 1
1+(𝑅𝐷𝐴/𝑅0)6

Формула 1. Е — эффективность FRET, Ro — расстояние при котором эффективность
FRET равняется 50%, Rda — расстояние между донором и акцептором.
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Рис. 1. Схема прикрепления циановых меток

Рис. 2. Циановые красители: Cy3 — слева; Cy5 — справа.
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