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Биосенсоры на основе FRET на сегодняшний день являются мощным инструментом для исследования биологических процессов с помощью методов субдифракционной микроскопии. Структура биосенсора представляет собой флуоресцирующий белок-донор, полипептидный линкер и флуоресцирующий или нефлуоресцирующий белок-акцептор. Условиями FRET являются: 1) перекрывание спектров флуоресценции донора со спектром поглощения акцептора; 2) расстояние между флуорофорами во FRET-паре (R) поскольку эффективность FRET зависит от R6; 3) взаимная ориентация дипольных моментов переходов донора и акцептора [1]. Одним из условий эффективности биосенсора является выбор FRET пары с максимальным перекрыванием спектров.
В качестве донора выбран TagRFP, на роль акцептора были отобраны 4 варианта хромобелков: Ultramarine [2], anm2CP [3], spisCP [4], gfasCP [4]. Преимуществом использования биосенсоров на основе красных флуоресцентых белков в живых клетках является возможность работы на более длинных волнах, что приводит к уменьшению светорассеяния и снижению автофлуоресценции [5], а при использовании хромобелков в качестве акцептора отсутствует необходимость спектрального разделения флуоресценции донора и акцептора, что облегчает регистрацию FRET.

Для предполагаемых FRET-пар были рассчитаны интегралы перекрывания, а также ферстеровские радиусы (расстояния, на которых эффективность FRET составляет 50%). Для всех четырех пар TagRFP-хромобелок характерны высокие значения этих величин. Также было экспериментально подтверждено, что выбранные хромобелки не разгораются при облучении светом с длиной волны 530 нм, в отличие от KFP, который применялся в качестве акцептора в сенсоре с TagRFP ранее [6]. Следовательно, преимуществом выбранных хромобелков является отсутствие фоновой флуоресценции. Из полученных результатов можно сделать вывод, что на основе новых FRET-пар возможно получить более эффективные биосенсоры для детекции биологических процессов.
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