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Резонансную передачу энергии от одиночной молекулы донора (Д) к одиночной молекуле акцептора

(А) (Фёрстеровская резонансная передача энергии) в настоящее время пытаются использовать для на-

хождения микроскопических параметров, описывающих межконформационные изменения в молекуле

белка, к которой эта одиночная Д–А пара прикреплена. Недавно был разработан метод, позволяющий

довольно сложным образом такие параметры искать с помощью формулы для эффективности Фёрсте-

ровской резонансной передачи энергии, представляющей собой сумму нескольких функций гауссовой

формы. В данной работе предлагается другой более простой метод нахождения искомых параметров

межконформационных переходов, основанный на прямой статистической обработке флуктуирующих

треков флуоресценции одиночной Д–А пары, прикрепленной к молекуле белка.
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1. Одиночные Д–А пары в отличие от ансамблей

таких пар позволяют выразить расстояние R меж-

ду молекулами пары непосредственно через эффек-

тивность передачи энергии в этой Д–А паре. Эта

связь с эффективностью передачи энергии (Förster

Resonance Energy Transfer (FRET), Фёрстеровская

резонансная передача энергии) определяется с помо-

щью простой формулы E(R) = [1 + (R/RF )
6]−1,где

RF – радиус Ферстера есть единственный неизвест-

ный параметр [1, 2]. Поэтому, если прикрепить та-

кую Д–А пару к молекуле белка или ДНК, то при

изменении конформации макромолекулы будет из-

меняться расстояние R и, следовательно, эффектив-

ность FRET будет флуктуировать.

В настоящее время делаются попытки использо-

вания одиночных Д–А пар, прикрепленных к моле-

куле белка [3–6], к нити ДНК [7–14], к молекуле денд-

римера [15] и даже к клетке [16, 17] для исследования

квантовой динамики этих макрообъектов. Исследу-

ется и влияние триплетных уровней на эффектив-

ность FRET [18–20].

Ключевой вопрос, возникающий в этой проблеме:

каким образом можно связать изменения в R с функ-

цией распределения P (E) эффективности FRET, ко-

торая измеряется в опыте. Эта функция обычно со-

держит несколько максимумов. Рассматривая этот

вопрос, Гопич и Сабо [21] представили распределе-
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ние эффективности P (E) в виде суммы нескольких

функций гауссовой формы. В случае, если конфор-

мационное изменение есть переход между двумя кон-

формациями белка, эта сумма должна содержать три

функции гауссовой формы. Каждая функция гауссо-

вой формы характеризуется положением максимума,

шириной и своим весом в общей формуле. Эти пара-

метры подлежат определению из опыта.

В данной работе предложен принципиально иной

способ нахождения микроскопических параметров,

основанный на прямой статистической обработке

треков флуоресценции Д–А пары при коротком вре-

мени накопления сигнала.

2. Рассмотрим Д–А пару, ферстеровская скорость

F которой принимает два значения при свертыва-

нии/развертывании белка. Соответствующая энерге-

тическая схема представлена на рис. 1.

В соответствии с рис. 1 динамика системы описы-

вается следующей системой уравнений:

ρ̇0 = −(k +B)ρ0 + ΓDρ1 + ΓAρ2 + bρ3,

ρ̇1 = kρ0 − (F1 + ΓD)ρ1,

ρ̇2 = F1ρ1 − ΓAρ2,

ρ̇3 = Bρ0 − (k + b)ρ3 + ΓDρ4 + ΓAρ5, (1)

ρ̇4 = kρ3 − (F2 + ΓD)ρ4,

ρ̇5 = F2ρ4 − ΓAρ5.
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Рис. 1. (Цветной онлайн) Флуктуации флуоресценции

молекулы белка с прикрепленной Д–А парой при

свертывании/развертывании этой молекулы. Состоя-

ние (D∗A∗) с возбужденными молекулами донора и ак-

цептора опущено, т.к. оно будет населено очень слабо

при k ≪ ΓD,ΓA

Здесь ρj есть населенность j-ого состояния (j =

= 0, . . . 5), k – скорость возбуждения молекулы до-

нора, ΓD,A – скорость релаксации в основное состо-

яние молекул донора и акцептора, F1,2 – скорость

передачи энергии в Д–А паре в обеих конформациях

молекулы белка, B и b – скорости свертывания и раз-

вертывания молекулы белка. Используем уравнения

(1) для расчета методом Монте-Карло флуктуаций

интенсивностей ID(t) и IA(t) флуоресценции моле-

кул донора и акцептора, а потом найдем по формуле

E(t) = IA(t)/[IA(t)+ID(t)] флуктуации эффективно-

сти FRET.

3. Обычно в опыте счет фотонов флуоресценции

превышает 104 c−1. Поэтому мы рассмотрим соответ-

ствующий случай, когда k = 104 c−1, F1 = 107 c−1,

F2 = 109 c−1, 1/B = 5мс−1, 1/b = 10мс−1, а время

накопления сигнала составляет T = 20мс−1, 5 мс−1,

1 мс−1. Треки для эффективности FRET, рассчитан-

ные с помощью уравнений (1) методом Монте-Карло,

с такими временами накопления сигнала представле-

ны на рис. 2.

Согласно рис. 2 в треке эффективности имеют-

ся интервалы с повышенной и пониженной эф-

фективностью передачи энергии, которые мы бу-

дем называть он- и офф-интервалами, соответствен-

но. При длительном времени накопления сигнала

T = 20мс−1, т.е. при T ≫ 1/B, 1/b длительности

он/офф интервалов фактически не могут быть най-

дены, как показывает рис. 2а. При T ≈ 1/B, 1/b

офф-интервалы уже можно идетифицировать, но их

длительность искажена сравнительно большим вре-

менем T накопления сигнала, как показывает рис. 2b.

Наконец, при T < 1/B, 1/b он/офф-интервалы чет-

ко проявляют себя в треке, т.к. они практически не

искажаются при таком коротком времени T накоп-

ления сигнала. Такой трек показан на рис. 2c.

4. После статистической обработки всех трех тре-

ков, представленных на рис. 2, с помощью формулы

Рис. 2. Треки эффективности FRET, рассчитанные с

помощью уравнений (1) при k = 104 c−1, ΓD = 2 ·

108 с−1, ΓA = 108 c−1, F1 = 107 с−1, F2 = 109 c−1,

1/B = 5мс−1, 1/b = 10мс−1 и при разных време-

нах накопления сигнала: T = 20мс−1 (а), 5 мс−1 (b),

1 мс−1 (с)
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мы найдем распределения эффективности FRET,

представленные на рис. 3. Вид всех трех распределе-

ний различен, хотя квантовая динамика системы од-

на и та же. Следовательно, время накопления сигна-

ла играет очень важную роль в форме функции рас-

пределения эффективности FRET. Только в случае,

когда пики флуоресценции четко разделены, т.е. при

T < 1/B, 1/b, как это имеет место на рис. 3с, средняя

эффективность передачи энергии может быть опре-

делена простой формулой:

E1,2 = F1,2/(F1,2 + ΓD) = [1 + (R1,2/RF )
6]−1, (3)

которая позволяет легко найти, насколько изменя-

ется ферстеровская скорость F и расстояние R в

Д–А паре при свертывании/развертывании молеку-

лы белка. Формула (3) не применима в случаях, ко-

гда T ≥ 1/B, 1/b. В этих случаях надо использо-

вать формулу, выведенную Гопич и Сабо [21] и пред-

ставляющую собой сумму трех функций гауссовой

формы. Применимость простой формулы (3) дока-

зывается тем, что два максимума в функции рас-

пределения эффективности FRET, представленной

на рис. 3с, соответствуют E1 = 0.05 и E2 = 0.83,

что дает, согласно формуле (3), F1 = 107 c−1 и

F2 = 9.8 · 108 с−1. А при расчете трека на рис. 2с мы

брали F1 = 107 c−1 и F2 = 109 c−1. Следовательно,
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Рис. 3. (Цветной онлайн) Распределение эффективности FRET при T = 20мс−1 (а), 5 мс−1 (b), 1 мс−1 (с) с одной и

той же квантовой динамикой биомолекулы с прикрепленной к ней одиночной Д–А парой

простая формула (3) действительно позволяет найти

правильные величины F1,2, а следовательно, и R1/R2

по максимумам функции распределения эффектив-

ности FRET, измеренной при T < 1/B, 1/b.

Однако распределение на рис. 3с не позволяет

найти скорости 1/B и 1/b, определяющие межкон-

формационные прыжки. Для их нахождения необ-

ходимо дополнительно измерить с помощью тре-

ка, представленного на рис. 2с, распределение вре-

менны́х интервалов t1,2 с пониженной и повышен-

ной эффективностью соответственно, которые мы

будем называть офф- и он-интервалами, соответ-

ственно. Такая процедура реально осуществлялась в

нашей статье [22] на измеренных треках флуоресцен-

ции одиночных квантовых точек. Это было сделано

и в треке, представленном на рис. 2с. Результат пред-

ставлен на рис. 4.

Рис. 4. (Цветной онлайн) Распределение интервалов

с пониженной и повышенной эффективностью (офф-

и он-интервалов соответственно), измеренное в треке,

представленном на рис. 3с

Распределение этих интервалов достаточно хо-

рошо описываются функцией Aon,off exp(−t/ton,off) с

ton = 10мс = 1/b и toff = 5мс = 1/B. Именно эти

значения скоростей и брались при расчете методом

Монте-Карло треков, представленных на рис. 2.

5. Проведенное выше рассмотрение треков для

эффективности FRET показывает. Если при вычис-

лении (измерении) треков используется время накоп-

ления сигнала, которое короче времен межконфор-

мационных переходов, то:

– изменение расстояния в Д–А паре можно опре-

делить по простой формуле (3), куда подставлены

E1,2, измеренные в опыте;

– скорости B и b межконформационных перехо-

дов могут быть найдены с помощью функций распре-

деления он- и офф-интервалов, измеренных в опыте.

Следовательно, предложенный здесь метод опреде-

ления микроскопических параметров E1,2, B и b, су-

щественно проще метода, использующего формулу,

представляющую собой сумму трех гауссовых функ-

ций.
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