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Biosensors based on the principle developed by Theodor Förster (i.e. using 

fluorescence resonance energy transfer commonly known as FRET) in the 21 
century allowed to resolve the intra-molecular spatiotemporal dynamics in liv-
ing cells. Relatively few molecules are used by cells to transfer the information 
across different organs and non-invasive and live-cell friendly property of 
FRET based sensors allowed us to understand the methabolic state of cells in 
health and disease. Currently, the intra-molecular FRET biosensors have been 
increasingly used due to their high sensitivity in cellular microenvironments and 
recovery after bleaching. 

We performed time-consuming optimizations of biosensors by trial and 
errors allowing us to develop sensors that can be co-expressed with transmem-
brane connexin channels that are permeable to the second messenger molecules. 
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Our developments in expression of intramolecular FRET biosensors optimized 
to connexin expression level allowed to follow the propagation and effects of 
cAMP permeability, IP3 and Ca2+ waves. The crucial approaches for intracellu-
lar FRET biosensors is to diminish the co called orientation dependent anisot-
ropy component of FRET and to render the biosensors that they work as Stryer`s 
“Spectroscopic ruler” by using long flexible linkers. 

We will provide examples of highly sensitive intramolecular FRET based 
distance-dependent biosensors revealing metabolic cooperation of gap junction 
coupled cells under bacterial toxin induced increase PKA activity and Ca2+ sig-
nal propagation. 
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Ранее нами с использованием спектроскопии кругового дихроизма 

(КД) показано неаддитивное изменение результирующего спектра КД 
смеси фосфолипазы А2 (КФ 3.1.1.4, ФЛА2) и изоформы Р-450  
(КФ 1.14.14.1, CYP) - CYP3А4 по сравнению со спектрами КД индивиду-
альных белков, что свидетельствует о наличии их прямого белок-белко-
вого взаимодействия, которое обеспечивается преимущественно гидро-
фобными связями. [1]. Производное имидазола – кетоканазол согласно ли-
тературным данным [2], является ингибитором CYP 3А4. Влияние кето-
каназола на активность ФЛА2 или смеси с CYP 3А4 не изучалось. Сравне-
ние интенсивности гидролиза фосфатидилхолина в присутствии ксено-
биотика, CYP3А4, а также смеси последних, позволяет оценить степень 
влияния ксенобиотиков на белок-белковое взаимодействие между ФЛА2 и 
CYP3А4. 

Задача настоящего исследования состояла в изучении скорости фер-
ментативных реакций, катализируемых ФЛА2 и цитохромом Р450, в при-
сутствии кетоканазола с целью возможной оценки биобезопасности фун-
гицидов с помощью сопряжения реакций монооксигеназного катализа и 
фосфолиполиза.  

Имеются данные по сравнению кристаллических структур CYP3А4 с 
кетоконазолом (ингибитор) и эритромицином (субстрат), которые показы-
вают, что при связывании с данными соединениями CYP3А4 подвергается 


