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Øïèëüêîâèé çîíä ïîð³âíÿíî ç ë³í³éíèì â óìîâàõ ïðîâå-
äåííÿ ÏËÐ-Ð× õàðàêòåðèçóºòüñÿ âèùîþ åôåêòèâí³ñ-
òþ ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿, ùî âåäå äî íèæ÷îãî ôîíîâîãî 
ð³âíÿ ôëóîðåñöåíö³¿ òà, îòæå, á³ëüøîãî ñï³ââ³äíîøåí-
íÿ ñèãíàë/øóì ïðè ïðîâåäåíí³ ÏËÐ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³. 
Ïðîâåäåíî åêñïåðèìåíòàëüíå ïîð³âíÿííÿ åôåêòèâíîñò³ 
ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ äâîõ îë³ãîíóêëåîòèäíèõ çîíä³â â 
ð³çíèõ êîíôîðìàö³ÿõ – øïèëüêîâîãî ó ôîðìàò³ ìîëåêó-
ëÿðíîãî ìàÿêà òà ë³í³éíîãî ó ôîðìàò³ TaqMan. ²ñíóº 
ð³çíèöÿ ó âçàºìîä³¿ ãàñíèêà ç ôëóîðîôîðîì äëÿ çîíä³â 
ð³çíî¿ êîíôîðìàö³¿. Äëÿ ë³í³éíîãî çîíäà ãàñ³ííÿ â³äáó-
âàºòüñÿ ÷åðåç ìåõàí³çì ³íäóêòèâíî-ðåçîíàíñíîãî ïåðå-
íîñó åíåðã³¿ (ÔÐÏÅ, àáî FRET), à äëÿ øïèëüêîâîãî çîí-
äà – çà äîïîìîãîþ êîíòàêòíîãî ãàñ³ííÿ ÷åðåç á³ëüø 
áëèçüêå ðîçòàøóâàííÿ ôëóîðîôîðà òà ãàñíèêà, àëå 
ìîæëèâèì º é ðåçîíàíñíèé ïåðåíîñ åíåðã³¿ çà ìåõàí³ç-
ìîì Ôåðñòåðà. Ïîêàçàíî, ùî ñïåêòð ïîãëèíàííÿ äëÿ 
ë³í³éíîãî çîíäà ïðàêòè÷íî çá³ãàºòüñÿ ç³ ñïåêòðîì ïî-
ãëèíàííÿ îë³ãîíóêëåîòèäà, ÿêèé ïðåäñòàâëÿº çîíä áåç 
ãàñíèêà, ùî âêàçóº íà äèíàì³÷íèé (Ôåðñòåðîâñüêèé) 
ìåõàí³çì ïåðåíîñó åíåðã³¿. Íàâïàêè, ñïåêòðè ïîãëèíàí-
íÿ äëÿ øïèëüêîâîãî çîíäà òà îë³ãîíóêëåîòèäà, ÿêèé 
ïðåäñòàâëÿº çîíä áåç ãàñíèêà, çíà÷íî â³äð³çíÿþòüñÿ,
ùî ñâ³ä÷èòü ïðî êîíòàêòíèé ìåõàí³çì ïåðåíîñó åíåðã³¿ 
ì³æ ôëóîðîôîðîì òà ãàñíèêîì ôëóîðåñöåíö³¿. Ñïåêòðè
ôëóîðåñöåíö³¿ çîíä³â òà ¿õí³õ êîìïëåêñ³â ç îë³ãîíóê-
ëåîòèäîì, ùî º êîìïëåìåíòàðíèì ë³í³éíîìó çîíäó (òà 
ïåòë³ øïèëüêîâîãî çîíäà), òà àìïë³êîíîì (äîâæèíîþ 
200 ï.í., ÿêèé ì³ñòèòü ÄÍÊ-ì³øåíü äëÿ çîíä³â) äîçâî-
ëèëè ïîð³âíÿòè ö³ äâà çîíäè ÷åðåç ïîð³âíÿííÿ ðàä³óñ³â 
ì³ãðàö³¿ åíåðã³¿, åôåêòèâíîñò³ ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ 
äîíîðà. Ðîçðàõîâàíèé ç åêñïåðèìåíòàëüíèõ äàíèõ ðà-
ä³óñ ì³ãðàö³¿ åíåðã³¿ R äëÿ øïèëüêîâîãî çîíäà ñòàíîâèâ 
32,4 Å, à äëÿ ë³í³éíîãî çîíäà – 47,3 Å.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿, ôëóîðåñöåíòíèé 
çîíä, õàðàêòåðèçàö³ÿ çîíäà, ÏËÐ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³, 
ÔÐÏÅ, çâ’ÿçóâàííÿ îë³ãîíóêëåîòèäà, îë³ãîíóêëåîòèäíèé 
äóïëåêñ, ñïåêòðè ôëóîðåñöåíö³¿.

Âñòóï. Òåõíîëîã³¿ ãåíîìíîãî àíàë³çó ïàòîãåí³â 
ëþäèíè ³ òâàðèí ïîëÿãàþòü ó ðîçðîáö³ ï³äõîä³â, 

çàñíîâàíèõ íà ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íîìó àíà-
ë³ç³ ç âèêîðèñòàííÿì ð³çíèõ ìîäèô³êàö³é ìå-
òîä³â àìïë³ô³êàö³¿ íóêëå¿íîâèõ êèñëîò. Êð³ì 
øèðîêî â³äîìî¿ íà òåïåð³øí³é ÷àñ òà ïîïóëÿð-
íî¿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ), 
ç’ÿâèëàñü íèçêà íîâèõ ìåòîä³â. Öå ë³ãàçíà ëàí-
öþãîâà ðåàêö³ÿ, øïèëüêîâà ³çîòåðìàëüíà àìï-
ë³ô³êàö³ÿ â ð³çíèõ ìîäèô³êàö³ÿõ (LAMP, loop-
mediated isothermal amplification) (Takayamaa et 
al, 2019), àëåëü-ñïåöèô³÷íà ÏËÐ äëÿ äåòåêö³¿ 
òî÷êîâèõ ìóòàö³é, àáî îäíîíóêëåîòèäíèõ ïîë³-
ìîðô³çì³â, çîêðåìà, ARMS-ÏËÐ (ARMS – am-
plification refractory mutation system, ñèñòåìà àì-
ïë³ô³êàö³¿ ñò³éêèõ ìóòàö³é) (Munoz et al, 2009), 
àëåëü-ñïåöèô³÷íà ÏËÐ ç LNA-ìîäèô³êîâà-
íèìè ïðàéìåðàìè (LNA – locked nucleic acid, 
àáî çàìêíåíà íóêëå¿íîâà êèñëîòà) (Latorra, 
2003; Vester, 2004), ÏËÐ ç ïðàéìåðàìè ç õèò-
íèìè íóêëåîòèäàìè (Wu, 1989; Wang, 2008; 
Yaku, 2008), ÏËÐ ç áëîêóþ÷èìè ïðàéìåðàìè 
(Parsons et al, 2005). 

Âèíàõ³ä çîíä³â äëÿ ÏËÐ-Ð× ó ôîðìàò³ ìî-
ëåêóëÿðíèõ ìàÿê³â ïîíàä 25 ðîê³â òîìó (Tyagi 
et al, 1996) äîçâîëèâ ï³äíÿòè ê³ëüê³ñíó òà ÿê³ñ-
íó äåòåêö³þ ìîëåêóë íóêëå¿íîâèõ êèñëîò íà 
á³ëüø âèñîêèé ð³âåíü (Howell et al, 2002).

Íàðàç³ òàê³ àìïë³ô³êàö³éí³ ìåòîäè ÿê ÏËÐ ó 
ðåàëüíîìó ÷àñ³ (ÏËÐ-Ð×) ç ð³çíèìè ôîðìàòà-
ìè ôëóîðåñöåíòíèõ ïðîá (çîíä³â), ³çîòåðìàëü-
íà àìïë³ô³êàö³ÿ øèðîêî âèêîðèñòîâóþòü â 
íèçö³ íàóêîâèõ ãàëóçåé, âêëþ÷àþ÷è ìîëåêó-
ëÿðíó á³îëîã³þ, ìîëåêóëÿðíó ìåäèöèíó, âåòå-
ðèíàð³þ.

Îñíîâíîþ ìåòîþ òàêèõ ôëóîðåñöåíòíèõ 
ìåòîä³â º âèì³ðþâàííÿ îïòè÷íîãî ñèãíàëó, 
ÿêèé º çàëåæíèì â³ä ã³áðèäèçàö³éíîãî ñòàíó 
íóêëå¿íîâî¿ êèñëîòè ç êîâàëåíòíî ïðèºäíà-
íèì ôëóîðîôîðîì. Ïðè ïåðåõîä³ â³ä äâîíèò-
êîâî¿ ìîëåêóëè ÄÍÊ äî îäíîíèòêîâî¿ ìîëå-
êóëè ñèãíàë ôëóîðåñöåíö³¿ ìîëåêóëè ðåïîð-
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Âíóòð³øíüîìîëåêóëÿðí³ âçàºìîä³¿ â ñèñòåì³ ôëóîðîôîð – ãàñíèê ó ë³í³éíèõ òà øïèëüêîâèõ

òåðíîãî ôëóîðîôîðà çì³íþºòüñÿ àáî çíèêàº. 
Ñòâîðåííÿ òàêèõ ôëóîðåñöåíòíèõ îë³ãîíóêëå-
îòèäíèõ çîíä³â âêëþ÷àº âèá³ð ôëóîðîôîðà, ãàñ-
íèêà òà ìåõàí³çìó ãàñ³ííÿ.  

Ïðè ïðîâåäåíí³ ÏËÐ-Ð× øèðîêî âèêîðèñ-
òîâóþòü ôëóîðåñöåíòíî ì³÷åí³ ë³í³éí³ çîíäè â 
ôîðìàò³ TaqMan, øïèëüêîâ³ çîíäè â ôîðìàò³ 
ìîëåêóëÿðíèõ ìàÿê³â, ñêîðï³îíîâ³ çîíäè-ïðàé-
ìåðè (Hadjinicolaou et al, 2009; Josefsen et al, 
2009). Äëÿ ê³ëüê³ñíîãî âèì³ðþâàííÿ ñïåöèô³÷-
íèõ ïîñë³äîâíîñòåé íóêëå¿íîâèõ êèñëîò, ãåíî-
òèïóâàííÿ ïàòîãåí³â íà îñíîâ³ äåòåêö³¿ îäíî-
íóêëåîòèäíèõ ïîë³ìîðô³çì³â ðîçðîáëåíî íèçêó 
àíàë³òè÷íèõ ìåòîä³â. Äî ÷èñëà ñòàíäàðòíèõ ìå-
òîä³â, ÿê³ âèêîðèñòîâóþòü ç ä³àãíîñòè÷íîþ ìå-
òîþ, ìîæíà â³äíåñòè ÏËÐ-Ð× ç âèêîðèñòàííÿì 
áàðâíèêà, ùî ³íòåðêàëþº, ç âèñîêèì êâàíòî-
âèì âèõîäîì ëþì³íåñöåíö³¿, ñïåöèô³÷íîãî äî 
äâîíèòêîâî¿ ÄÍÊ (íàïðèêëàä, SYBR Green I, 
SYTO9), ÏËÐ-Ð× íà ï³äñòàâ³ õ³ì³¿ Ôåðñòåðîâ-
ñüêîãî ðåçîíàíñíîãî ïåðåíîñó åíåðã³¿ (ÔÐÏÅ, 
FRET, àáî Forster resonance energy transfer). 

Çîíäè ó ôîðìàò³ ìîëåêóëÿðíèõ ìàÿê³â ïðåä-
ñòàâëÿþòü ñîáîþ îë³ãîíóêëåîòèäè, ùî óòâîðþ-
þòü øïèëüêè, ÿê³ ôëóîðåñö³þþòü ïðè ã³áðè-
äèçàö³¿ ç ÐÍÊ- àáî ÄÍÊ-ì³øåííþ (Ma et al,
2017). Ïåòëÿ øïèëüêè (äîâæèíîþ 15–30 íóê-
ëåîòèä³â) âèçíà÷àº ñïåöèô³÷í³ñòü çîíäà. Òåõíî-
ëîã³ÿ ìîëåêóëÿðíèõ ìàÿê³â, àáî ìîëåêóëÿðíèõ 
øïèëüîê, áàçóºòüñÿ íà çì³í³ â³äïîâ³äíî¿ â³äñòàí³ 
ì³æ áàðâíèêîì, ùî ôëóîðåñö³þº, òà ãàñíèêîì 
ïðè çâ’ÿçóâàíí³ ç ÄÍÊ-ì³øåííþ. Â ìîëåêóë³ 
ÄÍÊ-çîíäà ôëóîðîôîð òà ãàñíèê, ÿê³ ïðèºäíàíî 
äî 5′- òà 3′-ê³íö³â â³äïîâ³äíî, ó âèõ³äíîìó ñòàí³ 
çíàõîäÿòüñÿ áëèçüêî îäèí äî îäíîãî, çà ðàõó-
íîê ÷îãî äîñÿãàºòüñÿ ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ 
äîíîðíîãî ôëóîðîôîðà. Çì³íà ñòðóêòóðè çîíäà 
çà ðàõóíîê ã³áðèäèçàö³¿ ïåòë³ øïèëüêè ç êîì-
ïëåìåíòàðíîþ ä³ëÿíêîþ ÄÍÊ-ì³øåí³ âåäå äî 
ð³çêîãî ï³äñèëåííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ äîíîðà. 

Äîì³íóþ÷èì ìåõàí³çìîì çìåíøåííÿ ôëóî-
ðåñöåíö³¿ äîíîðíîãî ôëóîðîôîðà ó âèõ³äíîìó 
ñòàí³ äëÿ ë³í³éíîãî çîíäà º ðåçîíàíñíèé ïåðå-
íîñ åíåðã³¿ (ÔÐÏÅ) â³ä äîíîðíîãî äî àêöåï-
òîðíîãî ôëóîðîôîðà. Âíàñë³äîê çáëèæåííÿ äî-
íîðà òà àêöåïòîðà (â ÿêîñò³ ÿêîãî ìîæå âè-
ñòóïàòè ãàñíèê ôëóîðåñöåíö³¿) äî â³äñòàí³ 10–
100 Å (Marras et al, 2002; Demchenko, 2009) ³í-
òåíñèâí³ñòü ôëóîðåñöåíö³¿ àêöåïòîðíîãî ôëóî-

ðîôîðà çá³ëüøóºòüñÿ, â òîé ÷àñ ÿê ³íòåíñèâí³ñòü 
ôëóîðåñöåíö³¿ äîíîðà çìåíøóºòüñÿ.

Åôåêòèâí³ñòü ãàñ³ííÿ øëÿõîì ðåçîíàíñíî-
ãî ïåðåíîñó åíåðã³¿ ³ñòîòíèì ÷èíîì çàëåæèòü 
â³ä â³äñòàí³ ì³æ äîíîðîì òà àêöåïòîðîì òà ìàº 
ì³ñöå ïðè ïåðåêðèòò³ ñïåêòð³â âèïðîì³íþâàí-
íÿ äîíîðà òà ïîãëèíàííÿ àêöåïòîðà.

Íà â³äì³íó â³ä ë³í³éíîãî çîíäà, äëÿ ÿêîãî 
ïåðåâàæíèì ìåõàí³çìîì ãàñ³ííÿ º ÔÐÏÅ, äëÿ 
øïèëüêîâîãî çîíäà (çà â³äñóòíîñò³ ã³áðèäèçàö³¿ 
ç ÄÍÊ-ì³øåííþ) äîì³íóþ÷èì º êîíòàêòíèé 
ìåõàí³çì ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ çîíäà (Dem-
chenko, 2009). Â³äì³òíîþ îñîáëèâ³ñòþ êîíòàê-
òíîãî ìåõàí³çìó ãàñ³ííÿ º òà îáñòàâèíà, ùî ãà-
ñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ ôëóîðîôîð³â â³äáóâàºòüñÿ 
ð³âíîþ ì³ðîþ òà äîñòàòíüî åôåêòèâíî íåçà-
ëåæíî â³ä ïåðåêðèòòÿ ¿õí³õ ñïåêòð³â âèïðîì³-
íþâàííÿ òà ïîãëèíàííÿ.

Ðàí³øå íàìè ðîçðîáëåíî ñèñòåìó ïðàéìåð³â 
òà çîíä³â (øïèëüêîâîãî òà ë³í³éíîãî), ÿê³ äî-
çâîëÿþòü ïðîâîäèòè çà äîïîìîãîþ ÏËÐ-Ð× 
³äåíòèô³êàö³þ çáóäíèêà ñèá³ðêè Bacillus anth-
racis òà éîãî äèôåðåíö³àö³þ â³ä áëèçüêîñïîð³ä-
íåíèõ âèä³â ãðóïè Bacillus cereus sensu lato (B. 
cereus s.l.) (Limanskaya et al, 2012). Â äàí³é ðî-
áîò³ ïðîâåäåíî åêñïåðèìåíòàëüíå ïîð³âíÿííÿ 
åôåêòèâíîñò³ ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ äëÿ äâîõ 
îë³ãîíóêëåîòèäíèõ çîíä³â â ð³çíèõ êîíôîðìà-
ö³ÿõ – øïèëüêîâîãî ó ôîðìàò³ ìîëåêóëÿðíîãî 
ìàÿêà òà ë³í³éíîãî ó ôîðìàò³ TaqMan. 

Ñïåêòðè ôëóîðåñöåíö³¿ çîíä³â òà ¿õí³õ êîìï-
ëåêñ³â ç îë³ãîíóêëåîòèäîì, ùî º êîìïëåìåí-
òàðíèì ë³í³éíîìó çîíäó (òà ïåòë³ øïèëüêîâî-
ãî çîíäà), òà àìïë³êîíîì (äîâæèíîþ 200 ï.í., 
ÿêèé ì³ñòèòü ÄÍÊ-ì³øåíü äëÿ çîíä³â) äîçâî-
ëèëè ïîð³âíÿòè ö³ äâà çîíäè ÷åðåç âèçíà÷åí³ 
çíà÷åííÿ ðàä³óñ³â ì³ãðàö³¿ åíåðã³¿, åôåêòèâíîñ-
ò³ ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ äîíîðà.

Ïîêàçàíî, ùî øïèëüêîâèé çîíä ïîð³âíÿíî ç 
ë³í³éíèì õàðàêòåðèçóºòüñÿ âèùîþ åôåêòèâí³ñ-
òþ ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿, ùî âåäå äî íèæ÷îãî 
ôîíîâîãî ð³âíÿ ôëóîðåñöåíö³¿ ïðè ïðîâåäåíí³ 
ÏËÐ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Îë³ãîíóêëåîòèäè òà 
îë³ãîíóêëåîòèäí³ çîíäè. Ó ðîáîò³ âèêîðèñòàíî 
íàñòóïí³ îë³ãîíóêëåîòèäè òà îë³ãîíóêëåîòèäí³ 
çîíäè:
1. 5′- gc ttt gaa tgc tag cac cag aag ctt gcg -3′ (B6b),
2. 5′- FAM – cgcaagcttctggtgctagcattcaaagc -3′ (B5a),
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3. 5′- FAM - cggcgcgcaagcttctggtgctagcattcaaagcc
gccg-3′ (B6a),
4. 5′- FAM – cgcaagcttctggtgctagcattcaaagc - 
RTQ1-3′ (B5) (ë³í³éíèé çîíä; ïîçèö³ÿ 156–180 
íà ãåí³ sspE),
5. 5′- FAM - cggcgcgcaagcttctggtgctagcattcaaagcc
gccg- RTQ1-3′ (B6), (øïèëüêîâèé çîíä; ïîçèö³ÿ 
156–180 íà ãåí³ sspE), äå FAM – ôëóîðåñöåíòíèé 
áàðâíèê êñàíòåíîâîãî ðÿäó O,O′-ä³ïèâàëî¿ë-5-
êàðáîêñ³ôëóîðåñöå¿í ôîñôîðàì³ä, RTQ1 – ãàñ-
íèê ôëóîðåñöåíö³¿.

Äëÿ øïèëüêîâîãî îë³ãîíóêëåîòèäíîãî çîí-
äà B6 ï³äêðåñëåíî êîìïëåìåíòàðí³ ôðàãìåí-
òè, ùî óòâîðþþòü çà ðàõóíîê ³íâåðòîâàíîãî 
ïîâòîðà ñòåáëî øïèëüêè, ïåòëÿ ÿêî¿ º êîìï-
ëåìåíòàðíîþ äî ïîñë³äîâíîñò³ îäíîíèòêîâî¿ 
ÄÍÊ-ì³øåí³. Çíà÷åííÿ â³ëüíî¿ åíåðã³¿ Ã³ááñà 
ΔG, ùî ðîçðàõîâàíî, äëÿ âòîðèííî¿ ñòðóêòó-
ðè, ÿêó óòâîðåíî ñòåáëîì øïèëüêè äîâæèíîþ 
5 ïàð íóêëåîòèä³â (ï.í.) òà ïåòëåþ, ñòàíîâèëî 
–4,49 êêàë/ìîëü çà òåìïåðàòóðè 25 °Ñ òà ³îííî¿ 
ñèëè I = 60 ìÌ Na+.

Ïîáóäîâó âòîðèííî¿ ñòðóêòóðè ìîëåêóë, âè-
çíà÷åííÿ ¿õí³õ òåðìîäèíàì³÷íèõ ïàðàìåòð³â 
(òåìïåðàòóðè ïëàâëåííÿ,Tm, òà â³ëüíî¿ åíåðã³¿, 
ΔG) çä³éñíþâàëè çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè Mfold 
(www.unifold.org) (Zuker, 2003).

Êð³ì òîãî, â ÿêîñò³ ÄÍÊ-ì³øåí³ äëÿ çîíä³â 
âèêîðèñòîâóâàëè àìïë³êîí äîâæèíîþ 200 ï.í. 
(ïîçèö³¿ 1–200 ãåíà sspE õðîìîñîìíî¿ ÄÍÊ B. 
anthracis), îòðèìàíîãî ï³ñëÿ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ ç 
íàáîðîì ïðàéìåð³â Banssp7A-Banssp8, ÿêèé äî-
çâîëÿº çä³éñíþâàòè âèäîñïåöèô³÷íó äåòåêö³þ 
çáóäíèêà ñèá³ðêè B. anthracis.

Îë³ãîíóêëåîòèäè (ïîçèö³¿ 1–3 â íàâåäåíî-
ìó âèùå ñïèñêó) òà îë³ãîíóêëåîòèäí³ çîíäè 
(ïîçèö³¿ 4–5) ñèíòåçîâàíî ôîñôîðàì³äíèì ìå-
òîäîì òà î÷èùåíî çà äîïîìîãîþ åëåêòðîôî-
ðåçó â ÏÀÀÃ àáî çà äîïîìîãîþ ïîñë³äîâíîãî 
ïðîâåäåííÿ åëåêòðîôîðåçó â ÏÀÀÃ òà ÂÅÐÕ. 
Ôëóîðîôîð áóëî êîâàëåíòíî ïðèºäíàíî äî 5′-
ê³íöÿ, à ãàñíèê – äî 3′-ê³íöÿ îë³ãîíóêëåîòè-
ä³â òà çîíä³â çà äîïîìîãîþ àì³íîãåêñàìåòèë-
åíîâèõ ë³íêåð³â.

RTQ1 (Real-Time Quencher) – áàðâíèê, ùî
íå ôëóîðåñö³þº, ç êâàíòîâèì âèõîäîì ôëóî-
ðåñöåíö³¿ ìåíøå 0,001 (Le Reste et al, 2012), 
ÿêèé âèñòóïàº ãàñíèêîì ôëóîðåñöåíö³¿, ùî õà-
ðàêòåðèçóºòüñÿ çäàòí³ñòþ çíèæóâàòè êâàíòî-

âèé âèõ³ä ôëóîðåñöåíö³¿ ôëóîðîôîðà FAM. 
Ôëóîðîôîð FAM º åëåêòðîííèì äîíîðîì åíåð-
ã³¿, RTQ1 ïðåäñòàâëÿº àêöåïòîð ó ðåçîíàíñíî-
ìó ïåðåíîñ³ åëåêòðîííî¿ åíåðã³¿ â³ä äîíîðà äî 
àêöåïòîðà â îë³ãîíóêëåîòèäàõ çà äîïîìîãîþ 
ìåõàí³çìó Ôåðñòåðà. Õðîìîôîð ãàñíèêà ïåðå-
õîäèòü äî çáóäæåíîãî ñòàíó ïðè ïîãëèíàíí³ 
ôîòîí³â òà ðåëàêñóº áåçâèïðîìåíåíî äî îñíîâ-
íîãî ñòàíó.

Ñïåêòðàëüí³ âèì³ðþâàííÿ. Ñïåêòðè ïîãëè-
íàííÿ òà ôëóîðåñöåíö³¿ çàïèñóâàëè íà ñïåêòðî-
ôëóîðèìåòð³ Perkin Elmer LS55 (Beaconsfield, 
Âåëèêà Áðèòàí³ÿ). Äîâæèíà õâèë³ çáóäæåííÿ – 
440 íì, øèðèíà ù³ëèíè äëÿ çáóäæåííÿ òà âè-
ïðîì³íþâàííÿ – 5 íì òà 5 íì â³äïîâ³äíî. Âèì³-
ðþâàííÿ ïðîâåäåíî â òðüîõ áóôåðàõ: (i) 50 ìÌ 
êàêîäèëàòíèé áóôåð (ðÍ 6,5), (ii) 50 ìÌ òðèñ-
HCl (ðÍ 8,5), (iii) 50 ìÌ òðèñ-HCl (ðÍ 8,5), 
2,5 × 10–2 ìÌ MgCl2, 0,15 × 10–2 ìÌ (NH4)2SO4, 
0,20 ìÌ KCl. Ôëóîðåñöåíö³þ äëÿ êîìïëåêñ³â 
çîíä – îë³ãîíóêëåîòèä, çîíä – àìïë³êîí ðåºñò-
ðóâàëè çà òåìïåðàòóðè 25 °Ñ ÷åðåç 30 õâ ïî äî-
ñÿãíåíí³ ñòàá³ëüíîãî çíà÷åííÿ. 

Îë³ãîíóêëåîòèäí³ çîíäè òà îë³ãîíóêëåîòèäè 
áóëî ðîç÷èíåíî â äå³îí³çîâàí³é âîä³ (ïèòîìèé 
îï³ð 18 ÌÎì × ñì–1), ÿêó îòðèìàíî íà óñòàíîâö³ 
Super Q (Millipore, ÑØÀ), ïîò³ì ïåðåíåñåíî ó 
â³äïîâ³äíèé áóôåð òà ðîçïîä³ëåíî íà àë³êâî-
òè. Ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ äîíîðà (ôëóîðîôîðà 
FAM), ÿêå âèêëèêàíî áåçâèïðîìåíåíèì ïåðå-
íîñîì åíåðã³¿ â³ä äîíîðà äî àêöåïòîðà (ãàñíèêà 
ôëóîðåñöåíö³¿ RTQ1) òà â³äáóâàºòüñÿ çà Ôåð-
ñòåðîâñüêèì ìåõàí³çìîì ðåçîíàíñíîãî ïåðå-
íîñó  åíåðã³¿ (Forster, 1948), âèçíà÷àºòüñÿ íà-
ñòóïíèì ð³âíÿííÿì:

  E = 1–IÄÀ/IÄ                       (1)

äå IÄÀ è IÄ – ³íòåíñèâí³ñòü ôëóîðåñöåíö³¿ äîíîðà 
â ïðèñóòíîñò³ òà â³äñóòíîñò³ àêöåïòîðà.

Åôåêòèâí³ñòü ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ îáåð-
íåíî ïðîïîðö³éíà â³äñòàí³ R ì³æ äîíîðîì òà 
àêöåïòîðîì:

  E = R0
6/(R0

6 + R6)             (2)

äå R0 – ðàä³óñ Ôåðñòåðà, ùî â³äïîâ³äàº â³äñòàí³ 
ì³æ äîíîðîì òà àêöåïòîðîì, çà ÿêî¿ åôåêòèâ-
í³ñòü ïåðåíîñó åíåðã³¿ ñòàíîâèòü 50 % (Dem-
chenko, 2009); R – â³äñòàíü ì³æ äîíîðîì òà 
àêöåïòîðîì. Çíà÷åííÿ R0, ùî òåîðåòè÷íî ðîç-
ðàõîâàíî, âèçíà÷àºòüñÿ ð³âíÿííÿì Ôåðñòåðà:



25ISSN 0564–3783. Öèòîëîã³ÿ ³ ãåíåòèêà. 2023. Ò. 57. ¹ 2

Âíóòð³øíüîìîëåêóëÿðí³ âçàºìîä³¿ â ñèñòåì³ ôëóîðîôîð – ãàñíèê ó ë³í³éíèõ òà øïèëüêîâèõ

 R0 = (880 K2 × n–4 × ÔÄ × J)1/6 × 10–5    (3) 

äå Ê2 – êîåô³ö³ºíò, ùî çàëåæèòü â³ä âçàºìíî¿ 
îð³ºíòàö³¿ ìîìåíò³â ïåðåõîäó ìîëåêóë äîíîðà 
òà àêöåïòîðà (Ê2 = 2/3 äëÿ âèïàäêîâî¿ âçàºìíî¿ 
îð³ºíòàö³¿ äèïîë³â äîíîðà òà àêöåïòîðà); n – 
ïîêàçíèê çàëîìëåííÿ ñåðåäîâèùà, ÿêå ðîçä³ëÿº 
ìîëåêóëè äîíîðà òà àêöåïòîðà; ÔÄ – êâàíòîâèé 
âèõ³ä ôëóîðåñöåíö³¿ äîíîðà; J – ³íòåãðàë ïåðå-
êðèòòÿ íîðìàë³çîâàíèõ ñïåêòð³â ôëóîðåñöåíö³¿ 
äîíîðà òà ïîãëèíàííÿ àêöåïòîðà. ²íòåãðàë ïå-
ðåêðèòòÿ çàçíà÷åíèõ ñïåêòð³â ðîçðàõîâóâàëè çà 
íàâåäåíî¿ âèùå ôîðìóëè çà äîïîìîãîþ ïðî-
ãðàìíîãî çàáåçïå÷åííÿ Mathcad (PTC, ÑØÀ). 

Äëÿ êîíòàêòíîãî ìåõàí³çìó ãàñ³ííÿ ôëóî-
ðåñöåíö³¿ (ó âèïàäêó øïèëüêîâîãî çîíäà) åôåê-
òèâí³ñòü ãàñ³ííÿ âèçíà÷àëè øëÿõîì ä³ëåííÿ ³í-
òåíñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíö³¿ çîíäà â êîíôîðìàö³¿ 
øïèëüêè íà ³íòåíñèâí³ñòü ôëóîðåñöåíö³¿ îë³ãî-
íóêëåîòèäà, ÿêèé íå ì³ñòèòü ãàñíèê, ìíîæåííÿ 
ðåçóëüòàòó ä³ëåííÿ íà 100 òà â³äí³ìàþ÷è éîãî 
â³ä 100.

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. Âè-
êîðèñòàííÿ ÏËÐ-Ð× ç çîíäàìè ó ôîðìàòàõ Taq-
Man òà ìîëåêóëÿðíîãî ìàÿêà äàº ìîæëèâ³ñòü 
ïðîâîäèòè òî÷íó äèôåðåíö³àö³þ, çîêðåìà, áà-
öèë B. ànthracis â³ä áëèçüêîñïîð³äíåíèõ âèä³â 
ãðóïè Bacillus cereus s.l. (Limanskaya et al, 2012).

Äëÿ ïîð³âíÿííÿ åôåêòèâíîñò³ ãàñ³ííÿ ôëó-
îðåñöåíö³¿, ùî â³äáóâàºòüñÿ ïðè âçàºìîä³¿ ãàñ-
íèê – ôëóîðîôîð, áóëî ñêîíñòðóéîâàíî äâà 
îë³ãîíóêëåîòèäíèõ çîíäè – ë³í³éíèé ó ôîð-
ìàò³ TaqMan (Â5) òà øïèëüêîâèé ó ôîðìàò³ 
ìîëåêóëÿðíîãî ìàÿêà (Â6). Øïèëüêîâèé çîíä 
ïðåäñòàâëÿº ñîáîþ ë³í³éíèé çîíä (äîâæèíîþ 
20 íóêëåîòèä³â), ÿêèé äîäàòêîâî ì³ñòèòü íà 
îáîõ ê³íöÿõ ³íâåðòîâàíèé ïîâòîð äîâæèíîþ 
5 íóêëåîòèä³â, âíóòð³øíüîìîëåêóëÿðíå ñàìî-
êîìïëåìåíòàðíå ñïàðþâàííÿ ÿêîãî âåäå äî 
óòâîðåííÿ øïèëüêîâî¿ ñòðóêòóðè. ×åðåç ð³çíó 
êîíôîðìàö³þ çîíä³â âçàºìîä³ÿ ãàñíèêà ç ôëó-
îðîôîðîì äëÿ íèõ â³äð³çíÿºòüñÿ. Äëÿ ë³í³éíîãî 
çîíäà ãàñ³ííÿ â³äáóâàºòüñÿ ÷åðåç ìåõàí³çì ³íäóê-
òèâíî-ðåçîíàíñíîãî ïåðåíîñó åíåðã³¿ (ÔÐÏÅ),
à äëÿ øïèëüêîâîãî çîíäà – çà äîïîìîãîþ êîí-
òàêòíîãî ìåõàí³çìó ÷åðåç á³ëüø áëèçüêå ðîç-
òàøóâàííÿ ôëóîðîôîðà òà ãàñíèêà, àëå ìîæ-
ëèâèì º é ðåçîíàíñíèé ïåðåíîñ åíåðã³¿ ÷åðåç 
ìåõàí³çì Ôåðñòåðà.

Ïðè ã³áðèäèçàö³¿ øïèëüêîâîãî çîíäà ç 
êîìïëåìåíòàðíèì ôðàãìåíòîì àìïë³êîíà, ùî 

óòâîðþºòüñÿ ïðè ïðîâåäåíí³ ÏËÐ-Ð×, â³äñòàíü 
ì³æ ôëóîðîôîðîì òà ãàñíèêîì çá³ëüøóºòüñÿ. 
×åðåç óòâîðåííÿ îë³ãîäóïëåêñó ì³æ îäíîíèò-
êîâèì çîíäîì òà íèòêîþ àìïë³êîíà (Marras, 
1965) çá³ëüøóºòüñÿ òâåðä³ñòü äóïëåêñà, ùî óò-
âîðèâñÿ. Ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ ôëóîðåñöåíö³¿, ùî 
ïðè öüîìó â³äáóâàºòüñÿ, ðåºñòðóâàëè â åêñïå-
ðèìåíò³ ç âèêîðèñòàííÿì íå ò³ëüêè àìïë³êîíà, 
ùî ì³ñòèòü ì³øåíü äëÿ çîíäà, àëå é îë³ãîíó-
êëåîòèäà (Â6b), ÿêèé º êîìïëåìåíòàðíèì ïåò-
ë³ øïèëüêîâîãî çîíäà (Â6), à òàêîæ ë³í³éíîìó 
çîíäó (Â5). Íåçâàæàþ÷è íà òå, ùî äîâæèíà 
ñòåáëà øïèëüêîâîãî çîíäà (Â6) ñòàíîâèòü óñüî-
ãî 5 ï.í., ñòåáëî óòðèìóº ôëóîðîôîð òà ãàñíèê 
ó ò³ñíîìó êîíòàêò³, ùî ïðîÿâëÿºòüñÿ â çíà÷íî-
ìó ãàñ³íí³ ôëóîðåñöåíö³¿ äëÿ â³ëüíîãî øïèëü-
êîâîãî çîíäà. Ïðè çâ’ÿçóâàíí³ ç ì³øåííþ-
îë³ãîíóêëåîòèäîì (ðèñ. 1) êîíôîðìàö³ÿ øïèëü-
êîâîãî çîíäà çì³íþºòüñÿ, â ðåçóëüòàò³ ÷îãî ãàñ-
íèê äèñòàíö³éíî â³ääàëÿºòüñÿ â³ä ôëóîðîôîðà, 
ùî âåäå äî â³äíîâëåííÿ éîãî ôëóîðåñöåíö³¿. 

Òåîðåòè÷íî âèçíà÷åíà òåìïåðàòóðà ïëàâëåí-
íÿ âòîðèííî¿ ñòðóêòóðè, ÿêó óòâîðþº øïèëüêî-
âèé çîíä çà  ³îííî¿ ñèëè I = 60 ìÌ Na+(çà óìîâ 
ïðîâåäåííÿ ÏËÐ-Ð×), ñòàíîâèòü 45,3 °C. Òè-
òðóâàííÿ ì³øåííþ-îë³ãîíóêëåîòèäîì çà òåì-
ïåðàòóðè 25,0 °C âåäå äî ÷àñòêîâîãî ïëàâëåííÿ 
øïèëüêè çîíäó çà ñï³ââ³äíîøåííÿ ìîëÿðíî¿ 
êîíöåíòðàö³¿ ì³øåí³-îë³ãîíóêëåîòèäà äî òàêî¿ 
øïèëüêîâîãî çîíäà 2 òà 4 (ðèñ. 1, êðèâà 2 òà 
êðèâà 3). Ïîâíå ðîçêðèòòÿ ñòåáëà øïèëüêè â³ä-
áóâàºòüñÿ çà ñï³ââ³äíîøåííÿ 6 (ðèñ. 1, êðèâà 4).

Äëÿ ïîð³âíÿííÿ àíàëîã³÷í³ ñïåêòðàëüí³ âè-
ì³ðþâàííÿ ïðîâåäåíî äëÿ ë³í³éíîãî çîíäà (ðèñ. 
2), â ÿêîìó çíàéäåíî íåäîñêîíàëó âíóòð³øíüî-
ìîëåêóëÿðíó øïèëüêó (ñòåáëî ì³ñòèòü íåñïà-
ðåí³ íóêëåîòèäè), Òm ÿêî¿ äîð³âíþº 49,4 °C.
Íà â³äì³íó â³ä øïèëüêîâîãî çîíäà, âæå çà ñï³â-
â³äíîøåííÿ ìîëÿðíî¿ êîíöåíòðàö³¿ ì³øåí³-
îë³ãîíóêëåîòèäà äî òàêî¿ ë³í³éíîãî çîíäà, ùî 
äîð³âíþº 1 (ðèñ. 2, êðèâà 1), â³äáóâàºòüñÿ ðîç-
êðèòòÿ âíóòð³øíüîìîëåêóëÿðíî¿ øïèëüêè íà 
92 % òà óòâîðåííÿ îë³ãîäóïëåêñà. Öå ïîÿñíþ-
ºòüñÿ ÷åðåç íèæ÷å çíà÷åííÿ â³ëüíî¿ åíåðã³¿ äëÿ 
âíóòð³øíüîìîëåêóëÿðíî¿ øïèëüêè ë³í³éíîãî 
çîíäà (ΔG ÿêî¿ ñòàíîâèòü –2,40 êêàë/ìîëü çà 
òåìïåðàòóðè 25 °Ñ òà ³îííî¿ ñèëè I = 60 ìÌ 
Na+) ïîð³âíÿíî ç³ çíà÷åííÿì â³ëüíî¿ åíåðã³¿ äëÿ 
øïèëüêîâîãî çîíäà (ΔG = –4,49 êêàë/ìîëü çà 
T = 25 °Ñ òà I = 60 ìÌ Na+).
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Äëÿ âèçíà÷åííÿ åôåêòèâíîñò³ ïåðåíîñó åíåð-
ã³¿ (1–IÄÀ/IÄ) áóëî âèì³ðÿíî ³íòåíñèâíîñò³ ôëóî-
ðåñöåíö³¿ îë³ãîíóêëåîòèäíèõ çîíä³â Â5 òà Â6,
ÿê³ ì³ñòÿòü ôëóîðîôîð FAM òà ãàñíèê ôëóî-
ðåñöåíö³¿ RTQ1 (IÄÀ), à òàêîæ ³íòåíñèâíîñ-
ò³ ôëóîðåñöåíö³¿ îë³ãîíóêëåîòèä³â Â5à òà Â6à 
(IÄ), ÿê³ ì³ñòÿòü ò³ëüêè FAM. 

Òåîðåòè÷íèé ðîçðàõóíîê ðàä³óñó R0, â³äñòà-
í³, íà ÿê³é ïåðåíîñ åíåðã³¿ º íàéá³ëüø åôåêòèâ-

íèì äëÿ ïàð ôëóîðåñöåíòíèõ áàðâíèê³â ³ ãàñíè-
ê³â ôëóîðåñöåíö³¿ FAM – BHQ1 òà FAM – 
RTQ1, ïðîâåäåíî â³äïîâ³äíî äî òåîð³¿ Ôåðñ-
òåðà. Òåîð³þ äàëüíîä³þ÷îãî ðåçîíàíñíîãî ïå-
ðåíîñó åíåðã³¿ Ôåðñòåðà, ÿêó ðîçðîáëåíî äëÿ 
ì³æìîëåêóëÿðíî¿ âçàºìîä³¿, áóëî ðîçâèíåíî
òà ðîçøèðåíî Äåêñòåðîì, ÿêèé äîäàâ äî òåî-
ð³¿ Ôåðñòåðà ïîë³ìîëåêóëÿðíó âçàºìîä³þ (Dex-
ter,1953). 

Ðèñ. 1. Ñïåêòðè ôëóîðåñöåíö³¿ 
â³ëüíîãî øïèëüêîâîãî çîíäà Â6 
(êðèâà 1) òà éîãî êîìïëåêñ³â ç
îë³ãîíóêëåîòèäîì Â6b, êîìïëå-
ìåíòàðíèì ïåòë³ øïèëüêè çîíäà 
Â6, çà ð³çíèõ ñï³ââ³äíîøåíü ìî-
ëÿðíî¿ êîíöåíòðàö³¿ ì³øåí³-îë³ãî-
íóêëåîòèäà äî òàêî¿ øïèëüêîâî-
ãî çîíäà (êðèâà 1–0, êðèâà 2–2,
êðèâà 3–4, êðèâàÿ 4–6). Êîíöåíò-
ðàö³ÿ îë³ãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà 
Â6 – 0,25 × 10–6 Ì. Ñïåêòðè 
çàïèñàíî â 50 ìÌ òðèñ-HCl 
(ðÍ 8,5), 2,5 × 10–2 ìÌ MgCl2, 
0,15 ìÌ (NH4)2SO4, 0,20 ìÌ
KCl çà òåìïåðàòóðè 25 °Ñ. Âåð-
òèêàëüíà ë³í³ÿ âêàçóº íà â³äñóò-
í³ñòü áàòîõðîìíîãî òà ã³ïñîõðîì-
íîãî çñóâó ïðè çá³ëüøåíí³ êîí-
öåíòðàö³¿ îë³ãîíóêëåîòèäà Â6b

Ðèñ. 2. Ñïåêòðè ôëóîðåñöåíö³¿ 
â³ëüíîãî ëèí³éíîãî çîíäà Â5 (êðè-
âà 1) òà éîãî êîìïëåêñ³â ç êîìï-
ëåìåíòàðíèì îë³ãîíóêëåîòèäîì 
Â6b çà ð³çíèõ ñï³ââ³äíîøåíü ìî-
ëÿðíî¿ êîíöåíòðàö³¿ ì³øåí³-îë³-
ãîíóêëåîòèäà äî òàêî¿ ë³í³éíîãî
çîíäà (êðèâà 1–0, êðèâà 2–1, êðè-
âà 3–2, êðèâà 4–3). Êîíöåíòðàö³ÿ 
îë³ãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà Â5 – 
0,5 × 10-6 Ì. Ñïåêòðè çàïèñàíî 
â 50 ìÌ òðèñ-HCl (ðÍ 8,5), 
2,5 × 10–2 ìÌ MgCl2, 0,15 ìÌ 
(NH4)2SO4, 0,20 ìÌ KCl çà òåì-
ïåðàòóðè 25 °Ñ. Âåðòèêàëüíà ë³-
í³ÿ âêàçóº íà â³äñóòí³ñòü áàòî-
õðîìíîãî òà ã³ïñîõðîìíîãî çñó-
âó ïðè çá³ëüøåíí³ êîíöåíòðàö³¿ 
îë³ãîíóêëåîòèäà Â6b  
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Âíóòð³øíüîìîëåêóëÿðí³ âçàºìîä³¿ â ñèñòåì³ ôëóîðîôîð – ãàñíèê ó ë³í³éíèõ òà øïèëüêîâèõ

Òåîðåòè÷í³ ðîçðàõóíêè Äåêñòåðà ç óðàõó-
âàííÿì îáì³ííèõ âçàºìîä³é, ùî ìàþòü ì³ñöå 
ò³ëüêè íà ìàëèõ â³äñòàíÿõ äî 15–18 Å, áóëî äî-
ïîâíåíî òà åêñïåðèìåíòàëüíî ï³äòâåðäæåíî â 
ðîáîò³ (Inokuti et al, 1965), àâòîðàìè ÿêî¿ âè-
ÿâëåíî çàëåæí³ñòü ì³æ êâàíòîâèì âèõîäîì òà 
÷àñîì ëþì³íåñöåíö³¿ äîíîðà ÿê ôóíêö³þ ê³ëü-
êîñò³ àêöåïòîðà.

Ðîçðàõîâàíèé ç íàøèõ åêñïåðèìåíòàëüíèõ 
äàíèõ ðàä³óñ ì³ãðàö³¿ åíåðã³¿ R äëÿ øïèëüêî-
âîãî çîíäà ñòàíîâèâ 32,4 Å, à äëÿ ë³í³éíîãî 
çîíäà – 47,3 Å. Ïðè öüîìó äëÿ ïàðè ôëóîðî-
ôîð – ãàñíèê FAM – RTQ1 çíà÷åííÿ ðàä³óñó 
ì³ãðàö³¿ Ôåðñòåðà R0 (â³äñòàíü, íà ÿê³é êîí-
ñòàíòà øâèäêîñò³ ïåðåíîñó åíåðã³¿ äîð³âíþº 
êîíñòàíò³ øâèäêîñò³ çàãàñàííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ 
äîíîðà çà â³äñóòíîñò³ àêöåïòîðà), ÿêå ðîçðàõî-
âàíî ç ð³âíÿííÿ 3, ñòàíîâèëî 61,9 òà 63,9 Å â 
50 ìÌ òðèñ-HCl (ðÍ 8,5) áóôåð³ äëÿ øïèëü-
êîâîãî òà ë³í³éíîãî çîíä³â, â³äïîâ³äíî. Îòðèìà-
í³ çíà÷åííÿ çá³ãàþòüñÿ ç ä³àïàçîíîì ðàä³óñó ïå-
ðåíîñó åíåðã³¿ äëÿ ñèñòåì ôëóîðîôîð – ãàñíèê 
ôëóîðåñöåíö³¿ â çàëåæíîñò³ â³ä  â³äñòàí³ ì³æ 
äîíîðîì òà àêöåïòîðîì, ÿêà âèçíà÷àº åôåêòèâ-
í³ñòü ïåðåíîñó åíåðã³¿ (Kapanidis, 2002) (ðèñ. 3).

Ðîçðàõîâàí³ çíà÷åííÿ åôåêòèâíîñò³ ãàñ³ííÿ 
ôëóîðåñöåíö³¿ òà ðàä³óñó ì³ãðàö³¿ åíåðã³¿ äëÿ 
ë³í³éíîãî òà øïèëüêîâîãî çîíä³â íàâåäåíî â 
òàáëèö³. 

Ôëóîðåñöå¿í º íàéïîïóëÿðí³øèì áàðâíèêîì 
äëÿ ÄÍÊ-çîíä³â. Àáðåâ³àòóðó FAM óòâîðåíî 
â³ä ôëóîðåñöå¿íàì³äà, ÿêèé ïðèºäíàíî ó ôîðì³ 
êàðáîêñèëïîõ³äíîãî äî àì³íîãðóïè ë³íêåðà. 

Åôåêòèâí³ñòü ãàñ³ííÿ äëÿ ôëóîðîôîðà FAM 
áóëî âèì³ðÿíî çà äâîõ çíà÷åíü ðÍ – çà ðÍ 6,5 
(50 ìÌ êàêîäèëàò Na) òà ðÍ 8,5 (50 ìÌ òðèñ-
HCl). Çà ðÍ 8,5 (óìîâè äëÿ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ) 
FAM ïåðåáóâàº ó âèãëÿä³ ä³àí³îíó, à çà ðÍ 6,5 – 

ÿê ñóì³ø ä³àí³îíó òà àí³îíó, îñê³ëüêè êîíñòàíòà 
³îí³çàö³¿ pK3 ñòàíîâèòü 6,6 (Lakowicz, 1986).

Ãàñíèê ôëóîðåñöåíö³¿ RTQ1 (λìàêñ = 
520 íì) º íåïàòåíòîâàíèì ñïåêòðàëüíèì àíà-
ëîãîì BHQ1 (Black Hole Quencher 1), ìàº âè-
ñîêó ïëîùó ïåðåêðèâàííÿ ñâîãî ñïåêòðà ïî-
ãëèíàííÿ òà ñïåêòðà ôëóîðåñöåíö³¿ ôëóîðî-
ôîðà FAM (ðåçóëüòàòè íå ïîêàçàíî). Äëÿ ðîç-
ðàõóíêó áóëî âèêîðèñòàíî ïàðàìåòðè BHQ1, 
õàðàêòåðèñòèêè ÿêîãî º â³äîìèìè, îñê³ëüêè 
ñòðóêòóðà ãàñíèêà  RTQ1 çáåð³ãàºòüñÿ â ðåæè-
ì³ êîìåðö³éíî¿ òàºìíèö³.

Áåðó÷è äî óâàãè, ùî ð³âíîâàãà ïðè ã³áðèäè-
çàö³¿ ÄÍÊ-ì³øåí³ ç çîíäîì ó ôîðìàò³ ìîëåêó-
ëÿðíîãî ìàÿêà (òîáòî ç øïèëüêîâèì çîíäîì) 
çà ê³ìíàòíî¿ òåìïåðàòóðè íàñòóïàº ÷åðåç 10 õâ

Ðèñ. 3. Çàëåæí³ñòü äèíàì³÷íîãî ä³àïàçîíó Ôåðñòå-
ðîâñüêîãî ðåçîíàíñíîãî ïåðåíîñó åíåðã³¿ (ÔÐÏÅ) 
äëÿ ð³çíèõ çíà÷åíü ðàä³óñó Ôåðñòåðà R0 â³ä â³äñòàí³ 
ì³æ äîíîðîì òà àêöåïòîðîì. Ïóíêòèðíèìè ë³í³ÿìè 
îáìåæåíî îáëàñòü ìàêñèìàëüíî¿ ÷óòëèâîñò³ äî 
â³äñòàí³ äëÿ ïàðè äîíîð-àêöåïòîð ïðè ð³çíèõ 
çíà÷åííÿõ R0, ÿêå, ÿê ïðàâèëî, çì³íþºòüñÿ â ìåæàõ 
â³ä 0,7R0 äî 1,5R0. Ïóáë³êóºòüñÿ ç ëþá’ÿçíîãî äîçâîëó 
ïðîô. Kapanidis A. òà ïðîô. Weiss S.

Åôåêòèâí³ñòü ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ (E), ðàä³óñ Ôåðñòåðà (R0) òà ðàä³óñ ì³ãðàö³¿ åíåðã³¿ (R) 
äëÿ ë³í³éíîãî (B5) òà øïèëüêîâîãî (B6) çîíä³â äëÿ Ôåðñòåðîâñüêîãî òà êîíòàêòíîãî ìåõàí³çì³â 
ïåðåäà÷³ åíåðã³¿ (äëÿ øïèëüêîâîãî çîíäà B6)

Áóôåð
R0, Å E, % R, Å R0, Å E, % R, Å

Ë³í³éíèé çîíä B5 Øïèëüêîâèé çîíä B6

50 ìÌ òðèñ-HCl, Í 8,5

50 ìÌ êàêîäèëàò Na, ðÍ 6,5

63,9  

42,6

85,8

83,5

47,3

32,5

61,9

40,9

98,0

70,2

32,4

35,5
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(Krasnoperov, 2010), ñèãíàë ôëóîðåñöåíö³¿ ðå-
ºñòðóâàëè ÷åðåç 30 õâ. ×åðåç çíà÷íå çìåíøåííÿ 
øâèäêîñò³ ã³áðèäèçàö³¿ çà íèçüêî¿ êîíöåíòðàö³¿ 
ì³øåí³ ìîæíà î÷³êóâàòè, ùî ÷óòëèâ³ñòü äåòåê-
ö³¿ çðîñòå ïðè çá³ëüøåíí³ òðèâàëîñò³ ³íêóáàö³¿.

Ðåçîíàíñíèé ïåðåíîñ åíåðã³¿ çà ìåõàí³çìîì 
Ôåðñòåðà âèíèêàº â òîìó âèïàäêó, ÿêùî äîíîð 
òà àêöåïòîð çíàõîäÿòüñÿ íà â³äñòàí³ â³ä 10 äî 
100 Å îäèí â³ä ³íøîãî. Öåé ä³àïàçîí â³äïî-
â³äàº ôðàãìåíòó äâîíèòêîâî¿ ÄÍÊ äîâæèíîþ
ïðèáëèçíî â³ä 3 äî 30 ï.í. òà ôðàãìåíòó îäíî-
íèòêîâî¿ ÄÍÊ äîâæèíîþ â³ä 4 äî 43 íóêëåî-
òèä³â. Ïðè öüîìó åôåêòèâí³ñòü ïåðåíîñó åíåð-
ã³¿ âèçíà÷àþòü ÿê ê³ëüê³ñòü êâàíò³â, ùî ïåðå-
íåñåíî â³ä äîíîðà äî àêöåïòîðà, ÿêó ïîä³ëåíî 
íà ê³ëüê³ñòü êâàíò³â, ùî ïîãëèíåíî äîíîðîì 
(Demchenko, 2009). 

Êð³ì äàëüíîä³þ÷îãî ³íäóêö³éíîãî Ôåðñòå-
ðîâñüêîãî ìåõàí³çìó, íà ìàëèõ â³äñòàíÿõ äî 
15–18 Å ä³º îáì³ííèé ðåçîíàíñíèé ìåõàí³çì 
ïåðåíîñó åíåðã³¿  – ìåõàí³çì Äåêñòåðà , – ÿêèé 
º ìîæëèâèì ò³ëüêè ïðè äîñòàòíüî áëèçüêîìó 
ðîçòàøóâàíí³ ôëóîðîôîðà òà ãàñíèêà, ïðè ÿêî-
ìó ¿õí³ îðá³òàë³ ïåðåêðèâàþòüñÿ (Dexter, 1953). 
Ãàñ³ííÿ çà ìåõàí³çìîì Äåêñòåðà âèçíà÷àºòüñÿ 
åêñïîíåíö³àëüíîþ çàëåæí³ñòþ â³ä â³äñòàí³, ³ 
îñê³ëüêè îáèäâà ö³ ìåõàí³çìè º îäíîíàïðàâëå-
íèìè, â áàãàòüîõ ðîáîòàõ âîíè íå ðîçð³çíÿþ-
òüñÿ (Hunyadi, 2006; Demchenko, 2009). Â îñ-
íîâ³ îáîõ çàçíà÷åíèõ ìåõàí³çì³â ëåæèòü äèíà-
ì³÷íå ãàñ³ííÿ, ïðè ÿêîìó ôëóîðîôîð òà ãàñíèê 
çáåð³ãàþòü ñâî¿ âíóòð³øí³ âëàñòèâîñò³.

Â çàëåæíîñò³ â³ä pH ñåðåäîâèùà FAM ìî-
æå çíàõîäèòèñÿ ó âèãëÿä³ êàò³îíà, íåéòðàëüíî¿ 
ôîðìè, àí³îíà àáî ä³àí³îíà. Ïðè öüîìó êàò³îí 
òà íåéòðàëüíà ôîðìà íå ôëóîðåñö³þþòü, à àí³îí 
òà ä³àí³îí ôëóîðåñö³þþòü (Sjoback et al, 1995).

Ä³àí³îí õàðàêòåðèçóºòüñÿ íàéá³ëüøîþ ³í-
òåíñèâí³ñòþ òà êâàíòîâèì âèõîäîì 0,93. Àí³îí 
òàêîæ ìàº çíà÷íó ôëóîðåñöåíö³þ ç êâàíòîâèì 
âèõîäîì 0,37. Íåéòðàëüíà òà êàò³îííà ôîðìè 
ïðè çáóäæåíí³ ïåðåõîäÿòü â àí³îí ³ ôëóîðåñ-
ö³þþòü ç êâàíòîâèì âèõîäîì 0,30 òà 0,18 â³ä-
ïîâ³äíî.

Êîíñòàíòè ³îí³çàö³¿ ðÊ äëÿ êàò³îíà, íåé-
òðàëüíî¿ ôîðìè, àí³îíà òà ä³àí³îíà ñòàíîâÿòü 
pKl = 2,08, pK2 = 4,31 òà pK3 = 6,43 â³äïîâ³äíî 
(Sjoback et al, 1995).

Çíà÷åííÿ R0 äëÿ ïàðè ôëóîðîôîðà FAM òà 
ãàñíèêà BHQ1, ÿêå ðîçðàõîâàíî â³äïîâ³äíî äî 

ðîá³ò (Forster, 1948; Lakowicz, 1986), ñòàíîâèòü 
55 Å, ùî â³äïîâ³äàº îäíîíèòêîâîìó îë³ãîíó-
êëåîòèäó äîâæèíîþ 24 íóêëåîòèäè, à äëÿ ïàðè 
FAM – RTQ1 çàçíà÷åíà âåëè÷èíà äîð³âíþº
50 Å, ùî â³äïîâ³äàº äîâæèí³ ëàíöþãà â 21 íó-
êëåîòèä.

Õàðàêòåðíîþ îñîáëèâ³ñòþ ôëóîðåñöåíòíèõ 
ã³áðèäèçàö³éíèõ çîíä³â, â ÿêèõ âèêîðèñòîâóºòü-
ñÿ äèíàì³÷íèé (Ôåðñòåðîâñüêèé) ìåõàí³çì ïå-
ðåíîñó åíåðã³¿ (äî ÿêèõ â³äíåñåíî, â òîìó ÷èñë³, 
ë³í³éí³ çîíäè ó ôîðìàò³ TaqMan), º íåçì³íí³ñòü 
ñïåêòðà ïîãëèíàííÿ ïðè óòâîðåíí³ êîìïëåêñó, 
îñê³ëüêè äèíàì³÷íå ãàñ³ííÿ âïëèâàº ò³ëüêè íà 
çáóäæåíèé ñòàí ôëóîðîôîðà (Lakowicz, 1986). 
Äëÿ çîíä³â ç êîíòàêòíèì (ñòàòè÷íèì) ìåõàí³ç-
ìîì ïåðåíîñó åíåðã³¿ (øïèëüêîâ³ çîíäè, ñêîð-
ï³îíîâ³ çîíäè-ïðàéìåðè) ïîêàçàíî, ùî ñïåê-
òðè ïîãëèíàííÿ ïðè âíóòð³øíüîìîëåêóëÿðí³é 
ã³áðèäèçàö³¿ çì³íþþòüñÿ (Marras, 2008).

Ñïåêòð ïîãëèíàííÿ äëÿ ë³í³éíîãî çîíäà
(Â5) ïðàêòè÷íî çá³ãàºòüñÿ ç³ ñïåêòðîì îë³ãî-
íóêëåîòèäà Â5à, ùî ïðåäñòàâëÿº çîíä Â5 áåç 
ãàñíèêà RTQ1 (ðèñ. 4, à). Â òîé æå ÷àñ ñïåê-
òðè ïîãëèíàííÿ äëÿ øïèëüêîâîãî çîíäà (Â6) òà 
îë³ãîíóêëåîòèäà Â6à (ùî ïðåäñòàâëÿº çîíä Â6 
áåç ãàñíèêà RTQ1) çíà÷íî â³äð³çíÿþòüñÿ, ùî 
âêàçóº íà êîíòàêòíèé ìåõàí³çì ïåðåíîñó åíåðã³¿ 
ì³æ ôëóîðîôîðîì òà ãàñíèêîì ôëóîðåñöåíö³¿ 
(ðèñ. 4, á).

Ìàêñèìóì ïîãëèíàííÿ ãàñíèêà RTQ1 â³äïî-
â³äàº λ = 520 íì (äàí³ íå ïîêàçàíî), à ìàêñè-
ìóì ôëóîðåñöåíö³¿ ôëóîðîôîðà FAM çàðåº-
ñòðîâàíî ïðè λ = 525 íì (ðèñ. 2, êðèâà 1). Âå-
ëèêà ïëîùà ïåðåêðèòòÿ ñïåêòð³â ôëóîðåñöåí-
ö³¿ äîíîðà (FAM) òà àêöåïòîðà (RTQ1) âåäå äî 
âèñîêî¿ åôåêòèâíîñò³ ïåðåíîñó åíåðã³¿ äëÿ ïàðè 
FAM-RTQ1. 

Ç ñïåêòð³â ôëóîðåñöåíö³¿ çîíä³â, çàïèñàíèõ
â 50 ìÌ êàêîäèëàòíîìó áóôåð³ (ðÍ 6,5), â óìî-
âàõ, çà ÿêèõ â ð³âíîâàç³ çíàõîäÿòüñÿ ôëóî-
ðåñöåíòí³ àí³îííà òà ä³àí³îííà ôîðìè FAM 
(pK3 = 6,43), ïàðàìåòðè ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ 
îáîõ çîíä³â òàêîæ âèçíà÷åíî (òàáëèöÿ). Çîêðå-
ìà, âèçíà÷åíî, ùî çà òàêèõ óìîâ åôåêòèâí³ñòü 
ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ (Å) äëÿ ë³í³éíîãî çîí-
äà (83,5 %) ïåðåâèùóº òàêó äëÿ øïèëüêîâîãî 
çîíäà (70,2 %). Òà îáñòàâèíà, ùî FAM ìîæå 
ïåðåáóâàòè ó âîäíîìó ðîç÷èí³ â ä³àí³îíí³é, àí³-
îíí³é, íåéòðàëüí³é, êàò³îíí³é ôîðìàõ, ðîáèòü 
éîãî ñïåêòðàëüí³ (â òîìó ÷èñë³, ôëóîðåñöåíò-
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Ðèñ. 4. Ñïåêòðè ïîãëèíàííÿ (à) ë³í³éíîãî çîíäà Â5 (áåçïåðåðâíà ë³í³ÿ) òà îë³ãîíóêëåîòèäà Â5à, ùî ïðåäñòàâëÿº 
îë³ãîíóêëåîòèä Â5 áåç ãàñíèêà RTQ1 (ïóíêòèðíà ë³í³ÿ), òà (á) øïèëüêîâîãî çîíäà Â6 (áåçïåðåðâíà ë³í³ÿ) 
³ îë³ãîíóêëåîòèäà Â6à, ùî ïðåäñòàâëÿº îë³ãîíóêëåîòèä Â6 áåç ãàñíèêà RTQ1 (ïóíêòèðíà ë³í³ÿ), â 50 ìÌ 
òðèñ-HCl (ðÍ 8,5) 
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í³) âëàñòèâîñò³ çàëåæíèìè â³ä pH. Çìåíøåííÿ 
åôåêòèâíîñò³ ãàñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ äëÿ øïèëü-
êîâîãî çîíäà çà ðÍ 6,5 ìîæíà ïîÿñíèòè çì³íîþ 
êîíôîðìàö³¿ GC-áàãàòîãî ñòåáëà øïèëüêè âíà-
ñë³äîê ÷àñòêîâîãî ïëàâëåííÿ öüîãî îë³ãîíóêëå-
îòèäíîãî äóïëåêñó ïðè çíèæåíí³ ðÍ â³ä 8,5 äî 
6,5 çà íèçüêî¿ ³îííî¿ ñèëè, áåðó÷è äî óâàãè, ùî 
³íòåðâàë ïëàâëåííÿ êîðîòêèõ äóïëåêñ³â ñòàíî-
âèòü 15–20 °Ñ.      

Â ðîáîò³ (Zimmers et al, 2019) ïîêàçàíî, ùî 
â çàëåæíîñò³ â³ä ôëóîðîôîðà òà ñõåìè ãàñ³ííÿ 
â³äáóâàºòüñÿ çá³ëüøåííÿ òåìïåðàòóðè â³äïàëó 
äëÿ ïàðè êîìïëåìåíòàðíèõ îë³ãîíóêëåîòèä³â, 
ÿê³ ì³ñòÿòü ôëóîðîôîð òà ãàñíèê íà ð³çí³é â³ä-
ñòàí³ îäèí â³ä îäíîãî, â³ä 0,5 äî 8,5 °C ïîð³â-
íÿíî ç íåì³÷åíèìè îë³ãîíóêëåîòèäàìè. Âèçíà-
÷åíî, ùî äëÿ äâîíèòêîâîãî îë³ãîíóêëåîòèäà ç 
ôëóîðîôîðîì FAM íà 5′-ê³íö³ ñåíñîâî¿ íèòêè 
òà ãàñíèêîì BHQ2 íà 3′-ê³íö³ àíòèñåíñîâî¿ íèò-
êè (íà òàê³é æå â³äñòàí³ ïåðåáóâàþòü ôëîðîôîð 
òà ãàñíèê äëÿ øïèëüêîâîãî çîíäà) òåìïåðàòó-
ðà â³äïàëó çá³ëüøóºòüñÿ íà 8,5 °C. Íàéìåíøèé 
çñóâ òåìïåðàòóðè â³äïàëó (0,5 °C) çàðåºñòðîâàíî 
äëÿ îë³ãîíóêëåîòèä³â ç ôëóîðîôîðîì FAM íà 
5′-ê³íö³ ñåíñîâî¿ íèòêè òà ãàñíèêîì BHQ2 íà 
3′-ê³íö³ àíòèñåíñîâî¿ íèòêè, ÿêèé ïåðåáóâàº íà 
â³äñòàí³ 10 íóêëåîòèä³â â³ä FAM (íà 29-òè íó-
êëåîòèäí³é â³äñòàí³ ïåðåáóâàþòü ôëîðîôîð òà 
ãàñíèê äëÿ ë³í³éíîãî çîíäà).

Ç íàâåäåíîãî âèùå âèïëèâàº, ùî ìîäèô³êà-
ö³ÿ ôëóîðîôîðîì òà ãàñíèêîì øïèëüêîâîãî òà 
ë³í³éíîãî çîíä³â ïî-ð³çíîìó âïëèâàº íà ¿õíþ 
òåìïåðàòóðó â³äïàëó. Ïðè âèáîð³ ôëóîðåñöåíò-
íî¿ ñõåìè ãàñ³ííÿ âàæëèâî áðàòè äî óâàãè, ùî
äëÿ ï³äâèùåííÿ ñïåöèô³÷íîñò³ òà ðîçä³ëüíî¿ 
(äèñêðèì³íóþ÷î¿) çäàòíîñò³ ÏËÐ-Ð× ç øïèëü-
êîâèì çîíäîì íåîáõ³äíî çá³ëüøóâàòè òåìïåðà-
òóðó â³äïàëó ïîð³âíÿíî ç ðîçðàõîâàíîþ òåìïå-
ðàòóðîþ â³äïàëó äëÿ íåìîäèô³êîâàíèõ îë³ãîíó-
êëåîòèä³â ïðèáëèçíî íà 8,5 °C.   

Ïîð³âíÿííÿ çíà÷åíü åôåêòèâíîñò³ ãàñ³ííÿ 
ôëóîðåñöåíö³¿ äîíîðà äëÿ øïèëüêîâîãî òà ë³-
í³éíîãî çîíä³â â óìîâàõ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ-Ð× 
(ðÍ 8,5) ï³äòâåðäæóº á³ëüøå ñï³ââ³äíîøåííÿ 
ñèãíàë/øóì, à, îòæå, á³ëüø âèñîêèé ð³âåíü ãà-
ñ³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ äëÿ øïèëüêîâîãî çîíäà 
ïîð³âíÿíî ç ë³í³éíèì ïðè ïðîâåäåíí³ ÏËÐ-Ð×.

Àâòîðè âèñëîâëþþòü ïîäÿêó çà äîïîìîãó â 
÷àñòèí³ ïðîâåäåííÿ ñïåêòðàëüíèõ äîñë³äæåíü 

Ìóðòàçàºâ³é Ë.Î. òà ä.ô-ì.í., ïðîôåñîðó ÕÍÓ 
³ì. Â.Í. Êàðàç³íà Ãîðáåíêî Ã.Ï.

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Öÿ ñòàòòÿ íå 
ì³ñòèòü áóäü-ÿêèõ äîñë³äæåíü ç âèêîðèñòàííÿì 
ëþäåé ³ òâàðèí ÿê îá’ºêò³â. 
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàÿâëÿþòü, ùî íå 
ìàþòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â.
Ô³íàíñóâàííÿ. Ðîáîòó âèêîíàíî çà ô³íàíñî-
âî¿ ï³äòðèìêè ä.á.í. Î.Þ. Ëèìàíñüêî¿ òà 
ä.á.í. Î.Ï. Ëèìàíñüêîãî áåç çîâí³øíüîãî ô³-
íàíñóâàííÿ.

INTRAMOLECULAR INTERACTIONS
FOR FLUOROPHORE – QUENCHER IN LINEAR 
AND HAIRPIN PROBES FOR REAL-TIME PCR

O.Yu. Limanskaya, A.P. Limanskii

National Scientific Center «Institute of Experimental 
and Clinical Veterinary Medicine» of National 
Academy of Agrarian Sciences of Ukraine, 
83 Pushkinskaya St., Kharkov, 61023 Ukraine
Institute of Physiological Active Compounds,
58 Nauka Ave., Kharkov, 61072, Ukraine

E-mail: olgaliman@ukr.net.

Experimental comparison of fluorescent quenching ef-
ficacy for two oligonucleotide probes in different con-
formations such as molecular beacon probe and 
TaqMan linear probe was performed. Interaction of 
quencher with fluorophore is different because these 
probes have different conformations. For linear probe 
quenching arises by inductive Forster resonance ener-
gy transfer (FRET) mechanism. For hairpin probe 
quenching occurs through contact quenching by more 
close location of fluorophore and quencher but Forster 
resonance energy transfer may occur too. Absorbance 
spectrum of linear probe practically coincides with 
spectrum oligonucleotide which represent probe without
quencher that indicates onto dynamical (Forster) reso-
nance energy transfer mechanism. Contrary, absorban-
ce spectra of hairpin probe and oligonuc-leotide which 
represent probe without quencher are significantly dif-
ferent that points to contact energy transfer mechanism 
between fluorophore and quencher. Fluorescence spectra 
of probes and their complexes with complementary to 
linear probe oligonucleotide (and to loop of hairpin 
probe) and with amplicon (with length of 200 bp 
and  which contains DNA target for probes) allow to 
compare these two probes by comparing radius of energy 
migration, fluorescent quenching efficacy. Radius of 
energy migration (R) calculated from expe-rimental 
data for hairpin probe was 32,4 Å and for linear probe 
was 47,3 Å. Hairpin probe in comparison with linear 
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one is characterized by higher efficacy of fluorescent 
quenching that results in lower fluorescence background 
and therefore higher level of signal/noise during RT-
PCR.
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