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ВСТУП 

Актуальність теми. Використання різних джерел опромінення в техніці, 

сільськогосподарській практиці, медичних дослідженнях та лікуванні, 

функціювання підприємств ядерного паливного циклу та радіаційні аварії 

обумовлюють підвищення радіаційного навантаження на організми та 

екосистеми.У зв’язку з цим дослідження радіоадаптації як  ключової проблеми 

збереження біосфери знаходиться в центрі уваги  медичних та біологічних 

дисциплін. З моменту відкриття цього явища у другій половини минулого 

століття у дріжджів [322], рослин [325], тварин [28] та бактерій [344], у вивченні 

даного феномену можна виділити декілька галузей, які включають 

феноменологічне дослідження доз і режимів опромінення [287, 289, 307, 328], 

ролі репаративних процесів у становленні радіоадаптації [289, 299, 300, 344, 352], 

участі систем антиоксидантного захисту клітини та неспецифічних перебудов 

метаболізму [19, 49, 64, 324, 332]. На сьогодні найбільша увага надається оцінці 

співвідношення конститутивних та індуцибельних механізмів, тобто 

переключенню епігенетичних програм в становленні адаптивної відповіді клітини 

і  організму. Виявлено існування багаторівневої системи регуляції експресії генів, 

що об’єднує механізми метилування ДНК, модифікації гістонів, РНК-

інтерференцію та участь певних груп білків у нуклеосомній організації хроматину 

та його ремоделюванні [1, 22, 95, 167, 203, 204, 360], що є ключовими процесами 

як у експресії генів, так і у визначенні доступності ДНК для збірки на її 

послідовностях білкових комплексів репарації. Метилування ДНК є 

багатофункціональним процесом, що бере участь як у розвитку негативних явищ 

(малігнізація, активізація мобільних елементів), так і  захисних процесів при дії 

різноманітних стресорів, включаючи опромінення [3, 132-134, 142, 325]. 

Дослідження ролі метилування ДНК в радіобіологічних реакціях обмежено 

виявленням лише основних тенденцій. Показано, що гостре опромінення 

викликає загальне деметилування ДНК, хронічне - обумовлює гіперметилування, 

яке розглядається як адаптивна реакція [124, 133]. Лишаються невідомими 

ключові питання,  що відносяться до ролі метилування як складової епігенетичної 
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регуляції у   формуванні радіоадаптації. В  першу чергу -  це   зв’язок адаптивних 

ефектів за різних режимів опромінення зі змінами метилування функціонально 

різних послідовностей ДНК, тобто ДНК, яка транскрибується та сателітних її 

послідовностей, що може обумовлювати різні механізми адаптації. По друге, 

суттєвим є питання про динамічний зв’язок змін метилування  ДНК з 

формуванням адаптивної реакції, що у цілісному організмі включає процеси з 

різним часом індукції і розвитку. Не менш важливою є оцінка впливу вихідного  

характеру метилування ДНК на подальший розвиток радіобіологічної реакції, 

оскільки цей фактор впливає як на стан ДНК – мішені радіаційного ураження, так 

і на її доступність факторам репарації і транскрипції .  

Вирішенням цього кола питань було присвячено дослідження, результати 

якого виносяться на захист. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна 

робота виконувалась з 2010 по 2014 роки у відділі біофізики та радіобіології 

Інституту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України під 

керівництвом д.б.н. Кравець О.П. в межах бюджетних тем: «Епігеномна складова 

адаптації у рослин» (№ 0108U000875, 2008-2012 р.р.); ІІІ-4-13 «Роль епігеномних 

механізмів в адаптогенезі рослин» (2012-2016 р.р.);  ІІ-3-12 «Розробка способів 

скерованого впливу на сигнальні системи і епігенетичну пластичність культурних 

рослин для підвищення їх продуктивності та стійкості» (2012-2016 р.р.). 

Мета і завдання дослідження. Метою дослідження є виявлення ролі 

метилування ДНК як складової епігенетичної регуляції  радіоадаптації рослин до 

іонізувального та УФ-С  випромінювань. 

 Для реалізації поставленої мети в роботі вирішували такі завдання: 

1. Дослідити  участь процесів метилування сателітної та ДНК, що 

транскрибується, як складових епігенетичної регуляції при формуванні 

радіоадаптивної реакції. 

2. Виявити  залежність  переходу від підтримуючого метилування до 

метилування ДНК de novo від проміжку часу між послідовними сеансами 
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гострого УФ-С опромінення та дослідити вплив збільшення цього інтервалу на 

прояви адаптивної реакції і зміни профілів метилування.  

3. Виявити особливості метилування de novo функціонально різних 

послідовностей ДНК при формуванні радіоадаптивної реакції за різних режимів 

опромінення: «адаптивне - ударне», хронічне, комбіноване опромінення;  

       4.  Дослідити зв’язок активності проростання насіння із станом  

метилування обох форм ДНК, радіочутливістю та радіостійкістю  проростків. 

      5.  Оцінити зв’язок адаптивного потенціалу рослини із вихідним станом 

метилування обох функціональних форм ДНК.  

      6.  Дослідити щільність статистичного зв’язку між змінами профілів 

метилування ДНК та радіорезистентності рослин за показником частоти 

хромосомних аберацій за різних режимів опромінення.  

Об’єкт дослідження – роль процесів метилування ДНК в  регуляції  

адаптації рослин  до опромінення. 

Предмет дослідження – зміни  метилування сателітної ДНК кукурудзи і 

ДНК, що транскрибується, під впливом різних режимів опромінення і їх зв’язок зі 

змінами радіочутливості та радіостійкості за показником частоти хромосомних 

аберацій. 

Методи дослідження: біометричні (визначення швидкості проростання 

насіння), фізіологічні і радіометричні (дослідження радіобіологічних 

характеристик гібридів кукурудзи), цитогенетичні (оцінка мітотичного індексу та 

виходу хромосомних аберацій), молекулярно-біологічні (виділення ДНК, 

рестрикційний аналіз та полімеразна ланцюгова реакція для дослідження зміни 

профіля метилування), стандартні методи статистичного аналізу, включаючи 

кореляційний аналіз по Браве-Пірсону та рангову кореляцію по Спірмену. 

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше показано, що при 

формуванні радіоадаптивної реакції змінюються профілі метилування як 

сателітної, так і ДНК, що транскрибується. Зміни профілів відбуваються за 

рахунок  деметилування існуючих і метилування нових сайтів, що свідчить про 

перехід від підтримуючого до метилування de novo обох функціональних форм  



 8 

ДНК. Встановлено, що переключення метилування ДНК у режим de novo 

відбувається при перевищенні інтервалу між послідовними фракціями УФ-С-

опромінення одна година. При збільшення інтервалу відбуваються подальші 

зміни профілів метилування і ступеню адаптивної реакції, що свідчить про 

зв’язок цих ефектів з реалізацією різних за часом розвитку епігенетичних 

механізмів. Виявлені відмінності у характері перебудов профілів метилування 

при формуванні радіоадаптивних реакцій за різних режимів опромінення. 

Вперше встановлено зв’язок різної швидкості проростання насіння довільної 

вибірки з вихідним поліморфізмом профілів метилування функціонально різних 

послідовностей ДНК проростків та їх радіостійкістю, що дозволяє розглядати 

характер метилування ДНК як фактор індивідуальної  радіостійкості організму. 

Показано, що адаптивний потенціал рослинного організму пов’язаний з 

активністю процесу проростання та вихідним станом метилування функціонально 

різних послідовностей  ДНК проростків, а адаптивні можливості популяції рослин 

- з поліморфізмом профілів метилування ДНК. 

Практичне значення отриманих результатів. Отримані результати щодо 

існування поліморфізму метилування функціонально різних послідовностей ДНК 

і зв’язку цього явища із різною стійкістю та адаптивним потенціалом рослин 

запропоновано використовувати в селекційній практиці. Подальші дослідження 

цього питання на різних сортах пшениці призвели до розробки і впровадження 

маркеру епігенетичного поліморфізму, значення якого пов’язано із виробничою 

надійністю сорту.  

Особистий внесок здобувача полягає в самостійному аналізі літератури за 

темою дисертації, оволодінні необхідними методами досліджень, плануванні і 

проведенні експериментів, аналізі та обробці результатів, підготовці до друку 

наукових робіт. Вибір об’єкту і напрямку досліджень проведено спільно з 

науковим керівником – д.б.н. Кравець О.П. Результати дисертаційної роботи 

отримані автором самостійно або спільно зі співробітниками ІКБГІ НАН України, 

які є співавторами публікацій. Особистий внесок дисертанта становить понад 

75%. 
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Апробація результатів дисертації. Основні наукові результати були 

представлені на Міжнародній конференції з радіації та дозиметрії в різних 

напрямках досліджень «RAD 2012» (Ніш, Сербія, 2012 р.), Молодіжній науковій 

конференції “Шевченківська весна” Київського Національного Університету ім. 

Т. Шевченка (Київ, Україна, 2012 р.), ХІІ Молодіжній науковій конференції 

«Биотехнология в растениеводстве, животноводстве и ветеринарии» Институту 

сільськогосподарської біотехнології РАСХН (Москва, Росія, 2012 р.), 

Міждисциплінарній науковій конференції «Адаптивні стратегії живих систем» 

(Крим, Україна, 2012 р.), конференції – конкурсі молодих учених  “Актуальні 

проблеми біохімії та біотехнології - 2012” Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна 

НАН України (Київ, Україна, 2012 р.), XIX щорічній науковій конференції 

Інституту ядерних досліджень НАН України (Київ, Україна, 2012 р.), ХХІ 

щорічній науковій конференції Інституту ядерних досліджень НАН України 

(Київ, Україна, 2014 р.), науково-практичній конференції з міжнародною участю 

«Радіоекологія - 2014» (Київ, Україна, 2014 р.), науковій конференції Інституту 

клітинної біології та генетичної інженерії НАН України та НТУУ Київського 

Політехнічного Інституту «Біотехнологія ХХІ століття» (Київ, Україна, 2015 р.), 

науково-практичній конференції з міжнародною участю «Радіоекологія - 2015» 

(Київ, Україна, 2015 р.), семінарі Київського біофізичного товариства Інституту 

теоретичної фізики ім. М.М. Боголюбова НАН України «Актуальні проблеми 

фізики ДНК» (Київ, Україна, 2015 р.), а також доповідались на звітних та 

наукових семінарах відділу біофізики та радіобіології ІКБГІ НАН України. 

Публікації. Основні матеріали дисертації опубліковано у 20 працях, із них 6 

статей у провідних фахових виданнях, 3 з яких – в іноземних журналах. 

Обсяг та структура роботи. Дисертаційна робота викладена на 183 

сторінках друкованого тексту (основного тексту 136 сторінок) й містить 32 

рисунки і 11 таблиць. Робота складається із вступу, огляду літератури, опису 

матеріалів і методів досліджень, 4 глав, у яких наведено результати досліджень, 

висновків, списку використаної літератури (364 найменування), з яких 282 

англомовних. 
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ГЛАВА 1 

ЯВИЩЕ РАДІОАДАПТАЦІЇ ЯК СКЛАДОВОЇ ЗБЕРЕЖУВАЛЬНИХ 

ПРОЦЕСІВ БІОЛОГІЧНИХ СИСТЕМ 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Феноменологія адаптивних процесів 

 

Дослідження розвитку реакції організмів на тривалі та повторні впливи 

знаходиться в центрі уваги багатьох медичних та біологічних дисциплін. В 

радіобіології це питання широко досліджується у лабораторних умовах при 

вивченні ефектів фракціонованого опромінення і адаптивної відповіді, та на 

біологічних об’єктах в зонах природних або антропогенних радіонуклідних 

аномалій. Незважаючи на вагомий експериментальний матеріал, отриманий в цих 

дослідженнях, системні механізми зміни радіочутливості – як її зниження 

(радіоадаптації), так і зростання (сенсибілізації) залишаються маловивченими. 

 

1.1.1. Історія відкриття явища радіоадаптації 

 

Явище радіоадаптації було виявлене вже в перших радіобіологічних 

дослідженнях 20 століття, але початок систематичного вивчення цього феномену 

може датуватися 1971 роком, коли Куліковим та ін. [327] було виявлено на 

рослинах, що хронічно опромінювалися у зоні Кіштимської аварії. У 1976 році 

Бредфордом [28] на тваринах і 1977 року Cамсоном та Каірнсом на бактеріях 

[344] було помічено явище адаптації до гострого іонізуючого опромінення. З 

моменту відкриття цю реакцію вивчали з різних точок зору – з феноменологічної, 

встановлюючи дозові закономірності, розвиток і збереження у часі, а також 

механізми її індукції та формування. 

На початку 60-х років В. Л. Корогодіним був проведений ряд експериментів з 

приводу хронічного опромінення дріжджових клітин за різних потужностей доз і 

температур. Було встановлено, що процеси відновлення відбуваються не лише 
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після, але й під час опромінення. В подальших експериментах, В. Л. Корогодін і 

М. О. Зюзіков намагалися виявити, чим зумовлене явище радіоадаптації, коли 

внаслідок малих доз хронічного опромінення підвищується радіорезистентність 

клітин та організмів, що супроводжується порушеннями імунної системи, і 

прийшли до висновку, що в основі даного феномену лежать ушкодження масових 

структур клітин, які активують, як вони припускали, репараційні системи і, 

внаслідок цього відбувається відновлення масових чи унікальних структур клітин 

від пошкоджень [289, 322]. 

У 1984 році Олівері встановив, що низькі концентрації радіоактивного 

тимідину в лімфоцитах людини індукують подальше підвищення резистентності 

до дії більших доз [28, 180]. 

На сьогодні внесок праць по радіоадаптації становить не менше 20-30 % 

статей у фахових виданнях. Продовжується як вивчення загальних 

закономірностей, так і наближення до розуміння механізмів цих явищ на різних 

біологічних об’єктах з використанням всього арсеналу сучасних молекулярно-

біологічних методів. 

 

1.1.2. Критерії та тест-системи у вивченні радіоадаптивних процесів 

 

Явище радіоадаптації полягає в підвищенні радіостійкості організму у 

відповідь на попереднє гостре або хронічне опромінення в малій дозі. Цей стан 

оцінюють за різними критеріями – виживаністю організмів чи клітин, частотою 

хромосомних аберацій, частотою виникнення точкових мутацій, утворенням 

мікроядер, здатністю до утворення колоній клітин у культурі, інтенсивністю 

репарації ДНК від одно- та двониткових розривів [157]. Внаслідок адаптації 

підвищується рівень [33] та порядок репарації деяких пошкоджень ДНК [32], 

знижується частота радіаційно-індукованих та спонтанних непластичних 

трансформацій у клітинах гризунів [9, 10, 259, 260] та людини [199, 272, 353]. 

Адаптація проявляється при дії рідкоіонізуючого (Х-промені, гамма-опромінення 
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та бета-частинки) [8, 169, 171, 180, 219] та щільноіонізуючого (нейтрони та альфа-

частинки) випромінювання [83, 213]. 

Радіоадаптативну відповідь вивчали на дріжджах та інших одноклітинних 

організмах [25], комахах [214] та рибах [140], клітинних лініях людини [33, 195, 

222], кролях та коровах [77], лабораторних гризунах [9, 160, 212, 270] на 

хромосомному та клітинному рівнях [62, 63, 131, 212, 253]. Ранні дослідження на 

різноманітних організмах [153, 357] та більш сучасні на мишах [169] підтвердили 

дані закономірності і для цілісного організму. Висловлюється думка, що цей 

феномен не є радіаційно-специфічним, а є складовою загальної відповіді 

організму на стрес [25]. Явище так званої крос-адаптації спостерігали між 

впливом радіації та металів [96], хімікатів [26, 168] і гіпертермії [162, 249]. 

Найчастіше про адаптивну відповідь судять за частотою хромосомних 

аберацій або за утворенням мікроядер [220]. Мікроядерний аналіз 

використовувався Б. А. Улшем та С. М. Міллером для оцінки адаптивної відповіді 

на фібробластах трьох видів парнокопитних тварин, опромінених високими (1-4 

Гр γ-опромінення 60Со) та низькими дозами (1-100 мГр), схожими на дози від 

природного радіаційного фону; виявилося, що малі дози є захисними при 

подальшій дії високих [249]. 

Протягом багатьох років і до сьогодні головною гіпотезою, що пояснює 

формування радіоадаптації, була гіпотеза індукції та активації систем репарації 

ДНК після опромінення в малих дозах. Доведено, що для формування адаптивної 

відповіді необхідна активація полі-АДФ-рибозополімерази, синтез цілого 

переліку білків та активація певних груп генів, пов’язаних з репарацією ДНК та 

стресовою реакцією клітин. Також вчені залучають до цього процесу індукцію 

систем антиоксидантного захисту та гальмування клітинного циклу (що збільшує 

час для репарації). Велике значення в індукції адаптивної відповіді відіграють 

сигнальні шляхи: цитокіни, кластерини, активація протеїнкінази С. Прояв 

адаптивної відповіді залежить від потужності дози, часу між опроміненнями, 

генетичних особливостей організму, фази клітинного циклу в якій відбувається 

опромінення, тощо. 
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Сучасна радіобіологія оперує обширними даними про конститутивні та 

індуцибельні механізми захисту та відновлення біологічних систем від 

радіаційних впливів, але потенціал кожного з них та взаємозв’язок у формуванні 

пострадіаційної системної відповіді залишається малодослідженим. 

Проблема нелінійності відповідей біологічних об’єктів на дію іонізуючого 

опромінення в низькодозовому діапазоні вивчається доволі давно. Для пояснення 

даного феномену створено безліч моделей, в яких розглядаються ефекти 

іонізуючого впливу на ДНК (хроматин) окремих клітин, або на рівні адаптаційної 

гіпотези, в якій аналізуються проблеми гомеостазу цілого організму. 

Поліфакторність механізмів фізіологічної адаптації до іонізуючого опромінення, 

співставленість інтенсивності дії різнонаправлених факторів може призвести до 

послідовного підвищення та зниження частоти цитогенетичних аномалій на фоні 

відносно постійного рівня дії пошкоджуючого агента у генетично однорідних 

об’єктів [291]. 

 

1.1.3. Класифікація різних видів адаптації 

 

Оскільки метаболічна активність організмів залежить від ферментів та 

нуклеїнових кислот, процеси адаптації мають призводити до такого стану 

макромолекул, коли життєві процеси організму проходять задовільно, не 

зважаючи на негативні впливи навколишнього середовища. П. Хочачка та Дж. 

Сомеро виділили три загальні стратегії адаптації: зміна типу макромолекул в тій 

чи іншій системі організму; зміна кількості чи концентрації макромолекул; 

регуляція функцій макромолекул. За допомогою одного з цих стратегічних 

механізмів чи певної їх комбінації організм досягає векторного гомеостазу 

метаболічних функцій. Фраза «векторний гомеостаз» підкреслює те, що в процесі 

адаптації до зовнішнього середовища як швидкості, так і напрямки метаболічних 

реакцій «налагоджені» таким чином, щоб організм безперервно отримував 

необхідні йому продукти [363]. 
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Існує уявлення про три основні часові форми біохімічної адаптації [363]. По-

перше, це так звана негайна адаптація, заснована на особливостях, закладених в 

самих метаболічних ланцюгах, як системах з від’ємними зворотніми зв’язками, 

яка можливо використовує конститутивну їх частину. По відношенню до 

радіаційного впливу, це може бути зростання активності функціонування 

антиоксидантних та конститутивної частини репаративних систем ДНК. Саме ці 

ефекти добре досліджені на даний час під назвою адаптивної відповіді, 

характеристичні часи якої займають хвилини чи кілька годин. Наступним етапом 

в часовій ієрархії є те, що називається акклімацією чи акліматизацією і потребує 

часу, що дорівнює тривалості життя індивіда. І найповільніша форма – це 

еволюційна адаптація, яка є набільш тривалим процесом пристосування до 

факторів (фактору). Цей процес самоорганізації пов’язаний з виникненням нової 

генетичної інформації, яка детермінує нові адаптивні фенотипічні ознаки, 

потребує багатьох поколінь і може бути віднесена до мікроеволюційних процесів. 

Виявлені ефекти радіаційно-індукованої геномної нестабільності, пов’язані в 

значному ступені з найважливішим механізмом еволюції геному – активізацією 

мобільної ДНК, можуть розглядатися як створення початкових умов для нового 

витка самоорганізації, виникнення нової генетичної інформації і, відповідно, 

нових механізмів збереження. Згадана фенотипічна класифікація адаптивних 

процесів була запропонована більше двох десятиліть тому і з точки зору сучасних 

уявлень може бути доповнена свідченнями про епігенетичну регуляцію – вибір 

епігеному, заснований на конкуренції між продуктами окремих локусів та алелей, 

коли зміна чутливості призводить до переключення метаболізму через зміни 

профілей метилування ДНК. Тоді другу за швидкістю форму адаптації можна 

було б віднести до епігенетичної. 

З вище сказаного випливає, що в кожній живій системі існує три групи 

механізмів збереження, які взаємодіють між собою. На першому рівні – 

механізми захисту і репарації, що забезпечують «швидкі» зміни радіочутливості 

та дозових залежностей різних біологічних процесів. На другому – «середні» за 

часом реалізації, епігенетичні компоненти адаптації зі зміною епігеному системи. 
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Суть епігенетичної компоненти – в забезпеченні нової епігенетичної програми 

організму, формування нового, більш ефективного першого рівня захисту – тобто 

«негайної» адаптації. У випадку виснаження ресурсів цих двох вже існуючих 

класів захисних та пристосувальних реакцій, зберігається радіаційно-індукована 

нестабільність геному, що зумовлює різні форми загибелі організму, або, з 

меншою вірогідністю, слугує основою для еволюції геному. Такий грубий 

якісний опис суті взаємодії різнорівневих механізмів, задіяних у формуванні 

реакції біосистем на пролонговані впливи, потребує кількісного уточнення 

«характеристичних» доз та часів реалізації їх конкретних складових. 

 

1.1.4. Залежність адаптації та радіоадаптації від дози та тривалості дії 

фактора 

 

Незважаючи на тривалі дослідження ефектів гострого і пролонгованого 

опромінення з низькою інтенсивністю, досі не вдається коректно спрогнозувати 

наслідки цього виду впливів на організми. А знання повної якісної картини 

ефектів гострого і пролонгованого радіаційного впливу і кількісних параметрів їх 

дозових та часових залежностей необхідне для розуміння та прийняття 

адекватних рішень з цілого переліку теоретичних і практичних питань. Знання 

принципових механізмів самоорганізації захисних та адаптивних реакцій живих 

організмів необхідне для вирішення практичних задач нормування та оцінки 

ризиків хронічних довготривалих радіаційних впливів на людину і біоту та 

забезпечення стійкого розвитку біосфери. 

З теоретичної точки зору дуже важливим є питання, чи є складні в 

динамічному відношенні залежності ефектів гострого і хронічного опромінення 

відображенням паралельного чи послідовного «увімкнення» певних 

збережувальних механізмів та виснаження їх потенціалу, і чи є можливим у 

випадку пролонгованих впливів виникнення нових механізмів захисту і 

відновлення, іншими словами – увімкнення процесів самоорганізації та 

еволюційних перетворень. 
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1.1.4.1. Радіоадаптація за умов гострого опромінення 

 

Біологічними та медичними науками добре досліджені реакції на разовий 

вплив іонізуючого опромінення та особливості перехідного процесу, що 

розвивається після такого впливу. Цей перехідний процес описується так званою 

гомеостатичною кривою [328]. Вона має складну форму і складається з трьох фаз. 

Перша – нисхідна, що відображає переважання процесів розвитку пошкодження, 

переходить в фазу відновлення і формування нового стаціонарного рівня, до того 

ж вихід на цей рівень відбувається шляхом затухаючих коливань навколо певного 

нового стаціонарного рівня, що дорівнює чи є меншим вихідного значення 

досліджуваної змінної. 

Часові характеристики окремих фаз різні і визначаються швидкістю 

досліджуваних процесів, їх характеристичними термінами. Може відбутися і так, 

що вибравши неадекватний час повторних оцінок значень досліджуваних 

параметрів, «перескочивши» перші дві фази розвитку перехідного процесу, 

можна потрапити на максимум коливальної кінетики і зробити висновок про 

гормезисну реакцію, швидку стимуляцію під впливом тієї чи іншої дози фактору. 

Ця особливість перехідного процесу в складно організованих біологічних 

системах за умови разових впливів є причиною неточностей в інтерпретації 

багатьох радіаційних ефектів. 

Відомо, що коливальна кінетика є типовою для систем з від’ємним зворотнім 

зв’язком і свідчить про «запізнення» в ланцюгах зворотних зв’язків і, внаслідок 

цього, перерегулюванням роботи відновлюваних процесів. Таке явище добре 

досліджене для технічних та живих систем за умов одноразової дії «обурення» 

процесів організму дією стресових факторів. Слід очікувати, що вигляд 

гомеостатичної кривої з одним чітко вираженим песимумом та серією затухаючих 

коливань у висхідній її частині буде значно видозмінений для умов постійно 

діючого стресового фактору. 
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1.1.4.2. Формування адаптивної реакції за умов хронічного 

опромінення 

 

Дослідження формування адаптивної відповіді при хронічному опроміненні в 

роботі [307] показало певні протиріччя в оцінках направленості реакції на 

хронічне опромінення, що може бути пов’язане не лише з різною потужністю 

дози, функціональним станом опромінюваного організму, але і з динамічною 

складністю процесу зміни радіочутливості, проходженням різних стадій, що 

відрізняються навіть знаком реакції. 

Відомо, що складний, багатофазний характер дозових залежностей був 

пояснений в роботах [48, 151, 152, 286, 287] як результат взаємодії кількох таких 

дозових залежностей – розвитку пошкодження, індукції захисних та 

відновлюваних процесів. Висока ефективність малих доз цим же автором 

пояснюється відсутністю на перших етапах впливу «увімкнення» процесів 

захисту та відновлення. Ефекти хронічного опромінення з низькою інтенсивністю 

– найчастіше нерегулярний і коливальний тип залежності [342, 343, 346, 348-351]. 

Ці динамічні особливості реакцій на хронічне опромінення одночасно 

визначаються особливостями дозової залежності, що залежить від тривалості 

накопичення дози та часу, потрібного для увімкнення захисних та відновлюваних 

реакцій [220, 317, 336]. Таким чином, при проведенні дослідження навіть на одній 

експериментальній системі, але в різний час розвитку перехідного процесу, 

можна потрапити в різні за направленістю фази його розвитку. 

Аналіз літературних джерел [348-351, 363] дозволив виділити 4 типи 

динамічних реакцій на хронічне опромінення: 

1. Ранній прояв та монотонне зростання негативної реакції на хронічне 

опромінення. Такий тип реакції спостерігається в деяких результатах 

цитогенетичних досліджень та при виході явищ ембріонального дисгенезу; 

2. Ранній прояв гормезисної реакції, що переходить у зростання 

негативного ефекту та виснаження компенсаторних можливостей організму; 
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3. Прояв негативної реакції на перших етапах впливу, що переходить в 

адаптивну відповідь; 

4. Найбільш складний в динамічному відношенні тип відповіді – 

коливальна реакція з трендом як в бік адаптації при більш низькій інтенсивності 

опромінення, так і в бік дезадаптації за більш високої його потужності. 

Пояснення складної картини залежностей динамічних ефектів хронічного 

опромінення є складною задачею. Узагальнення наявних даних про адаптивні (чи 

дезадаптивні) зміни показує існування широкого діапазону як в часі індукції цієї 

реакції, так і збереження змін (підвищення) радіочутливості в часі [284]. 

Складний, багатофазний характер дозових залежностей був пояснений в 

роботах О. Б. Бурлакової [289, 290] як результат взаємодії, взаємонакладання 

кількох дозових залежностей різних процесів – розвитку пошкодження, індукції 

різних за характеристичними часами захисних та відновлюваних механізмів. 

Висока ефективність малих доз цим же автором пояснюється відсутністю на 

перших етапах впливу «увімкнення» механізмів захисту та відновлення. У зв’язку 

з цим, ефекти хронічного опромінення з низькою інтенсивністю мають 

нерегулярний чи коливальний тип залежності. І. К. Коломийцева пояснює 

динамічні особливості реакцій на хронічне опромінення певною часовою 

розгорткою включення захисних та відновлюваних реакцій, що одночасно 

відповідають процесу накопичення дози [320]. Це дозволяє запропонувати 

існування взаємодії різних за молекулярними механізмами та характеристичними 

термінами формування стратегій зміни (зростання) радіорезистентності окремих 

процесів, які складають системну радіаційну відповідь організму [321]. 

Багатофазне розгортання у часі реакцій на хронічне опромінення дозволяє 

пояснити певні протиріччя в оцінці не лише інтенсивності, але знаку ефекту і часу 

його прояву. Спостерігаючи ефект в різний час після початку опромінення, 

дослідник може потрапити в різні фази розвитку процесу та зробити невірні 

висновки щодо його направленості. Складний характер перехідного процесу, що 

виникає в цьому випадку, створює значні труднощі в практиці визначення ризиків 

хронічних впливів [305, 306, 316, 335]. 
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Динаміка зміни, характер кумуляції біологічних ефектів у відповідь на 

хронічне опромінення демонструє дуже високу ефективність даного впливу. 

Ефективність хронічного опромінення може на порядок і більше перевищувати 

ефективність гострого. Суттєво і те, що кумулятивні ефекти мають немонотонну 

динаміку виходу. Їх часові та дозові залежності мають складну багатофазну 

структуру і можуть об’єднувати фазу гормезисної реакції, зростання негативного 

ефекту, його зниження, адаптацію та/чи її відсутність. Характеристичні терміни 

динамічних цитогенетичних ефектів можуть охоплювати життя кількох поколінь, 

тобто мати трансгенераційний характер [283, 302, 303, 318, 329]. 

 

1.2. Механізми формування радіаційної адаптивної відповіді 

 

Результати досліджень впливу іонізуючих випромінювань в малих дозах на 

живі об’єкти після Чорнобильської катастрофи поглибили наше розуміння шляхів 

розвитку пострадіаційних процесів в організмі, але дискусії щодо кількісного 

порогу дози радіації для визначення ризиків для здоров’я ще тривають. Лінійна 

безпорогова модель була прийнята в якості основного стандарту радіаційного 

захисту та оцінки ризиків протягом багатьох років, і постулює лінійну залежність 

від дози багатьох біологічних ефектів, вважаючи, що пошкодження, індуковані 

дією радіації в малих дозах, не роблять суттєвого внеску у підвищення ризику, 

так як в клітинах постійно виникає і відновлюється значна кількість ендогенних 

(спонтанних) пошкоджень геному. Але аналіз даних багатьох досліджень 

дозволяє вважати, що кількість пошкоджень ДНК, індукованих іонізуючим 

випроміненням, лінійно зростає із дозою, а реакція клітин на такі пошкодження, 

ефективність репарації найбільш критичних, може мати нелінійний характер 

[300]. 

Відомо, що в індукції адаптивної відповіді задіяні різні механізми: репарація 

ДНК, системи антиоксидантного захисту, утворення активних форм кисню в 

клітині та зміна метаболічних шляхів в окисно-відновних процесах. Результати 

багатьох досліджень дозволяють зробити висновок, що більша частина 
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пошкоджень, які виникають в ДНК клітин після впливу іонізуючого опромінення, 

суттєво відрізняються за хімічною природою від ендогенних пошкоджень. 

Важливою характеристикою радіаційно-індукованих пошкоджень ДНК є їх 

складність та кластеризація [300] і вони розглядаються як критичні пошкодження 

для подальшої долі клітини [76, 256, 263, 299]. З появою критичних пошкоджень 

ДНК, в клітинах відбувається швидкий розвиток складної розгалуженої системи 

молекулярно-біохімічних реакцій – клітинна відповідь на пошкодження ДНК, 

індукція якої пов’язана з активацією систем контрольних точок клітинного циклу, 

репарації ДНК, зміною експресії великої кількості генів, реконструкцією 

хроматину чи апоптозом клітин [47, 52, 77, 121, 223, 259, 264]. Разом з тим, 

ефективність репарації ДНК від складних пошкоджень в клітинах після впливу 

радіації в малих дозах лишається на низькому рівні, а розвиток клітинної 

відповіді при дії радіації в малих дозах не досягає необхідного результату через 

малу кількість пошкоджень, а прогресія клітин фазами циклу випереджає процеси 

репарації. 

Це, в першу чергу, зумовлене недостатністю сигналізації, що запускає 

активацію систем контрольних точок клітинного циклу для його блокування, а 

репараційні системи не встигають завершити процес відновлення ДНК і клітини 

переходять до стадії мітозу з пошкодженою ДНК. Іншою причиною низької 

ефективності репарації ДНК в клітинах після впливу іонізуючого випромінення в 

малих дозах, є наявність обмежень для доступу компонентів систем репарації до 

складних пошкоджень на ділянках ДНК, що упакована в компактизований 

хроматин. 

Гіпотеза індуцибельної ДНК-репараційної SOS-відповіді в клітинах 

Escherichia coli була розроблена більш ніж 35 років тому [259] і пояснює 

механізми репарації таких пошкоджень, які не можуть бути відновлені іншими 

відомими механізмами і призводять до зупинки циклу і смерті клітини. Такі схожі 

системи було знайдено у всіх досліджених видів бактерій та еукаріот [20]. Отже, 

ці системи репарації можуть бути віднесені не до індуцибельних систем захисту, 

а до конститутивних. Те ж саме стосується і системи антиоксидантного захисту і 
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рівня активних форм кисню, адже в нормі вони також присутні в клітині і 

регулюють шляхи метаболізму. Тобто нема чіткої межі між конститутивним та 

індуцибельним захистом клітини від зовнішніх впливів, і взагалі, можливо 

активація саме конститутивної системи призводить до певних епігенетичних 

перебудов, що дозволяють клітині швидко адаптуватися і вижити саме за цих 

умов, тим самим підвищуючи резистентність її нащадків. 

 

1.2.1. Роль репаративних систем у формуванні радіаційної 

адаптивної відповіді 

 

Ендогенні пошкодження ДНК постійно виникають в клітині. Так, за даними 

Ліндаля [146, 147], в ДНК однієї клітини протягом доби може виникати 50000 

однониткових розривів, 10000 ділянок без азотистих основ – апуринових та 

апіримідинових сайтів, 2000 окислювальних пошкоджень, 5000 алкілованих 

пошкоджень, 10 двониткових розривів та 10 міжниткових поперекових зшивок. 

Ці пошкодження в ДНК виникають в результаті гідролітичних реакцій, впливу 

активних форм кисню та інших реактивних метаболітів [24, 146, 147]. 

Активні форми кисню викликають в ДНК модифікацію основ, однониткові 

розриви, АП-сайти і двониткові розриви, а також пошкодження ліпідів та інших 

молекул. При цьому продукти окиснення ліпідів: малондиальдегід, кротон 

альдегід та інші, можуть взаємодіяти з ДНК із утворенням міжниткових 

поперекових зшивок. 

Ендогенні гідролітичні пошкодження ДНК в клітині виникають за рахунок 

нестабільності глікозидного зв’язку між основами та дезоксирибозою та його 

розриву внаслідок дії ферментів ДНК-N-глікозилаз, що призводить до 

виникнення АП-сайтів. 

Найбільш критичними пошкодженнями ДНК для клітини є двониткові 

розриви та міжниткові поперекові зшивки, причиною яких може бути не лише 

вплив активних форм кисню, але і запрограмовані перебудови геному, такі як 

мейотичні рекомбінації, вкорочення теломер в процесах транскрипції, реплікації 
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та випадкової дії ферментів метаболізму ДНК [144]. Накопичення таких 

ендогенних пошкоджень в ДНК не відбувається через постійне функціонування 

систем репарації, переважно ексцизійної [30, 76]. 

Іонізуюче випромінення також викликає безліч пошкоджень ДНК різної 

хімічної природи в результаті безпосередньої іонізації молекул ДНК, чи 

опосередковано – при утворенні вільних радикалів – продуктів радіолізу води та 

інших внутрішньоклітинних сполук. В результаті, в клітинній ДНК виникають 

різноманітні пошкодження: модифікації основ, АП-сайти, ДНК-білкові зшивки, 

двониткові розриви, міжпоперекові зшивки, деструкція реплікативної виделки, 

тощо. Біологічна ефективність однакової кількості індукованих радіацією 

пошкоджень значно вища, ніж ендогенних, навіть спричинених сильними 

окисниками. Встановлено, що кількість кластерних (індукованих) пошкоджень 

ДНК та їх складність зростає зі збільшенням ЛВЕ випромінення [91, 241]. Для 

іонізуючого випромінювання з низьким ЛВЕ кластерізація відбувається 

переважно на малих ділянках молекул ДНК та нуклеосом в складі хроматину, 

наприклад гамма-випромінення викликає утворення двониткових розривів, 30% 

яких властиве кластерне формування з мінімум одним пошкодженням в 

безпосередній близькості від кінця розриву. Радіація з високим ЛВЕ може 

призводити до утворення кількох близьких двониткових розривів [88], наприклад 

альфа-випромінення призводить до виходу більш, ніж 90% двониткових розривів, 

на кінцях яких присутні ще й поодинокі пошкодження [215, 234, 241]. З 

літературних даних відомо, що вірогідність виникнення ендогенних кластерних 

пошкоджень ДНК доволі низька [18]. 

Вибір шляху репарації, ефективність і точність цього процесу залежить від 

типу і складності пошкоджень в клітині. Від таких пошкоджень ДНК, як 

однониткові розриви, АП-сайти, модифікації основ, що індукуються іонізуючим 

випроміненням, чи виникають ендогенно, клітини репаруються головним чином 

завдяки ексцизійній репарації основ [300]. Репарація від ДНК-білкових зшивок в 

клітинах ссавців відбувається переважно за участі системи гомологічної 

рекомбінації [106]. Найскладнішою є репарація від індукованих іонізуючим 
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випроміненням міжниткових зшивок та дволанцюгових розривів [55, 144]. 

Ефективність репарації від кластерних пошкоджень обмежена внаслідок 

виникнення певних труднощів для репараційних систем клітини [5]. Так, процеси 

репарації в межах кластеру можуть порушуватися на певних стадіях ексцизійної 

репарації, що призводить до формування додаткових двониткових розривів або 

неточної репарації, яка є важливою у виживаності клітин, мутагенезі та 

виникненні ризику малігнізації [5, 96]. В деяких дослідженнях було показано, що 

репарація ДНК від одноланцюгових розривів в клітинах, опромінених радіацією з 

високими ЛВЕ, стає менш ефективною внаслідок складності цих пошкоджень, 

або навіть їх об’єднання з дволанцюговими розривами [57, 96, 210]. 

В останні роки отримано результати, які дозволяють зрозуміти механізми 

розвитку клітинної відповіді на пошкодження і формування так званої адаптивної 

відповіді. Провідна роль в цьому процесі належить білкам з різними функціями: 

сенсорам, медіаторам, трансдуцерам та ефекторам [58, 86, 94]. Так, активація 

функціювання контрольних точок клітинного циклу має найважливіше значення. 

З активацією експресії генів також пов’язаний розвиток всього комплексу подій 

під час розвитку клітинної відповіді на пошкодження, причому зміна експресії 

багатьох генів відбувається по-різному: зростання чи зниження рівня, залежно від 

дози і часу після опромінення [58, 86], а також впливу мікроРНК, як ендогенних 

регуляторів [105]. Також відповідь клітини на пошкодження супроводжується 

реконструкцією хроматину шляхом модифікації білків, що сприяє розпізнаванню 

пошкоджень ДНК та їх репарації [52]. 

В роботі [288] автором запропонована гіпотеза щодо механізму індукції 

адаптивної відповіді при опроміненні клітин ссавців в малих дозах. В якості 

пускового механізму розглядається активація рецепторів факторів росту 

радіаційно-індукованими пошкодженнями плазматичної мембрани клітини з 

подальшою посттрансляційною модифікацією ферментів і транскрипційних 

факторів, що беруть участь в апоптозі та репарації ДНК. 

Відомо, що ексцизійна репарація основ відновлює більшість однониткових 

розривів ДНК, видаляє пошкодження основ ДНК, не впливаючи на вторинну 
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структуру внаслідок дезамінування, метилування чи втрати основ, атакування 

вільних радикалів кисню чи іонізації [271]. На участь цієї репарації в адаптивній 

відповіді вказує те, що дія алкілуючих агентів адаптує клітину до наступного 

опромінення, а алкіловані основи ДНК репаруються [34, 35]. Відомо, що 

монофункціональний алкілуючий агент N-метил-N-нітро-N-нітрозогуанідин 

активує кінази JNK та МАПК [184], які відіграють важливу роль у 

запропонованому в роботі [271] механізмі ініціації адаптивної відповіді, а 

протеїнкіназа С – АП-ендонуклеазу, яка підвищує резистентність клітин до 

високих доз радіації [274]. 

Ексцизійна репарація нуклеотидів видаляє пошкодження ДНК з відмінною 

від нормальної вторинної структури пари основ [271]. Іонізуюче опромінення 

індукує невелику кількість таких пошкоджень [74], хоча деякі, що не викликають 

порушення вторинної структури, також можуть бути видалені цією репарацією 

[198]. Певні дані свідчать на користь участі ендонуклеази ERCC1 в індукції 

адаптивної відповіді. На кривих виживаності клітин китайського хом’ячка 

радіочутливої лінії UV20 (дефект в гені, що кодує ERCC1) відсутня ділянка 

індукованої радіорезистентності в діапазоні доз вище 30 сГр [225]. Існує 

припущення, що перехід від гіперчутливості до індукованої радіорезистентності 

на кривих виживаності зумовлений тими ж причинами, що і індукція 

радіорезистентності, яка лежить в основі адаптивної відповіді [161], тому 

відсутність переходу в клітин, дефектних за ERCC1, свідчить про залежність цих 

причин від функціонування ERCC1. На даний час вважають, що певна роль 

репарації нуклеотидів в реалізації адаптивної відповіді не виключена, але вона 

вносить мінорний внесок у репарацію радіаційно-індукованих пошкоджень ДНК. 

Гомологічна рекомбінаційна репарація здійснює точне відновлення 

двониткових розривів та зшивок ДНК, використовуючи ділянки сестринських 

хроматид чи гомологічних хромосом, довжиною більше 200 пар основ, 

використовуючи два комплекси білків:  RAD51, RAD52, RAD54, RP-A, BRCA1, 

BRCA2 (функціонує протягом синтетичної фази клітинного циклу) та RAD50, 

MRE11, XRS2 (переважно в пізній синтетичній та постсинтетичній фазах) [99, 
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271]. Білок XRCC2 визначає резистентність клітин до мітоміцину-С (індукує 

утворення зшивок ДНК), а вплив малих концентрацій цієї речовини викликає 

адаптивну відповідь до подальшого опромінення клітин у високих дозах радіації 

[34, 35]. В діапазоні доз гамма- та рентгенівського опромінення, за яких 

індукується адаптивна відповідь, запускається спрямований рух хромосом, 

зближення гомологів, необхідне для гомологічної рекомбінаційної репарації 

двониткових розривів ДНК [193, 355, 356]. Але незважаючи на дані, які свідчать 

про причетність цієї репарації до індукції адаптивної відповіді, однозначно 

стверджувати це неможна. Так, необхідна для адаптивної відповіді полі-АДФ-

рибозополімераза (ПАРП) інактивує ДНК-топоізомеразу І [97], яка відіграє 

важливу роль в рекомбінації, а зв’язування ПАРП з розривами ДНК знижує 

ефективність ініціації рекомбінації в цих сайтах [147]. До того ж, взаємодія 

RAD51 з р53 призводить до інгібування відкріплення від ДНК [182]. Кількість 

білка р53 і транскрипція р53-залежних генів зростає після опромінення клітин 

ссавців в малих дозах [172], а неможливість відкріплення RAD51 з одної 

пошкодженої ділянки ДНК перешкоджає його прикріпленню до іншої 

пошкодженої ділянки, отже активація р53 малими дозами іонізуючого 

випромінення знижує ефективність цієї репарації. 

В роботі І. Зумієла запропоновано гіпотезу щодо активації адаптивної 

відповіді внаслідок фіксації двониткових розривів ДНК на транскрипційних 

факторах за типом фіксаційної моделі Редфорда [236]. 

Інший тип репарації двониткових розривів – негомологічне об’єднання 

кінців, є головним для клітин ссавців, хоча і часто супроводжується виникненням 

генних мутацій, делецій, хромосомних аберацій [99, 271]. Тут беруть участь два 

комплекси: ДНК-протеїнкіназний та RAD50, які працюють під час  G1 та ранньої 

S-фази клітинного циклу [99]. Про можливу роль цієї репарації в індукції 

адаптивної відповіді свідчать наступні дані: часткове відновлення дефекту V(D)J-

рекомбінації у scid-мишей радіаційно-індукованим адаптивним процесом [54], 

відсутність індукованої радіорезистентності за доз більше 30 сГр на кривих 

виживаності клітин китайського хом’ячка лінії XR-V15B (хоча це може 
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відображати і дуже високу радіочутливість клітин) [271], тому участь цієї 

репарації в адаптивній відповіді не виключена, хоча і не доведена остаточно. 

Роль SOS- репарації в індукції адаптивної відповіді вже давно досліджена 

[250] і розглядається як багатофункціональна реакція клітини на такі 

пошкодження, які не можуть відновитися альтернативними шляхами. Цей 

індуцибельний шлях репарації відносять до помилкових механізмів, що 

призводять до мутаційних змін і слугують джерелом генетичної нестабільності. 

На даний час до структур, що запускають SOS-сигнал, належить 

мультиферментний комплекс з унікальних ферментів репарації та індуцибельної 

реплікації ДНК, а також одно- та двониткові розриви ДНК [113]. 

В індукції адаптивної відповіді може брати участь і процес апоптозу, адже 

активація апоптичної смерті найбільш радіочутливих клітин популяції малими, 

адаптуючими дозами, сприяє зростанню радіорезистентності популяції в цілому 

та елімінації клітин, не здатних здолати затримку клітинного циклу [304]. В 

літературі існує поняття радіаційно-індукованої адаптивної відповіді за критерієм 

кількості апоптозів [87, 226] та затримок циклу [87]. Транскрипційний фактор АР-

1 сприяє виходу клітин із затримки циклом [119], а його активність стимулюється 

опроміненням клітин в малих дозах [288]. 

Отже, ATM/ATR сигналізація одночасно з активацією систем контролю 

точок клітинного циклу активує репараційний процес шляхом індукції 

транскрипції репараційних білків, мобілізації інших компонентів, задіяних в 

репарації, а також модифікацієї білків хроматину [52, 121, 264]. Активація 

системи контролю точок клітинного циклу та репарація критичних пошкоджень 

взаємопов’язані. Складність цих пошкоджень впливає на ефективність їхньої 

репарації. 

Судячи з вище зазначеного, адаптивна відповідь являє собою сукупність 

процесів, що визначають відновлення цілісності ДНК: активації репарації ДНК, 

видалення радіочутливої фракції клітин після адаптивного опромінення внаслідок 

їх високої чутливості до апоптозу, підвищення здатності клітин долати затримку 

клітинного циклу після впливу ушкоджуючої дози радіації. Переважання певного 
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процесу, або наявність в якомусь ступені кожного з них залежить від багатьох 

причин, наприклад, від генотипу клітин, віку та ступеню гетерогенності популяції 

клітин. Так, до апоптозу більш схильні старі [119] та диференційовані [265] 

клітини, в той час як клітини, що активно діляться (особливо в синтетичній фазі 

клітинного циклу), більш схильні до репарації ДНК. 

 

1.2.2. Участь активних форм кисню та антиоксидантних систем у 

формуванні радіаційної адаптивної відповіді 

 

Опромінення біологічних об’єктів внаслідок радіолізу води та інших сполук 

підсилює утворення активних форм кисню (1О2, О2*, Н2О2, ОН*), які ініціюють 

прискорення вільнорадикальних процесів окиснення, що може призвести до 

розвитку окисного стресу. Цьому запобігають ферментні та неферментні системи 

антиоксидантного захисту [257, 328, 345]. 

Важливий внесок у зміни радіочутливості клітини та організму в цілому 

роблять ураження мембранних структур внаслідок змін складу ліпідів, 

фосфоліпідів, ліпопротеїдних комплексів, продуктів окиснення ліпідів та 

антиокисної активності [296]. 

Ю. А. Петрович та Д. В. Гуткін у 1986 році сформулювали узагальнення 

щодо існування п’яти рівнів антиоксидантного захисту [345], починаючи від 

системного захисту клітин за рахунок значного зниження вмісту кисню в 

тканинах на першому рівні і до ферментативного відновлення гідропероксидів 

поліненасичених жирних кислот на п’ятому рівні. Також існує уявлення щодо 

антиоксидантів прямої (інактивують вільні пероксидні радикали, захищають 

мембрани фосфоліпаз або вступають в окисне фосфорилювання, утворюючи 

зв’язок з ліпідами, що необхідно для пригнічення впливу супероксид аніону) та 

непрямої (гальмують перекисне окиснення завдяки стимуляції ферментативної 

антиоксидантної системи клітин) дії. 

Тривалий час активні форми кисню (АФК) розглядалися лише як молекули, 

що ініціюють окислювальні пошкодження важливих макромолекул, але аналіз 
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останніх даних літератури свідчить про відношення внутрішньоклітинного 

утворення та елімінації АФК до підтримання гомеостазу шляхом окисно-

відновної регуляції певних біологічних процесів [206, 285]. 

В роботі [361] показане р53-індуковане збільшення продукції АФК, що 

виникає на ранній стадії відповіді на пошкодження, передує активації каспаз і має 

метаболічний характер, регулюючи чутливість клітин до р53-залежного та р53-

незалежного апоптозу. В деяких випадках сигнальна функція АФК реалізується 

внаслідок зниження їх вмісту [143, 187]. Багаточисельними дослідженнями було 

показано, що рівень продукції АФК відіграє важливу сигнальну роль не лише у 

забезпеченні механізму підтримки постійності геному шляхом апоптозу 

незворотньо змінених клітин, але і у забезпеченні оптимальної відповіді клітин на 

пошкоджуючі впливи для підтримки їх життєдіяльності саме за цих умов [247], 

так, наприклад, посилена продукція супероксидного аніон-радикалу може бути 

сигналом для проліферації клітини за відсутності екзогенних мітогенних стимулів 

[337]. 

Сигнальна роль АФК реалізується шляхом їх участі в активації двох різних 

шляхів внутрішньоклітинного регуляторного ланцюга: ERK-направленого 

каскаду, що призводить до зміни активності транскрипційних факторів, 

направлених на підтримання в клітині установки ріст/диференціювання, та JNK-

каскаду, що призводить до стабілізації та функціональної активності р53 і, як 

наслідок – запуску апоптозу.  JNK-кінази активуються різними стимулами: 

іонізуючим та УФ-опроміненням, інгібіторами білкового синтезу, ДНК-

пошкоджуючими агентами, тощо [247]. 

Важливу роль у вирішенні долі клітини під час стресу відіграє ядерний 

фактор NF-kB, що активується під впливом перекису водню і викликає 

транскрипційну активацію генів відповіді на стрес, в результаті чого 

забезпечується антиапоптичний ефект [107]. 

В дослідах А. М. Мазурик та ін. щодо оцінки кореляції рівня ефективного 

вмісту супероксидного аніон-радикалу з нативністю ДНК клітин кісткового мозку 

мишей, було показано, що АФК в якості сенсорної ланки беруть участь у 
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підтримці структури ДНК під контролем генетичної програми, забезпечуючи 

адаптивні зміни у відповідь на пошкоджуючі фактори середовища [262]. Таким 

чином, рівень їх вмісту за нормального окислювального метаболізму може 

впливати на вибір регуляторних програм, необхідних для життєдіяльності за 

конкретних умов, на визначення міри генетичної експресії даних програм, 

призводити до конформаційних змін ДНК. 

В ряді робіт було показано виникнення адаптивної відповіді в результаті 

функціонування ферментів антиоксидантного захисту [332] та різних класів 

метаболічно активних сполук: кластеринів [336], металотионеїнів [126], 

гемоксигенази-1 [323], антагоніста кальцію ТМВ-8 [208], гліоксалази [267], 

цикліна D1 [2, 243, 352] та інших, хоча конкретна роль цих речовин у зміні 

радіочутливості клітини ще не виявлена. 

 

1.2.3. Роль неспецифічних метаболічних  перебудов у формуванні 

радіаційної адаптивної відповіді 

 

Як відзначено вище, одним з перших припущень щодо молекулярних 

механізмів, які зумовлюють адаптивні процеси, було уявлення, що зростання 

радіорезистентності клітини спричинене індукцією синтезу ферментів репарації у 

відповідь на опромінення в малій дозі [217, 218]. Але з накопиченням даних 

виявилося, що каскад подій, який призводить до зниження радіочутливості, 

ініціюється не лише опроміненням з низькою ЛПЕ, але і опроміненням 

нейтронами [180], дією пероксиду водню [50], солей цинку [36], блеоміцину [138] 

і навіть гіпертермією [34, 185, 237]. Зниження радіочутливості неопромінених 

клітин і цілісних організмів спостерігається в результаті передачі їм сигналів від 

опромінених в малій дозі подібних біологічних об’єктів [237, 298, 324]. На деяких 

модельних системах встановлено, що це явище корелює із зростанням в 

середовищі концентрації адуктів окислення ДНК [324, 356] та оксиду азоту [269]. 
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З іншого боку, опромінення лімфоцитів людини в дозі 1 сГр підвищує 

стійкість клітин не лише до опромінення в високій дозі, але і до впливу 

блеоміцину та мітоміцину С [224]. 

Було виявлено, що інгібування синтезу мітоген активуючої протеїнкінази р53 

та протеїнкінази-С перешкоджає формуванню адаптивної відповіді [92], клітини, 

мутантні за генами ферментів ексцизійної репарації, не втрачали здатності до 

адаптивної відповіді [150], пригнічення гена ДНК-залежної протеїнкінази також 

не відображалося на формуванні адаптивної відповіді [64], отже в клітині 

протікають певні первинні процеси, які відрізняються від індукції синтезу 

ферментів репарації ДНК і беруть участь у формуванні адаптивної відповіді. 

Збереження адаптивної відповіді після виключення певного гену свідчить не про 

його причетність до формування цього феномену, а про існування інших, 

обхідних шляхів формування адаптивної відповіді. 

При дослідженні методом мікрочипів експресії генів лімфоцитів людини за 

умов індукції адаптивної відповіді до гамма-випромінення, було виявлено 86 

генів, активність яких змінювалась після опромінення в дозі 10 сГр, але серед них 

не було жодного гену системи репарації ДНК, чи антиоксидантного захисту [64]. 

Колеман зі співавторами [49] проаналізували зміни в експресії приблизно 

12500 генів при опроміненні в дозах 5 сГр+2 Гр та 2 Гр у трьох ліній 

лімфобластоїдних клітин людини і виявили зростання експресії, незалежно від 

індукції адаптивної відповіді, генів кластерів рибосом, біосинтезу білків, 

регуляторів клітинного циклу, тобто адаптивна відповідь не детермінується 

первинними змінами, що відбуваються в клітині відразу після її опромінення в 

малій дозі і не дає інформації про первинні процеси в опроміненій клітині. Серед 

виявлених метаболічних змін немає якихось специфічних для радіації, а зміни 

активності генів системи репарації не є домінуючими. 

Наявність вище перерахованих різноманітних взаємодій вказує на те, що 

скоріш за все не існує унікальної індуцибельної системи, що забезпечує зниження 

радіочутливості клітини, адже солі цинку, нейтрони, радон та інші 

радіоміметрики можуть викликати такі ж первинні пошкодження ДНК, що і 
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гамма-промені, тим самим стимулюючи роботу репаративних систем і зростання 

радіорезистентності клітини. Отже, все вище зазначене призводить до висновку, 

що адаптивна відповідь – регуляторний феномен, стрес-реакція клітини [352], 

тригером для появи якої може стати або збільшення концентрації активних форм 

кисню, або ще невідомі метаболічні перебудови. Тобто, після опромінення в 

малій дозі клітина переходить в стан стресу, мобілізує всі можливі засоби (в 

деяких випадках, але не завжди – участь ферментів репарації) підвищення 

стійкості до радіаційного впливу, а який саме шлях реалізується – залежить в 

першу чергу від генотипу, умов проведення експерименту, тощо. Наслідком стану 

стресу можуть бути явища злоякісної трансформації клітин, пришвидшення 

проліферації, гормезис та багато іншого. 

Е. Лейкявічус в своїй роботі відмітив, що пристосування клітини після 

впливу стресу може відбуватися за рахунок певного «підлаштування» оптимумів 

роботи різноманітних груп ферментів, навіть зміни спектра ензимів хаус-кіпінг 

системи [328]. Не протирічать цьому твердженню і дані авторів [19] щодо змін в 

ізоензимному складі ферментів дихального комплексу рослин внаслідок 

опромінення. Якщо згадати узагальнення Ю. А. Петровича та Д. В. Гуткіна про 

існування п’яти рівнів антиоксидантного захисту [345], то стає зрозумілим, що 

зміни цих ферментів є неспецифічними метаболічними перебудовами організму з 

метою становлення адаптації, адже дихальні ензими – ферменти генів хаус-

кіпінгу. 

До певних неспецифічних перебудов можна віднести і зміни в насіннєвих 

оболонках при його проростанні. Наприклад, О. П. Кравець та ін. [324] було 

показано зміни біохімічного складу насіннєвих покривів, що корелюють зі 

швидкістю набубнявіння і проростання насіння рослин в Чорнобильській зоні, що 

може свідчити про включення певних неспецифічних шляхів перебудов 

метаболізму для забезпечення виживання організму. Але, такий феномен також 

може бути пов’язаний і зі зниженням доступності кисню для зародка, що 

обумовлює зміни  ізоензимного складу дихальних ензимів [19] і не тільки, адже 
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сам процес змін біохімічного складу покривів насіння охоплює цілий комплекс 

ферментативних процесів. 

Хімічні, пов’язані з метилуванням, зміни молекули ДНК можуть прямо і/чи 

опосередковано впливати на становлення радіоадаптації і зміну радіочутливості 

індивідума. Адже саме конформація хроматину визначає його доступність для 

факторів транскрипції і тим самим - зміни в синтезі і спектрі ферментів у 

відповідь на опромінення [300]. Такі зміни можуть відбуватися як в 

транскрибованій частині ДНК, що є логічним, адже саме вона виступає матрицею 

в процесі транскрипції, так і в сателітній ДНК, яка через зміну своєї 

структури/конформації забезпечує таку стерічну спорідненість транскрибованої 

ДНК та молекулярних факторів, яка може як сприяти доступності, так і навпаки, 

«закривати» матрицю від дії певних негативних факторів. 

 

1.3. Механізми епігенетичної регуляції 

  

Проблема регуляції експресії генів – тобто активація одних і підтримання 

інших у стані мовчання (сайленсингу), є ключовою для розуміння процесів 

розвитку та функціонування живих організмів. При цьому епігенетичні аспекти 

регуляції розглядаються як з точки зору репресії генів еукаріот, де важливе 

значення має визначення механізмів, завдяки яким здійснюється ініціація та 

підтримка стану мовчання регуляторних генів – перемикачів розвитку, так і з 

точки зору тканинно- і органоспецифічних генів. У зміні експресії генів 

передбачається участь регуляторного механізму на основі структурних перебудов 

хроматину, який модулює доступність до генетичної інформації апарату 

транскрипції. Хроматинові структури можуть інактивувати гени чи навіть 

хромосоми, незважаючи на присутність транскрипційних факторів, що їх 

активують, за рахунок утворення гетерохроматинових доменів. За сучасними 

уявленнями, регуляція транскрипції генів еукаріот може бути результатом 

комплексних процесів, що реалізуються як на рівні взаємодії цис-діючих 

елементів із транскрипційними факторами, так і просторово-часових варіацій у 
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хроматиновому оточенні генів [130]. Хоча явище епігенетичного мовчання генів в 

онтогенезі еукаріот, до якого мають відношення локальні зміни структурно-

функціональної організації хроматину, ще далеке від повного розуміння, значною 

мірою його наближує пізнання молекулярних зв’язків основних характеристик 

мовчазного хроматину – метилування ДНК і гістонів, а також деацетилування 

останніх [46, 62, 155, 178, 252]. 

Подібні зміни відповідають за здійснення таких генетичних процесів, як 

диференційна експресія генів, геномний імпринтинг, інактивація Х-хромосоми, 

репресія мобільних генетичних елементів [51]. Порушення цих процесів 

внаслідок пошкодження епігенетичних механізмів призводить до аномалій росту 

та розвитку [15]. Прикладами таких захворювань у людини є хвороби, пов’язані з 

порушенням  геномного імпринтингу [201, 340] та хроматинові хвороби [98, 115, 

118, 211]. 

Інтенсивні дослідження регуляції активності генів різних видів 

мікроорганізмів, рослин, комах, тварин і людини, секвенування геномів за останні 

десятиліття ХХ ст. призвели до відкриття ряда епігенетичних феноменів: ефект 

положення, парамутація, трансвекція, косупресія чи РНК-інтерференція, явище 

пріонізації, супресія транспозонів, геномний імпринтинг та інактивація Х-

хромосоми [108, 209, 293, 364]. 

 

1.3.1. Рівні організації експресії генів 

 

Фундаментальним механізмом, що забезпечує вибірковість експресії генів в 

онтогенезі еукаріот, є обмежена доступність факторів активації чи репресії 

транскрипції до елементів ДНК, тому важливе значення відіграє організація 

хроматину – досить лабільного полімеру, локальна структура якого може 

змінюватися у відповідь на внутрішні фактори розвитку та сигнали довкілля і тим 

самим сприяти чи перешкоджати доступу транскрипційного апарату до 

нуклеосомної ДНК. 
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Відомо, що основним структурним компонентом хроматину є нуклеосома, 

що складається з октамеру позитивно заряджених білків кор-гістонів Н2А, Н2В, 

Н3 та Н4 і закрученого навколо нього фрагменту ДНК довжиною 146-147 пар 

нуклеотидів. На сьогодні початковий погляд на нуклеосому, як стаціонарну 

структуру, змінився на протилежний завдяки даним про посттрансляційні 

модифікації гістонів, обміни гістонів в нуклеосомах, мобільність гістонових 

октамерів відносно послідовностей генів [166, 181, 268]. За сучасними 

уявленнями, порушення структури нуклеосом чи їх повторна реорганізація 

опосередковується різними ферментними ансамблями – хроматин-

ремодулюючими комплексами. До тепер описано два основні їх типи, за 

допомогою яких змінюється конформація хроматину: перший - включає 

мультибілкові комплекси з субодиницями, гомологічними ДНК-залежним 

АТФазам, що використовують енергію гідролізу АТФ, а другий має відношення 

до комплексів, які каталізують посттрансляційні ковалентні модифікації гістонів 

нуклеосом [181]. 

Незважаючи на достатньо велику кількість даних, питання щодо 

встановлення причинно - наслідкових зв’язків між епігенетичними феноменами і 

змінами в експресії генів залишається відкритим. 

 

1.3.1.1. Модифікації гістонів та їх роль в експресії генів еукаріот 

 

Хімічні модифікації гістонів – один із епігенетичних механізмів контролю 

експресії генів, відбувається шляхом метилування, ацетилування, 

фосфорилування, глікозилування і убіквітинування гістонів з наступним 

протеолізом [189, 334]. 

Різні модифікації N-кінців гістонів можуть впливати одна на одну [252] – 

якщо залишок лізину ацетилований, то він може бути прометилований лише після 

деацетилування. Крім того, спостерігається взаємовплив модифікацій, що 

зачіпають різні сайти гістонів. Наприклад, фосфорилування H3S10 і метилування 
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Н3К4 пригнічують метилування Н3К9, фосфорилування і ацетилування гістонів 

призводять до активації транскрипції [230]. 

Вплив метилування гістонів на транскрипцію генів залежить від його 

локалізації: метилування за Н3К9 пов’язане з сильним гетерохматиновим 

пригніченням генів, а ди- і триметилування за Н3К27 – головним чином з 

репресією генів, розташованих в еухроматині. Метилування Н3 за лізином в 4 

положенні, навпаки, призводить до активації генів. Різнонаправленість впливів 

метилування гістонів на транскрипцію генів пояснюється тим, що метилування 

змінює транскрипцію не саме по собі, а шляхом залучення інгібіторів і 

активаторів транскрипції. Вважається, що характер метилування гістонів являє 

собою «гістоновий код», який сканується іншими білками за допомогою 

спеціальних доменів. 

В геномах рослин ідентифіковано білки, гомологічні гетерохроматиновим 

білкам дрозофіли і тварин – вони присутні у картоплі, арабідопсису і виявляють 

високу зв’язувальну здатність до АТ-збагачених ділянок ДНК інтронів [85, 171, 

279, 280]. Функція таких білків переважно пов’язана з репресією генів у 

встановленні та/або підтримці стану епігенетичного сайленсингу. 

Передбачається, що поповнення хроматину цими білками опосередковується 

частково через взаємодію з лізином 9 гістону Н3 і формуванням гетерохроматину, 

що індукує сайленсинг поблизу розташованих генів [13, 85, 171, 279, 280]. 

Переважно ці білки є компонентами еухроматину. Дослідження їх суб’ядерної 

локалізації і динамічних змін показали, що за даними одних авторів, вони 

локалізуються назовні гетерохроматинових хромоцентрів, тоді як інші автори 

вважають, що нерівномірно в самих  хромоцентрах [85, 280]. 

Індивідуальні гістони, ступінь і природа їх модифікацій можуть відрізнятися 

між певними областями хроматину та його компонентів. Гетерохроматин 

зазвичай розташований біля центромер і теломер, так як і його проміжні сайти, 

вперше виявлені у кукурудзи і є загальною характеристикою геномів рослин. 

Повторювані послідовності, в тому числі і транспозони, є складовими елементами 

гетерохроматину, можуть бути розміщені по всьому геному і беруть участь в 
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регуляції процесів розвитку рослин. Сайленсинг призводить до утворення 

гетерохроматину, що поширюється від певних сайтів – таких, як мовчазні 

елементи ДНК, в результаті порушення бар’єру, що обмежує райони 

гетерохроматинового сайленсингу в нормі, і інактивує оточуючі гени, 

зберігаючись протягом клітинного циклу [149, 166, 314]. 

Зміни у метилуванні цитозину симетричних послідовностей можуть по-

різному впливати на різні гістонові маркери: при втраті CpG-метилування 

спостерігається збагачення гетерохроматину гістоном Н3, метилованим за 

лізином 27, що корелює з транскрипційною реактивацією, але не впливає на 

метилування інших лізинових залишків гістону Н3; у тварин втрата CpG-

метилування перицентромерних повторів призводить до підвищення метилування 

гістону Н3 за лізином 4, але ніяк не впливає на метилування лізину 9, що вказує 

на існування різних механізмів регуляції [81, 177, 238, 257]. Припускається, що 

підтримуюче CpG-метилування запускає метилування гістонів, а високий рівень 

метилування Н3 за лізином 9 необхідний для підтримки структури 

хромоцентромеру, тоді як втрата метилування в цьому положенні є результатом 

транскрипційної реактивації, зчепленої зі зсувом неметилованих нуклеосом [12, 

78, 116, 117, 149]. 

Хімічні модифікації гістонів здійснюються гістоновими ацетилазами і 

деацетилазами, які ідентифіковані у мультисубодиничних комплексах і 

спрямовані в специфічні сайти ядерної ДНК. Aцетилування залишків лізину 

порушує взаємодії термінального кінця кор-гістонів з ДНК та білками, 

утворюючи релаксовані структури хроматину, в результаті чого відбувається 

експресія генів. Еухроматинові ділянки ДНК характеризуються 

гіперацетилованою формою гістонів, тоді як у гетерохроматині, навпаки, гістони 

є гіпоацетилованими [166, 268]. 

Відомо, що ацетиловані гістони Н3 і Н4 можуть збільшувати транскрипцію 

генів двома способами: ацетилування сприяє переміщенню нуклеосом із 

промоторів, даючи доступ факторам транскрипції, або ацетиловані гістони 

стабілізують ансамблі транскрипційних комплексів на промоторах через білкові 
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фактори з бромодоменними елементами, які специфічно взаємодіють з 

ацетилованими кінцями гістонів [80, 246, 268]. 

Показано, що деацетилування гістонів супроводжує втрату транскрипційної 

активності внаслідок функціонування інсуляторів, які перешкоджають промотор-

енхансерним взаємодіям [45, 190]. 

Зазвичай деацетилази є частиною мультибілкових комплексів eукаріот, що 

містять транскрипційні репресори, корепресори і ряд інших білків, в деяких 

випадкаx – мають відношення до АТФ-залежних ремодулюючих білків [156, 191], 

та роль цих ферментів і деацетилування в регуляції генів рослин лишається не 

зовсім зрозумілою, адже мало що відомо про епігенетичний контроль просторово-

часової регуляції розвитку рослин, але існують дані, що динамічні і зворотні 

процеси ацетилування і деацетилування забезпечують просторово-часовий код 

для активації генів і їхнього мовчання [242]. 

 

1.3.1.2. Роль РНК-інтерференції в організації експресії генів 

 

В літературі існують дані щодо наявності двох категорій коротких РНК: 

siRNA, які можуть бути отримані від вірусів та трансгенів, що опoсередковують 

стійкість до вірусів і сайленсинг трансгенів шляхом деградації РНК, від 

промоторів генів і транспозонів, що контролюють сайленсинг шляхом 

модифікації хроматину; та miRNA – можуть бути отримані від міжгенних доменів 

геному, регулюючи експресію генів шляхом розщеплення мРНК чи інгібування 

трансляції [159, 164, 301, 347]. 

У рослин існують різні за розмірами короткі інтерферуючі РНК: довгі – 23-30 

пар нуклеотидів і більш низькомолекулярні послідовності – 21-23 пари 

нуклеотидів, причому перші гомологічні ретротранспозонам і деяким генам. 

Вважається, що довгі siRNA є несуттєвими для послідовність-специфічної 

деградації мРНК, але їх присутність спряжена з метилуванням гомологічних 

ДНК, тоді як поява коротких siRNA асоціюється з деградацією мРНК, а не 

системним поширенням сайленсингу або метилуванням ДНК. Припускають, що 
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довгі siRNA беруть участь в РНК-спрямованому метилуванні ДНК, а короткі – в 

ініціації посттранскрипційного мовчання генів [84, 149, 159, 164, 231]. 

Природа РНК, які залучають механізм метилування ДНК, була висвітлена 

завдяки спостереженням, що з РНК-спрямованим метилуванням ДНК часто має 

місце сайленсинг РНК – консервативний механізм сайт-специфічної деградації 

РНК еукаріот. Молекулярний механізм цього явища прояснився після 

ідентифікації у рослин коротких інтерферуючих РНК, розміром 21-26 пар 

нуклеотидів, які є аналогічними сенсовим або антисенсовим ділянкам 

дволанцюгової ДНК [93, 301]. В подальшому для тварин було показано, що він 

включає процесинг ініціальних індукованих дволанцюгових ДНК - «тригерів», з 

утворенням багаточисельних siRNA, за участі специфічних ендонуклеаз – РНКаз 

ІІІ (DICER). Останні зв’язуються з білковим РНК-індукованим комплексом 

сайленсингу RISC і, очевидно, є провідниками у виборі і деградації довгих 

дволанцюгових РНК за участі DICER-рибонуклеаз. Хоча при утворенні ці siRNA 

є дволанцюговими короткими фрагментами з виступаючими двома нуклеотидами 

з обох 3’-кінців, до складу RISC вони входять в одноланцюговій формі та 

ідентифікують мішені мРНК за антисенсовою комплементарністю. РНКази ІІІ 

гідролізують мРНК майже по центру області, комплементарній siRNA [164, 231]. 

Припускають, що РНК-інтерференція рослин відбувається аналогічним 

шляхом, проте мало що відомо про компоненти комлексу, які беруть участь в 

цьому процесі. Якщо дволанцюгові ДНК відповідають промоторним 

послідовностям, відбувається de novo метилування і транс-інактивація генів з 

гомологічними послідовностями шляхом транскрипційного мовчання, якщо ж 

дволанцюгові ДНК гомологічні кодуючим ділянкам, то здійснюється репресія 

генів шляхом РНК-інтерференції – короткі інтерферуючі РНК мають відношення 

до двох типів сайленсингу, що припускає існування механістичного зв’язку між 

ними [231]. 
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1.3.1.3. Роль білків групи Polycomb в регуляції експресії генів 

 

Серед білків, що мають відношення до епігенетичного сайленсингу тварин і 

рослин, значна увага приділяється групі Polycomb. Гени цих білків вперше було 

ідентифіковано при генетичному скринінгу дрозофіли, як гени, мутації яких 

порушували підтримку сайленсингу певних гомеобокс-генів протягом 

ембріогенезу. Вважається, що їх продукти сприяють підтримці профілей експресії 

гомеозисних генів за допомогою сайленсингу останніх у відповідних областях 

при розвитку ембріонів. Також білки цієї групи відіграють важливу роль у 

проліферації клітин – їх комплекси взаємодіють з послідовностями ДНК 

політенних хромосом дрозофіли, що розподілені по всьому геному, здійснюючи 

не лише транскрипційне мовчання генів, що їх містять, але і сусідніх [40, 216]. 

У багатьох роботах було висловлене припущення щодо консервативності 

механізмів транскрипційного сайленсингу за участі цих білків для рослин, тварин 

і комах [40, 90, 128, 216, 231]. 

Явище регуляції експресії генів еукаріот, до якого мають відношення 

локальні зміни структурно-функціональної організації хроматину ще далеке від 

повного розуміння. Вважається, що транскрипційна компетенція визначається 

комбінацією двох модифікацій ДНК – метилування і модифікацій гістонів. Ще 

одним рівнем складності є ідентифіковані нещодавно низькомолекулярні РНК як 

можливі сигнальні молекули, які беруть участь в контролі метилування локус-

специфічних послідовностей і комплекси білків групи Polycomb, які здатні 

підтримувати у стані мовчання ключові регуляторні гени розвитку еукаріот. 

 

1.3.2. Роль метилування ДНК в епігенетичній регуляції 

 

Таким чином, у відповідності до сучасних уявлень, епігенетичний статус 

організму визначається характером та рівнем метилування ДНК, 

посттрансляційними модифікаціями гістонів, присутністю ізоформ гістонів та 

характером упакування хроматину  [83, 252]. Найбільш дослідженим 
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епігенетичним механізмом регуляції є метилування ДНК [294] – єдина хімічна 

модифікація первинної структури даної макромолекули, яка контролюється 

ядерним геномом і має плейотропний вплив на його структурно-функціональну 

організацію. Ця модифікація розширює інформаційний вміст первинних 

нуклеотидних послідовностей, забезпечує генетичну інформацію іншого порядку 

без зміни останніх і вважається епігенетичним кодом, що успадковується в 

процесі мітозу і мейозу. 

Метилуванню підлягають залишки цитозину в положенні 5, що призводить 

до пригнічення транскрипції в зоні метилованого промотора  [69, 294]. У тварин 

подібна модифікація може відбуватися лише в CG-послідовності. У рослин 5-

метилцитозин знайдено також у CNG-послідовностях, де N – будь-який 

нуклеотид, і в СХХ-послідовностях, де Х – будь-який нуклеотид крім 

гуанозинфосфату. Найбільш густому метилуванню підлягають часті повтори, а 

рівень їх метилування корелює зі ступенем їх репресії. 

Відомо, що 5мС є мутагенним чинником через можливість його спонтанного 

дезамінування і перетворення на тимін, тому ферментативна модифікація 

цитозину розглядається як гаряча точка мутагенезу. Такі мутації є причиною 

зникнення деяких CpG-послідовностей із генів та геномів різних організмів, що 

дає підставу вважати ферментативну модифікацію цитозину одним із основних 

шляхів природного мутагенезу в еволюції. Таким чином, метилування ДНК 

розглядається в якості одного з можливих не тільки епігенетичних, але і 

мутагенних факторів, які беруть участь в реалізації генетичних програм розвитку 

еукаріот та нестабільності їх геномів. Інша запропонована функція цього процесу 

пов’язана із захистом геному від чужорідної генетичної інформації – ДНК 

трансгенів, РНК вірусів, віроїдів та розповсюдження мобільних генетичних 

елементів. 

Хоча функція метилування ДНК є предметом активного дослідження вже 

понад півстоліття, її значення залишається дискусійним питанням. Тільки в 

останні роки з розвитком та удосконаленням молекулярно-генетичних методів 

досліджень та методології генетичної інженерії намітилися конкретні шляхи 
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експериментального обґрунтування та вдосконалення основних ідей і гіпотез, що 

були запропоновані після її відкриття. 

Ідею щодо участі метилування в регуляції експресії генів було висловлено ще 

1964 року [359], а через десятиліття запропоновано гіпотезу, згідно якої 

програмоване метилування та деметилування ДНК промоторів генів може 

регулювати їх експресію у процесі розвитку еукаріот. Ряд експериментальних 

даних свідчить на її користь, проте цей великий фактичний матеріал носить, 

головним чином, корелятивний характер як для тварин, так і для вищих рослин. У 

противагу гіпотезі «метилування - розвиток» існують експериментальні дані щодо 

контролю розвитку регуляторними шляхами, які є консервативними у еукаріот – 

кореляції між метилуванням і репресією генів, описані у тварин, є не причиною, а 

наслідком транскрипційної інактивації. 

На сьогодні відоме залучення метилування в контроль клітинного циклу, що 

підтверджується наявністю зупинки в G0-S-фазі, зумовленої зменшенням 

кількості метилтрансферази, а не деметилуванням ДНК [167]. 

Встановлено зв’язок метилування ДНК зі зменшенням експресії генів рослин 

в присутності дуплікованих неалельних генів [207]. 

Про важливість ферментативної модифікації цитозину найпереконливіше 

свідчать генетичні дослідження, в яких спрямованими мутаціями, або введенням 

генів метилтрансфераз в антисенсовій орієнтації, було зменшено загальний рівень 

метилування ДНК. В результаті спостерігається ряд аномальностей у розвитку 

рослин, проте вони лишаються життєздатними, тоді як мутанти тварин, 

гомозиготні за геном метилтрансферази чи геном, що кодує білок MeCP2 (який 

специфічно зв’язується з метилованими CpG -послідовностями ДНК), не здатні 

завершувати ембріогенез [200]. Різний ефект зменшення рівня метилування 

рослин і тварин не є дивним, адже першим притаманний ряд особливостей 

розвитку, визначених різними життєвими стратегіями високоорганізованих 

представників цього царства. 
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1.3.2.1. Особливості метилування ДНК рослин і участь цього 

процесу в епігенетичній регуляції 

 

Метилування ДНК виявлене у багатьох організмів – від бактерій і 

одноклітинних еукаріот до вищих еукаріот. Основним типом модифікації 

первинної структури ДНК тварин є метилування цитозину, в той час як у геномі 

однодольних і дводольних рослин хоч і рідко, але зустрічаються мінорні основи 

6-метил-аденіну [292]. Особливістю вищих рослин є високий рівень метилування 

їхньої ДНК – до 30-50% залишків цитозину, в той час як у тварин – до 8% [31, 60, 

292]. Метиловані залишки цитозину присутні у симетричних (CpG, CpNpG, де N 

– будь-яка основа відмінна від гуаніну), доля яких переважає і може складати до 

80%, та асиметричних (CpNpN) мотивах, які переважно локалізовані в окремих 

локусах хромосом та індивідуальних генах [69, 112, 179, 205, 207, 261]. CpG- і 

CpNpG-сайти забезпечують симетрію для підтримуючого метилування залишків 

цитозину в обох полінуклеотидних ланцюгах ДНК. Асиметричні мотиви не мають 

такої здатності і їх присутність у геномі при клітинному поділі зберігається 

шляхом ферментативної модифікації de novo [69, 89, 258, 282, 292]. Багатьма 

дослідниками було встановлено, що в ДНК рослин CpApG- і CpTpGp-мотиви 

мають більше 80% метилованих залишків цитозину, в той час як у CpCpG-сайтах 

лише половина зовнішніх залишків цитозину ферментативно модифікована [89]. 

В геномі багатьох вищих рослин ферментативній модифікації можуть 

одночасно піддаватися як зовнішні, так і внутрішні залишки цитозину 

тринуклеотиду CpCpG, що показане для геному пшениці, жита, конвалії [89, 282, 

292]. На думку Мазіна і Ванюшина [331] більшість метилованих залишків 

цитозину у CpG- і CpNpG-мотивах може входити до складу трьох родин 

паліндромів: РУРУ, УУРР, УУРУРР (Р – пурин, У – піримідин), в той час як все 

різноманіття метилованих послідовностей могло виникнути в результаті 

мутаційних змін 5-метилцитозину на тимін, що відбуваються внаслідок 

дезамінування 5мС у «прототипних» ділянках кожної з родин: G5mCCC5mC, 

5mC5mCGG, 5mC5mCG5mCGG. 
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В тотальної ДНК рослин інтенсивно метилованими можуть бути цитозинові 

залишки в багатьох мотивах – сайти впізнавання рестриктаз HpaII, SmaI, PstI 

значною мірою метиловані в ДНК жита, HpaII, PstI, EcoRII, PvuII – в ДНК 

пшениці і тютюну [139], SalI, SacII, SmaI, PstI, EcoRII, PvuII – У ДНК картоплі, 

SmaI, PstI, SalI, PvuII – у соняшника і цукрового буряка [331, 358, 359]. Показано 

високий рівень ферментативної модифікації у CpG-, CpApG-, CpTpG-сайтах, тоді 

як зовнішній залишок цитозину тринуклеотиду CpCpG метиловано меншою 

мірою. Тандемно повторювані послідовності ДНК детально охарактеризовано у 

геномах жита, кукурудзи, рису, гарбуза, цибулі, арабідопсису та інших культур, 

де встановлено високий рівень метилування  CpG- та CpNpG-мотивів ДНК [127, 

129, 233]. Крім цього, залишки цитозину можуть бути метилованими також у 

GpApTpC-мотивах (сайт впізнавання MboI і Sau3AI), наприклад однієї з 

повторюваних послідовностей ДНК ячменю – HvRT, яка містить мономер, 

розміром 118 п.н. і представлена 7*105 копіями [16]. 

Кількісні розходження в рівні метилування рослин і тварин частково можуть 

бути обумовлені підвищеною інтенсивністю метилування CpNpG-мотивів ДНК 

рослин, але не менш важливе значення мають і розходження в структурно-

функціональній організації нуклеотидних послідовностей геномів представників 

цих двох царств. По-перше, високий вміст повторюваних послідовностей в ДНК 

багатьох вищих рослин (до 80-90% від загальної кількості), по-друге, структурні 

гени рослин переважно представлені мультигенними родинами, що включають 

від кількох сотень – тисяч членів, розташованих в тому самому, чи в інших 

локусах, а їх експресія регулюється в часі і просторі; деякі представники таких 

генів не функціонують в життєвому циклі рослин. До інших особливостей геному 

рослин, пов’язаних з високим рівнем модифікації цитозину, відносяться 

поліплоїдизація і винятково широке варіювання кількості ядерної ДНК. Однак, 

загальна кількість різноманітних генів, що функціонують як у рослин, так і у 

тварин складає 3-5%, внаслідок чого можлива участь метилування у становленні і 

підтримці певного стаціонарного рівня транскрипційно-активних доменів 

хроматину вищих організмів. 
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Незважаючи на те, що геноми багатьох рослинних видів мають високий 

рівень метилування, у них також ідентифіковано близько розташовані області 

неметилованої ДНК – CpG-острівці [43, 53, 165]. Значну кількість таких мотивів 

містить ДНК кукурудзи, пшениці, жита, тютюну; такі області нерідко зв’язані з 

промоторними ділянками генів, зокрема дегідрофлаванол-4-редуктази, 

алкогольдегідрогенази, сахарозосинтетази, FIE кукурудзи [53, 358, 359]. 

Порівняльне, з використанням ПЛР методів, вивчення геномів рослин і 

тварин, показало, що повторювані елементи в них, як правило, метиловані, але 

для рослин характерна відсутність ферментативно модифікованих залишків 

цитозину в екзонах такої ДНК [196]. На думку авторів цієї роботи в рослинах 

специфічно метилуються транспозони, тобто, на відміну від тварин, здійснюється 

диференційне метилування структурних генів і транспозонів. Іншими 

дослідниками було показано, що в арабідопсиса на фоні високого рівня 

метилування перицентромерного гетерохроматину, повторюваних 

послідовностей і продукуючих siRNA доменів, одна третина функціональних 

генів в межах областей, що транскрибуються, містить 5мС і лише 5% генів мають 

метиловані залишки цитозину у промоторах [158, 194]. Крім ендогенних генів 

часто ферментативно модифікуються як промоторні, так і кодуючі області 

трансгенів [65]. 

В рослинах метилування ДНК обмежене, головним чином, ядерним геномом, 

тому існує думка, що для функціонування пластому і геному мітохондрій 

непотрібно додаткового рівня генетичного контролю. Однак, надалі з’явилися 

повідомлення, що в ДНК пластид деяких видів рослин наявні модифіковані 

азотисті основи, поява яких корелює з диференційною експресією ряду генів 

хлоропластів і амілопластів і може бути механізмом для координованого 

контролю хлоропластного і ядерного геномів [122]. 

При дослідженні функції метилування в переміщенні мобільних генетичних 

елементів, було висловлено цікаву думку щодо контролю поширення 

транспозонів в геномі завдяки послідовностям, відмінним від CpG [122]. 

Суттєвим моментом, здатним з’ясувати функцію метилування асиметричних 
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мотивів ДНК рослин, є ідентифікація цитозин-С5-ДНК-метилтрансфераз та 

сигналів, що здійснюють селективну ферментативну модифікацію цитозину в 

окремих доменах геному. 

Таким чином, ферментативній модифікації переважно підлягають симетричні 

і несиметричні мотиви ендогенних генів рослин, трансгенів і їх ядерного 

оточення; також не виключеним є напівметилування залишків цитозину на 

одному з ланцюжків подвійної спіралі ДНК. Метиловані залишки цитозину 

розподілені у геномі нeрівномірно, найбільший вміст їх у гетерохроматинових 

ділянках центромер, теломер та районах ядерцевого організатора; значно 

метилованою виявилася ДНК мобільних елементів геному і генів рРНК, але на 

фоні відносно високого рівня метилування рослинної ДНК, промотори генів 

переважно неметиловані. 

 

1.3.2.2. ДНК-метилтрансферази рослин 

 

Принципове значення для розуміння ролі 5мС як складового компоненту 

епігенетичних явищ у процесах розвитку еукаріот має розшифрування механізмів 

de novo і підтримуючого метилування ДНК, ключове положення в яких займають 

ферменти ДНК-метилтрансферази (МТ). Ці ферменти було відкрито 1963 року 

спочатку у бактерій, а потім – у еукаріот [282]; метилування відбувається лише за 

участі МТ в процесі їх синтезу при реплікації [70, 292]. 

Модифікація і цитозину, і аденіну в ДНК відбувається в ході реакції 

ковалентного приєднання метильної групи у положенні 5 піримідинового, чи 6 

пуринового кілець азотистих основ, з утворенням 5мС і 6мА відповідно і S-

аденозилгомоцистеїну [70, 282]. Донором метильної групи виступає S-аденозил-

L-метіонін, або метилкобаланін у деяких бактерій [282]. Під час підтримуючого 

метилування його профіль у CpG- та CpNpG-мотивах передається в обидві 

дочірні нитки метилтрансферазами, які в реплікативній вилці переважно 

метилують напівметиловану ДНК, тоді як протягом de novo метилування 

ферментативній модифікації підлягають попередньо неметиловані залишки 
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цитозину. Для симетричних послідовностей достатньо, щоб метилування de novo 

відбулося один раз, після чого ферментативна модифікація проходить за рахунок 

активності підтримуючих метилтрансфераз [6, 23, 69]. 

Спираючись на гомології амінокислотних і/або полінуклеотидних 

послідовностей, а також передбачувані функції, метилтрансферази рослин і 

тварин згруповані в 4 класи: Dnmt/MET1, Dnmt2, Dnmt3, CMT – останній 

характерний лише для рослин. Вважається, що Dnmt2-клас представлений поки 

що лише МТ тварин, але існують літературні дані щодо наявності в арабідопсису 

полінуклеотидної послідовності, здатної кодувати поліпептид, гомологічий білку 

Dnmt2 тварин [21, 39, 69, 183]. Вважається, що підтримуюче метилування в 

симетричних послідовностях рослин здійснюється ферментами класу 

Dnmt1/MET1 і CMT, в той час як метилування de novo симетричних та 

асиметричних послідовностей – Dnmt3 [21, 39, 183]. 

У більшості досліджених МТ еукаріот область з консервативними мотивами 

злита з більшою регуляторною N-амінотермінальною ділянкою, що відсутня в 

прокаріот. Така область вперше була ідентифікована у Dnmt1 миші, а також 

виявлена в МЕТ1 і СМТ арабідопсису і виконує функцію спрямовування МТ до 

реплікативної вилки під час синтетичної фази клітинного циклу [68, 111, 203]. 

Дані про те, яким чином відбувається метилування ДНК, обмежені, і стосуються 

переважно тварин. Вважають, що воно спряжене з реплікацією ДНК, адже 

експресія гена DNMT1 регулюється в клітинному циклі, цей фермент 

локалізований в реплікативній вилці, а його інгібування може призводити до 

інгібування ініціації реплікації ДНК [167]. Відомо, що DNMT1 є компонентом 

мультибілкового комплексу реплікації – ДНК-синтесоми, який у безклітинній 

системі повністю підтримує напівконсервативну реплікацію ДНК; зв’язаний з 

цим комплексом фермент виявляє як підтримуючу, так і de novo 

метилтрансферазну активність. Також одержані дані вказують, що метилування 

ДНК міцно спряжене з реплікацією через фізичну взаємодію DNMT1 та кор-

компонентів реплікативного комплексу [254]. 
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Метилтрансферази рослин мають широку варіабельність молекулярних мас: 

у зародках пшениці – 50 кД, у проростках цього ж виду – 85 кД, відносно низьку 

масу має МТ культивованих клітин рису, а з проростків гороху та рослин 

арабідопсису було виділено відносно високомолекулярні ферменти – 160 кД 

[297]. Метилування ДНК у ядрах клітин рослин може контролюватися 

фітогормонами, що продемонстровано для МТ зародків і проростків пшениці – 

деякі регулятори росту рослин підвищували рівень метилування ДНК на 30-65% 

in vitro у присутності ядерного екстракту [297]. 

Arabidopsis thaliana – перший вид рослин, в якому було ідентифіковано 

кДНК, що відносяться до родини генів метилтрансфераз МЕТ1, і показано, що 

МТ еукаріот можуть кодуватися родиною генів [68, 70, 101, 109, 163]. Спочатку 

було виділено гени МЕТІ і МЕТІІ і показано наявність у них N-амінотермінальної 

регуляторної ділянки, гомологічної такій самій ділянці у тваринних МТ на 24%, 

більш високий ступінь гомології характрний для каталітичної області ферменту – 

50%. На даний момент відомо, що гени родини МЕТ1 включають 5 членів, 4 з 

яких частково охарактеризовані. Два гени, МЕТІІа і МЕТІІІ тісно зчеплені, тоді як 

два інших – МЕТІ і МЕТІІb розташовані в різних локусах. МЕТІ картований на 

хромосомі 5 в положенні 68,9; передбачається, що ці гени виникли від загального 

пращура через серії його дуплікацій. Особливістю цього класу метилтрансфераз, 

навідміну від тварин, є відсутність у їхніх білках цистеїн-збагаченого цинк-

зв’язуючого домену і делеції з 40-41 амінокислотних залишків в області 

розпізнавання, а також наявність «кислої» області - можливо, саме ці відмінності і 

визначають de novo метилазну активність МЕТІ [70, 167, 204]. Відомо, що 

фермент МЕТ1 здійснює головним чином підтримуюче метилування ДНК 

арабідопсису, існують суперечливі дані щодо передбачуваної ролі МЕТІІІ у 

метилуванні [70, 125]. 

Серед відомих ферментів, що каталізують реакцію метилування, клас 

хромометилаз є специфічним для рослин. Відмінною структурною особливістю 

його є наявність хромодомену, представники знайдені як в одно- так і в 

дводольних рослинах. Вважається, що хромометилази – спеціалізований тип 
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підтримуючих МТ, які представляють рослинному геному іншу можливість для 

розповсюдження метилованих залишків цитозину, а саме, метилування 

симетричних та/або несиметричних послідовностей [39, 70, 120, 183]. 

Амінокислотні послідовності СМТ відмінні від МЕТ1 завдяки відсутності 750 

амінокислотних залишків в N-термінальному регуляторному домені [240]. 

Порівняльне вивчення амінокислотних послідовностей хромометилаз кукурудзи 

ZMET2, ZMET5 і арабідопсису CMT1, CMT2, CMT3 показало наявність 

консервативних I, IV, VI, VIII, IX, X мотивів [183]. 

В літературі є суперечливі відомості щодо зв’язку між метилуванням ДНК та 

гістонів, активно розвивається ідея, що короткі інтерферуючі РНК здатні 

запускати метилування несиметричних послідовностей хромометилазами, окрім 

метилування залишків лізину гістону Н3 [41, 42, 110, 148, 176, 239]. 

У рослин, як і у тварин, de novo метилування ДНК виконують 

метилтрансферази класу Dnmt3, що відрізняються від тваринних будовою 

консервативних каталітичних мотивів [38, 39, 258]. Вважають, що гени цих 

метилтрасфераз необхідні для встановлення, а не підтримання процесу мовчання 

генів, і відповідають за підтримуюче метилування асиметричних послідовностей 

ДНК [38, 39, 164]. 

Більшість відомих генів метилтрансфераз рослин експресується як у 

вегетативних, так і у генеративних органах, але найвищий рівень експресії 

характерний для меристематичних тканин. Наприклад, експресія гена ZMETI 

кукурудзи відбувається виключно в активно проліферуючих клітинах апексів, що 

припускає зв’язок транскрипції гена з реплікацією; також було доведено, що 

рівень метилування ДНК селективно зменшується під час холодового стресу [232, 

258]. 

Крім ферментативного приєднання метильних груп до залишків цитозину 

ДНК-метилтрансферазами, у геномі еукаріот 5мС може піддаватися 

ферментативному видаленню. Така реакція досліджена значно менше, і взагалі 

вважалася малоймовірною у зв’язку з тим, що для утворення цитозину із 5мС 

необхідне розщеплення С-С звязку, що є термодинамічно невигідним. Один з 
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механізмів видалення СН3 груп включає розрив лабільного глікозидного звязку 

між 5мС та дезоксирибозою у ланцюзі ДНК з наступним заміщенням його на 

цитозин і вивільненням метанолу [203, 273]. 

В літературі наводяться дані щодо існування інших ферментів і білкових 

факторів, які також беруть участь в метилуванні ДНК. Наприклад, у рослин 

ідентифікована аденін-N-6 ДНК-метилтрансфераза, яка в присутності S-аденозин-

L-метіоніну метилує перший залишок аденіну симетричної послідовності одно- та 

дволанцюгового субстрату, надаючи перевагу першому. Припускається, що цей 

фермент здійснює модифікацію мітохондріальної ДНК і може брати участь в 

реплікації ДНК мітохондрій рослин [66]. 

До білкових факторів, які беруть участь в метилуванні, відносяться локус 

DDM1, що кодує SW12/SNF2-родинні білки, які впливають на структуру 

хроматину у метилованих областях геному, метилтрансферази гістонів, Polycomb 

білки, siRNA [360]. 

 

1.3.3. Метилування ДНК і нестабільність геному 

 

Нормальний розвиток рослин і переважної більшості тварин є неможливим 

без метилування ДНК. Проте, 5мС є мутагенним чинником через можливість його 

спонтанного дезамінування і перетворення в тимін [360]. Зміни стану 

метилування ДНК тварин і рослин можуть бути пов’язані з різними процесами 

генетичної нестабільності. Про це, зокрема, свідчать дані, що гіпометилування, 

викликане обробкою клітин 5-азацитидином, чи втрата функції ДНК-

метилтрансфераз призводить до зростання швидкості мутацій генів і 

нестабільності хромосом [314], тому є підстави вважати, що метилування 

мобільних генетичних елементів і сателітних повторів забезпечує захист проти 

транспозицій, дуплікацій і рекомбінацій. 

Відомо, що структурна нестабільність трансгенних локусів може бути 

пов’язана з анеуплоїдією. Зокрема, в трансгенних локусах анеуплоїдних ліній 

тютюну крім перебудов хромосом спостерігається епігенетичне мовчання генів, і 
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в цьому бере участь метилування ДНК [72, 73, 360]. Також існують дані, що 

утворення поліплоїдів супроводжується епігенетичними змінами, де однією з 

детермінант є метилування цитозину, а підвищення рівня нестабільності геному 

супроводжується гіперметилуванням сайт-специфічних послідовностей геному 

кормового буряка [70, 314]. 

У зв’язку з питанням нестабільності геному привертають до себе увагу 

тандемні повторювані послідовності ДНК, нестабільні у еукаріот. Підвищений 

рівень мінливості в культурі in vitro рослин спостерігається в тандемно 

повторюваних послідовностях ДНК [145, 235]. В багатьох випадках генетична 

нестабільність повторюваних послідовностей – це наслідок різних клітинних 

стресів і є причиною ряду захворювань людини [79, 360]. 

В цілому, незважаючи на мутагенну природу 5мС, ця ферментативна 

модифікація є необхідним компонентом функціонування геному еукаріот, 

забезпечуючи як його стабільність, так і можливий захист від несприятливих 

факторів довкілля. 

Таким чином, узагальнюючи сучасні відомості відносно ролі ензиматичного 

метилування ДНК, цей процес є одним із найважливіших механізмів біологічної 

регуляції, відіграючи ключову роль в ряді епігенетичних процесів: геномному 

імпринтингу, диференціюванні, апоптозі і морфогенезі. Встановлено провідну 

роль цього процесу в епігенетичних змінах, формуванні і стабілізації структури 

хроматину. 

 

1.4. Регуляція експресії генів та метилування ДНК при дії стресових 

факторів 

 

Можливість організмів пристосовуватися до умов довкілля, що змінюються, 

є важливою складовою процесу самоорганізації всього живого. Реакція на дію 

стресових факторів – системний процес, що об’єднує розвиток пошкодження, 

повне чи часткове відновлення вихідного стану і зміни чутливості до наступного 
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впливу фактору, що проявляється або в адаптації, або в сенсибілізації організму і 

включає в себе різноманітні реакції [188, 217]. 

Існують незначні, але вагомі дані про зміну профілю метилування 

(гіперметилування), пов’язаного з перепрограмуванням метаболізму за умов 

адаптації до абіотичного стресу. 

 

1.4.1. Зміна рівня метилування при дії різних стресових факторів 

 

Під епігенетичним стресом мається на увазі зміна в розподілі профілей 

метилування CpG-послідовностей в геномі, які модифікують структуру 

хроматину та/чи стан активності генів. Одержані дані щодо наявності механізмів 

захисту від епігенетичного стресу в клітинах хребетних тварин [203]. Існує 

припущення, що зупинка реплікації ДНК в G0-S-фазі клітинного циклу захищає 

геном від глобального деметилування внаслідок відсутності чи істотного 

зменшення білка метилтрансферази DNMT1 – порушення в мРНК гена цієї 

метилтрансферази зупиняють реплікацію ДНК в різних положеннях протягом 

синтетичної фази. Агрументом на користь саме зупинки реплікації ДНК є той 

факт, що даний механізм не індукується 5-азадезоксицитидином, який, як відомо, 

пригнічує метилування ДНК шляхом утворення ковалентного комплексу 

метилтрансферази з ДНК і поступової втрати 5мС в кожному циклі поділу 

клітини, але не зменшує de novo синтез білка цього фермента [167]. Таким чином, 

зупинка в G0-S-фазі зумовлюється зменшенням кількості метилтрансфераз, а не 

деметилуванням ДНК. Автори цього припущення вважають, що механізм 

стресової відповіді існує в клітинах для захисту ДНК проти помилок у її 

метилуванні і координації геномної та епігеномної інформації [203]. 

Останні дослідження вказують на наявність певних змін в рівні і профілі 

метилування за умов біотичного [1, 95] та різних форм абіотичного стресу – 

посухи [95], сольового [1, 95, 141, 281, 292] та абіотичного стресів [44]. 

Так, наприклад, в присутності йонів бору спостерігались зміни в метилуванні 

ДНК соняшника [292], обробка біхроматом калію індукувала ферментативну 
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модифікацію цитозину в ДНК рослин ріпаку [141], за анаеробних умов 

вирощування спостерігалися успадковані зміни в профілях метилування ДНК 

мобільних генетичних елементів рису [44], до того ж, дані варіації мали місце 

лише у метилуванні транспозонів і ретротранспозонів, на відміну від структурних 

генів. Метилування ДНК може бути пов’язане зі зменшенням експресії 

ендогенних генів рослин в присутності дуплікованих неалельних генів. Так, для 

генів Sn та R кукурудзи, що регулюють шлях біосинтезу антоціанів і кодують 

тканинно-специфічні продукти, гомологічні транскрипційним активаторам, було 

показано, що в присутності гена R ген Sn стає транскрипційно мовчазним. Цей 

процес опосередкований метилуванням симетричних і асиметричних залишків 

цитозину в промоторних ділянках мовчазних генів [207]. 

Л. Жонгом та ін. у 2009 р. було достовірно підтверджено наявність змін в 

профілях метилування пшениці внаслідок впливу сольового стресу [281]. На 

основі багаторічних польових досліджень [277] було показано, що вплив різних 

кліматичних умов призводить до зростання різноманітності профілей 

метилування популяцій Jatropha curcas L., що проявляється у значних 

відмінностях метилування CpG-сайтів та цитозинових острівців. 

Отже, існуючі дані про зміни в профілі і рівні метилування ДНК внаслідок 

впливу різних стресових факторів, ще не мають точного обгрунтування і 

пояснення їх біологічного сенсу. Поліфункціональність феномену метилування 

ДНК дозволяє припустити різні сценарії участі цього процесу і в розвитку 

стресової реакції організмів – активізація мобільних генетичних елементів, запуск 

процесу геномної нестабільності, та формування активних захисних реакцій, 

пов’язаних з реорганізацією метаболізму. 

 

1.4.2. Напрямки змін у метилуванні ДНК при хронічному та 

гострому опроміненні 

 

Молекулярною основою особливостей хронічного низькодозового 

опромінення є активізація сигнальних шляхів передачі інформації про індукцію 
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пошкодження: затримка пересування клітин циклом, ініціація сигнальної 

трансдукції і транскрипції, репарація ДНК – які відрізняються від тих, що 

характерні для великих доз і викликають прояв різних радіобіологічних ефектів, 

до яких відносять радіоадаптивну відповідь [29, 37, 103, 154, 173, 197, 221], 

«ефект свідка» [59, 135, 174, 186, 222], радіаційно-індуковану нестабільність 

геному [104, 170, 276], канцерогенез [255]. 

Відомо, що хронічне опромінення навіть у відносно низьких дозах суттєво 

впливає на індукцію мутацій, що призводять до втрати ферментної активності чи 

зміни структури синтезованих білків [27, 75, 114], а хронічне опромінення з 

потужністю дози 0,2*10-4 Гр/добу, індукує мутації в алозимних локусах з 

частотою, що перевищує контрольний рівень в 3,6 рази [317]. 

Вже зазначалося, що метилування – поліфункціональний процес, який бере 

участь в розвитку та реалізації стресових реакцій організму, тому логічно 

припустити, що профіль та рівень метилування ДНК буде змінюватися при 

радіаційному впливі. 

На сьогодні існують досить обмежені дані щодо зміни у метилуванні залежно 

від дози опромінення [49, 133, 134, 192], його тривалості [133, 136]. 

Ковальчук І. зі співавторами [134] встановили наявність глобального 

гіперметилування ДНК сосни в умовах Чорнобилю, залежного від дози радіації, 

поглиненої деревами. На думку авторів, цей феномен може розглядатися, як 

захисна реакція рослин, що запобігає геномній нестабільності, забезпечуючи 

життєздатність організму в екстремальних умовах довкілля. Саме на рослинах 

було отримано перші дані щодо зв’язку гіперметилування ДНК і адаптації до 

абіотичного стресу [134]. Ці дані не протирічать даним Колемана зі співавторами 

щодо зростання рівня метилування ДНК лімфобластів людини за умов 

низькодозового хронічного опромінення, що веде до зміни радіочутливості. 

Показані значні відмінності в змінах профілей метилування при хронічному 

опроміненні в малих дозах та гострому опроміненні. Відомо, що гіпометилування 

ДНК спостерігається при гострому опроміненні у великих і малих дозах [61, 136]. 

У зв’язку з появою даних щодо дозової залежності гіпометилування було 
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запропоновано розглядати цей показник як біомаркер радіаційного ураження і 

змін радіочутливості [124]. 

Таким чином, узагальнюючи сказане, відмітимо, що на сьогодні дослідження 

ролі метилування ДНК в радіобіологічних реакціях обмежено виявленням лише 

основних тенденцій. 

Останні дані припускають участь в процесах метилування Piwi-білків та 

piRNA, що дозволяє припустити існування складної, ієрархічної системи 

взаємозв’язку між пошкодженнями біологічних макромолекул та хімічними 

модифікаціями ДНК [4, 251]. 

Таким чином, за останні десятиліття біологічними та медичними 

дослідженнями було відкрито ряд механізмів, задіяних в реалізації відповіді 

організму на дію біотичних та абіотичних стресових факторів. Важливу роль в цій 

складній ієрархічній системі відіграє феномен метилування ДНК, як 

поліфункціональний процес, задіяний як в розвитку пошкодження (наприклад 

активізація мобільних генетичних елементів, ініціація нестабільності геному), так 

і в формуванні активних захисних реакцій, пов’язаних з перебудовою 

метаболізму. 

Поява методу мікрочипів обумовила революцію в дослідженні змін в 

експресії генів при дії різноманітних стресових факторів. Отримані дані 

непрямим чином підтверджують взаємозв’язок змін профілю метилування 

транскрибованої ДНК зі зростанням чи зниженням експресії великих груп генів, 

метаболічних перебудов та змін, спираючись на поведінку різних маркерів 

стійкості до впливу стресових факторів [11, 49, 217]. 

Встановлені зміни рівня і профіля метилування ДНК у відповідь на дію 

різних стресових факторів, ще потребують подальшого уточнення біологічного 

сенсу останніх. Одним з перших необхідних етапів дослідження можливої ролі 

цього процесу в реакціях на стрес є оцінка змін профілю метилування в різних за 

функціями послідовностях ДНК – сателітних і транскрибованих, і зв’язок цих 

змін з поведінкою біомаркерів реакцій на стрес та експресією генів. 

 



 55 

1.4.3. Явища адаптації та метилування ДНК. Здобутки та напрямки 

подальших досліджень 

 

Дослідження явищ адаптації – підвищення стійкості організму після дії 

невисоких доз чинників продовжується не одне десятиріччя. Основними 

здобутками феноменологічного етапу цих досліджень став ряд узагальнень про 

залежність цього процесу від цілої низки факторів. 

Багатий фактичний матеріал вказує на залежність адаптації – виникнення та 

стійкості цього стану від часу дії чинника, що підтверджується існуванням трьох 

основних часових форм стратегії адаптації: негайної, акклімації чи аккліматизації 

та еволюційної [363]. Встановлено значний вплив на процес виникнення стану 

адаптованості дози чинника, потужності та інтервалу між послідовними сеансами 

його дії. Наприклад, при хронічному чи гострому опроміненні, або опроміненні у 

малих дозах виникають суттєво різні ефекти. 

Відомо, що за умов гострого опромінення перехідний процес реакції 

організму на стрес описується гомеостатичною кривою [328] складної форми, що 

складається з трьох фаз: низхідної, що відображає переважання процесів розвитку 

пошкодження; фази відновлення і формування нового стаціонарного рівня, вихід 

на який відбувається шляхом затухаючих коливань навколо певного нового 

стаціонарного рівня, що дорівнює чи є меншим вихідного значення досліджуваної 

змінної. Ефекти хронічного опромінення з низькою інтенсивністю найчастіше 

мають нерегулярний або коливальний тип залежності, які визначаються 

тривалістю накопичення дози, потрібної для увімкнення захисних та 

відновлюваних реакцій. Такі залежності пояснюються, як результат взаємодії, 

взаємонакладення кількох дозових залежностей різних процесів – розвитку 

пошкодження, індукції захисних та відновлюваних механізмів. При цьому висока 

ефективність впливу малих доз пояснюється відсутністю на перших етапах 

впливу «увімкнення» механізмів захисту та відновлення. У зв’язку з цим, ефекти 

хронічного опромінення з низькою інтенсивністю мають нерегулярний чи 

коливальний тип залежності, що відповідає процесу накопичення дози. 
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На різних модельних об’єктах, включаючи цілісні організми, встановлено, 

що прояв адаптивної відповіді залежить від генетичних, онтогенетичних та 

фізіологічних особливостей організму, а у випадку вивчення реакцій клітини – від 

фази клітинного циклу в якій відбувається опромінення. При цьому складна 

система реакцій, що обіймає фізіологічну адаптацію, може призводити до таких 

коливань рівня ендогенного фонду радіорезистентності, що може призвести до 

послідовного підвищення та зниження частот цитогенетичних аномалій на фоні 

відносно постійного рівня дії ушкоджуючого агента навіть у генетично 

однорідних об’єктів [291]. 

Виявлено можливість перехресної або неспецифічної адаптації, тобто 

одночасного підвищення стійкості до дії інших стресових чинників. Явище так 

званої крос-адаптації спостерігали між впливом радіації та металів [71], хімікатів 

[26, 168] і гіпертермії [162, 249], такі дані навели на думку, що явище адаптації є 

лише складовою загальної відповіді цілісного організму на стрес [25]. 

Одночасно з розвитком та удосконаленням цитогенетичних та молекулярно-

біологічних методів проходить дослідження механізмів адаптації на 

різноманітних біологічних системах. Здобутки різних галузей біології цілком 

органічно ставили питання про зв’язок змін (підвищення) радіостійкості із 

проходженням – стимуляцією чи індукцією репаративних та антиоксидантних 

процесів. 

З використанням методу мікрочипів на багатьох експериментальних 

системах встановлено стимуляцію або зміну експресії каскаду великих груп генів, 

що відносяться саме до репаративної системи та системи антиоксидантного 

захисту. Також показана можливість взаємодій з іншими регуляторними 

механізмами клітини. Зокрема, при індукції систем антиоксидантного захисту, 

спостерігається гальмування клітинного циклу (що збільшує час для репарації) та 

участь сигнальних шляхів – цитокінів, кластеринів, активація протеїнкінази С в 

формуванні адаптивної відповіді. Показано, що для активації певних груп генів, 

пов’язаних з репарацією ДНК та стресовою реакцією клітин, необхідна активація 
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полі-АДФ-рибозополімерази, індукція синтезу цілої низки білків, що не 

приймають безпосередньої участі у репараційних процесах. 

Зазначимо, що одержані на різних модельних об’єктах дані вказують на 

участь як конститутивних, так і індуцибельних механізмів захисту та відновлення 

біологічних систем від радіаційних впливів, але потенціал кожного з них та 

взаємозв’язок у формуванні пострадіаційної системної відповіді залишається 

малодослідженим. Особливо цей висновок відноситься до цілісного організму, 

кожний рівень організації якого має власні механізми відновлення та адаптації, 

взаємодія яких і визначає формування системної відповіді на стрес. 

Узагальнюючи сучасні відомості відносно ролі ензиматичного метилування 

ДНК, відмітимо, що цей процес є одним із найважливіших механізмів біологічної 

регуляції, відіграє ключову роль в ряді епігенетичних процесів: геномному 

імпринтингу, диференціюванні, апоптозі і морфогенезі. Встановлено провідну 

роль цього процесу в епігенетичних змінах, формуванні і стабілізації структури 

хроматину. 

Хоча функція метилування ДНК і є предметом активного дослідження вже 

понад півстоліття, її значення залишається дискусійним питанням. Тільки в 

останні роки з розвитком та удосконаленням молекулярно-генетичних методів 

досліджень та методології генетичної інженерії намітилися конкретні шляхи 

експериментального обґрунтування та вдосконалення основних ідей і гіпотез, що 

були висунуті після відкриття цього явища. Особливо зроблений висновок 

стосується питання про зв’язок метилування ДНК і змін у стійкості організмів до 

чинників стресу. Обмежені дані, що існують на сьогодні, дають досить 

недиференційовану картину участі процесу метилування у розвитку реакцій на 

біотичний і абіотичний стрес, зокрема на опромінення. При цьому відомо, що 

гостре опромінення у високій дозі веде до процесу масивного деметилування, 

подібно тому, як це відбувається в онкотрансформованій клітині. За умов 

хронічного опромінення та в умовах віддалених радіаційних впливів 

спостерігається підвищення рівня метилування. Ці факти вказують на те,  що 

зміни рівнів та профілів метилування можуть спостерігатися як на етапах 
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розвитку ураження, так і відновлення, і адаптації. Важливо й те, що методичні 

підходи, які були використані при вивченні змін у метилуванні ДНК не дозволяли 

виявлення того, у яких послідовностях ДНК – сателітних, чи тих, що  

транскрибуються, цей процес відбувався. 

Сателітна ДНК є невід’ємною компонентою геному еукаріот [123]. Вона 

складається з тандемно організованих повторів, не кодує білків, не 

транскрибується, але в ній встановлено присутність промоторів деяких генів, 

активних на ранніх етапах ембріогенезу [248]. Рівень метилування цитозину в цій 

ДНК дуже високий – це явище пов’язують з пригніченням активності мобільної 

ДНК, але біологічна роль змін рівня і профілів метилування цієї частини 

макромолекули та участь цього процесу в зміні стійкості організму на сьогодні 

практично невідома. 

Отже, існуючі дані про зміни в профілі і рівні метилування ДНК внаслідок 

впливу різних стресових факторів, ще не мають точного обґрунтування і 

пояснення їх біологічного сенсу. Поліфункціональність феномену метилування 

ДНК дозволяє припустити різні сценарії участі цього процесу і в розвитку 

стресової реакції організмів – активізації мобільних генетичних елементів, 

запуску процесу геномної нестабільності, і в формуванні активних захисних 

реакцій, пов’язаних з реорганізацією метаболізму і зміною стійкості цілісного 

організму. 

Важливо й те, що сучасні дані свідчать, про відсутність чіткої межі між 

конститутивним та індуцибельним захистом клітини від зовнішніх впливів, і 

взагалі, можливо активація саме конститутивної системи призводить до певних 

епігенетичних перебудов, що дозволяють клітині швидко адаптуватися і вижити 

саме за цих умов, тим самим підвищуючи резистентність нащадків. Такі 

епігенетичні зміни можуть реалізовуватися шляхом регуляції активності генів 

певними епігенетичними механізмами: метилуванням ДНК, модифікаціями 

гістонів, активізацією мікроРНК через зміну конформації транскрибованої ДНК, 

або якимось чином залучати сателітну ДНК до цього процесу з подальшим її 

опосередкованим впливом на ДНК, що транскрибується. 
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Наступне ключове питання відноситься до взаємозв’язку формування 

адаптивних реакцій і змін у характері – рівнях і профілях метилування обох форм 

ДНК. З погляду на величезний обсяг експериментальних даних, що вказують на 

різноманітні за своїм часом індукції форми радіоадаптації, на сьогодні відсутні 

відомості відносно швидкості та характеру зміни як рівнів, так і профілів 

метилування відмінних за своїм функціональним значенням послідовностей ДНК. 

Одним з найважливіших питань в дослідженні явища адаптації, тобто 

підвищення стійкості організму та/або окремих біологічних процесів, є його 

зв’язок з вихідною, ендогенною стійкістю. Відомо, що явище ендогенної 

радіостійкості визначається багатьма факторами, сполучення яких, з погляду на 

сучасне надбання радіобіології, визначає ендогенний фон радіостійкості 

організму. У зв’язку з цим невід’ємним питанням, що виникає при аналізі ролі 

процесу метилування ДНК у визначенні стійкості та її підвищенні при адаптації є 

його зв’язок з «початковими умовами» - станом стійкості організму і характером 

метилування ДНК до дії стресового фактору. 

Перелік сформульованих питань став основним при виконанні дисертаційної 

роботи, мета якої - виявлення ролі метилування ДНК як складової епігенетичної 

регуляції  радіоадаптації рослин до іонізувального та УФ-С  випромінювань. 

 Для реалізації поставленої мети в роботі вирішували такі завдання: 

1. Дослідити  участь процесів метилування сателітної та ДНК, що 

транскрибується, як складових епігенетичної регуляції при формуванні 

радіоадаптивної реакції. 

2. Виявити  залежність  переходу від підтримуючого метилування до 

метилування ДНК de novo від проміжку часу між послідовними сеансами 

гострого УФ-С опромінення та дослідити вплив збільшення цього інтервалу на 

прояви адаптивної реакції і зміни профілів метилування.  

3. Виявити особливості метилування de novo функціонально різних 

послідовностей ДНК при формуванні радіоадаптивної реакції за різних режимів 

опромінення: «адаптивне - ударне», хронічне, комбіноване опромінення;  
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       4.  Дослідити зв’язок активності проростання насіння із станом  

метилування обох форм ДНК, радіочутливістю та радіостійкістю  проростків. 

      5.  Оцінити зв’язок адаптивного потенціалу рослини із вихідним станом 

метилування обох функціональних форм ДНК.  

      6.  Дослідити щільність статистичного зв’язку між змінами профілів 

метилування ДНК та радіорезистентності рослин за показником частоти 

хромосомних аберацій за різних режимів опромінення.  
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ГЛАВА 2 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1. Характеристика гібридів кукурудзи, використаних у роботі 

 

Вихідним матеріалом для досліджень слугували 2 гібриди кукурудзи Zea 

maize L. – Поліський 177 МВ і Титан 220 СВ, оригінаторами яких є Інститут 

фізіології рослин та генетики НАН України та Черкаський інститут 

агропромислового виробництва УААН. Ці гібриди занесено до Державного 

Реєстру гібридів рослин України з 1999 (Поліський) та 2000 року (Титан) і 

рекомендовано для вирощування на зерно і силос в зонах Лісостепу, Степу і 

Полісся [338, 339]. 

Біологічні характеристики гібридів. Титан 220 СВ – середньоранній гібрид 

з вегетаційним періодом від 113 до 120 днів. Рослини в середньому висотою до 

215-230 см, на головному стеблі 10-12 надземних вузлів і 16 листків. Качан 

циліндричної форми, формується на висоті 75-80 см, довжина 18-21 см, маса 220-

250 г, 16 рядів зерен, добре озернена верхівка. Зерно кременисто-зубоподібне, 

жовтого кольору, маса 1000 зерен 280-300 г [339]. 

Поліський 177 МВ – ранньостиглий гібрид з вегетаційним періодом від 

сходів до повної стиглості – 99-108 днів. Рослини в середньому висотою 218-225 

см, надземних вузлів на стеблі – 11-12, листків – 14-15. Качан циліндричної 

форми, формується на висоті 80-85 см, маса – 215-223 г, 16 рядів зерен, добре 

озернена верхівка. Зерно кременисто-зубоподібне, жовтого кольору, маса 1000 

зерен – 232-240 г [338]. 

Оцінки радіобіологічних характеристик гібридів. Перед плануванням 

циклу експериментальних досліджень було проведено оцінки радіобіологічних 

характеристик гібридів кукурудзи, використаних в роботі. Відомо, що частота 

цитогенетичних аномалій (Aб, %) є визнаним маркером радіаційного впливу 

[220]. Оцінювали три важливі цитогенетичні параметри: частоту цитогенетичних 
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аномалій, їх спектр (хромосомні чи хроматидні аберації та їх види) та  мітотичний 

індекс (МІ, %),  залежно від дози опромінення. 

В якості пошкоджуючих доз використовували гостре УФ-С-опромінення 3-

добових проростків двох гібридів кукурудзи: Поліський 177 МВ і Титан 220 СВ 

за допомогою опромінювача бактерицидного ОБН-150М (Україна) з лампами  

Philips Special TUV 30 W, потужність дози - 6,25Вт/м2, довжина хвилі УФ-С – 253 

нм. Застосовані дози: 1 кДж/м2, 3 кДж/м2, 6,2 кДж/м2, 7,2 кДж/м2 та 9 кДж/м2. 

На рис. 2.1 наведено дозові залежності частоти цитогенетичних аномалій 

(Aб, %) для гібридів Поліський 177 М і Титан 220 СВ. Як видно з графіку, криві 

дуже відрізняються між собою. За всього діапазону використаних доз 

спостерігається зростання Аб, % відносно контролю для Поліського гібриду. 

Цікаво, що доза в 7,2 кДж/м2 спричиняє більшу Аб, % ніж доза в 9 кДж/м2. Це 

можна пояснити активізацією функціонування пунктів перевірки клітинного 

циклу і успішною репарацією ДНК від пошкоджень. 

Для гібриду Титан характерна немонотонна дозова залежність, що 

характеризується кількома екстремумами за частотою цитогенетичних аномалій. 

Перший – при дозі 1 кДж/м2, характеризується її зниженням відносно 

контрольного варіанту. Такий результат пояснюється активізацією роботи систем 

репарації ДНК опромінених клітин. Другий екстремум – при дозі 6,2 кДж/м2 

характеризується максимальною Аб, %, що може бути спричинене арештом 

клітинного циклу для забезпечення якісної репарації і виходом G0-клітин із стану 

спокою для відновлення клітинного складу меристематичної тканини. Дози 7,2 та 

9 кДж/м2 спричиняють поступове зниження частоти цитогенетичних аномалій, 

можливо внаслідок відновлення ДНК пошкоджених опроміненням клітин. 
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Рис. 2.1. Дозові залежності частоти цитогенетичних аномалій (Aб, %) для гібридів 

Поліський 177 МВ і Титан 220 СВ. 

  

          

Рис. 2.2. Дозові залежності виходу мітотичного індексу (МІ, %) для гібридів 

Поліський 177 МВ і Титан 220 СВ. 
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Отже, вигляд таких дозових залежностей Аб, % може бути спричинений по-

перше, гетерогенністю меристематичної тканини, так як до її складу входять 

клітини, що діляться і ті, що перебувають в стані спокою; по-друге – стратегією 

організму відновити клітинний склад меристеми. Адже при опроміненні і 

пошкодженні ДНК клітин запускаються системи репарації і зупиняється 

клітинний цикл для оптимального відновлення структури ДНК [312, 313]. 

Аналіз залежності МІ, % від дози опромінення для дослідних гібридів 

наведено на рис. 2.2. Поліський характеризується достовірним зростанням МІ, % 

на 4 добу після опромінення в дозах 1, 7,2 та 9 кДж/м2, що може бути пов’язане з 

виходом в клітинний цикл клітин, що перебували в стані спокою, або 

активізацією швидкої SOS-репарації.  

Співставлення цього показника з Аб, % (рис. 2.1) показує, що останній 

параметр зростає відносно контролю, отже нормальної повноцінної репарації не 

відбувається і чек-пойнти клітинного циклу не функціонують в повному обсязі. 

Опромінення в дозах 3 та 6,2 кДж/м2 характеризується, навпаки, зниженням МІ, 

% відносно контролю і високою Аб, %. Такий феномен можна пояснити арештом 

клітин, що діляться мітотично і зупинкою клітинного циклу.  

Показники МІ, % для Титану при дозі 3 кДж/м2 ілюструють достовірне 

зростання цього параметру відносно контролю і порівняно низьку Аб, % (рис. 2.1-

2.2), можливо, внаслідок відновлення меристемою свого клітинного пулу за 

рахунок клітин в стані спокою. Подальше спадання цитогенетичних показників 

свідчить або про виснаження меристеми і загибель клітин, або про арешти 

мітотичних клітин в пунктах перевірки. 

Співвідношення цитогенетичних аномалій визначали за наступними 

критеріями: походження аберацій – хромосомні чи хроматидні, а також тип 

аномалій – мости, фрагменти, хромосоми чи хроматиди, що відстають.  

На рис. 2.3 зображено співвідношення Аб, % за різних доз опромінення.  
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Рис. 2.3. Співвідношення цитогенетичних аномалій за різних доз опромінення для 

гібридів Поліський 177 МВ (А) і Титан 220 СВ (Б). 
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Для обох гібридів характерна поява великої кількості мостів – як 

хромосомних, так і хроматидних: для Поліського найбільша Аб, % для 

контрольного, неопроміненого варіанту, в усіх дослідних варіантах цей показник 

нижчий відносно контролю (рис. 2.3, А). Для Титану найбільша частота таких 

аномалій характерна при опроміненні в дозі 6,2 кДж/м2, що корелює з 

пошкоджуючим впливом даної дози (рис. 2.2, Б-2.3, Б).  

Для Титану характерний більш широкий спектр цитогенетичних аномалій – 

як у контролі, так і в дозах до 7,2 кДж/м2, а опромінення в дозі 9 кДж/м2 

стимулювало появу лише хромосомних і хроматидних мостів (рис. 2.3, Б).  

Для Поліського, навпаки, опромінення в дозі 9 кДж/м2 призвело до широкого 

спектру аномалій – хроматидних фрагментів і хроматид, що відстають (рис. 2.3, 

А). Найвужчий характерний для опромінення в дозі 6,2 кДж/м2. 

Порівняння спектру хромосомних аберацій за умов гострого УФ-С-

опромінення з аналогічним показником, що одержано за умов хронічного гамма-

опромінення свідчить, що відмінності між ними полягають у відсутності за 

останніх умов виходу хроматидних фрагментів.    

 

2.2. Режими опромінення та методи проведення досліджень 

 

В дослідженнях було викростано насіння і 3-7-добові проростки двох 

гібридів кукурудзи: Поліський 177 МВ і Титан 220 СВ. При проведенні дослідів 

дотримувались оптимальних для проростання насіння і проростків умов. Насіння 

пророщували на піддонах зі зволоженим фільтрувальним папером, в термостаті за 

температури +22-+240С. Проростки висаджували на решітки, які розташовували 

на ємкостях, заповнених вістояною чистою водою таким чином, щоб корені 

проростка була занурені в воду повністю. При проведенні опромінення проростки 

переносили на ємність без води. Повторюваність кожного експерименту – 

семикратна-восьмикратна. 

Режими опромінення. Гостре фракціоноване УФ-С-опромінення 

проростків з різними часовими інтервалами; гостре опромінення в режимі 
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«адаптивна – ударна доза» з різними часовими інтервалами; хронічне 

опромінення насіння; комбіноване опромінення: УФ-С-опромінення проростків, 

що походили з попередньо гамма-опроміненого сухого насіння.  Для гострого 

УФ-С-опромінення використовували опромінювач бактерицидний ОБН-150М 

(Україна) з лампами  Philips Special TUV 30 W, потужність дози - 6,25 Вт/м2, 

довжина хвилі УФ-С – 253 нм. В якості джерела хронічного гамма-опромінення 

насіння використовували скляну ємність з розчином солі 137CsCl., потужність дози 

складала 12,9 мкА/кг. 

В першій серії експериментів було застосовано такі варіанти: 

1 – контроль (проростки, що не опромінювалися); 

2 – 1 год (проростки, що отримали послідовні фракції опромінення з 

інтервалом 1 год); 

3 – 4 год (проростки, що отримали послідовні фракції опромінення з 

інтервалом 4 год); 

4 – 1 доба (проростки, що отримали послідовні фракції опромінення з 

інтервалом 1 доба); 

5 – 0 год (проростки, що отримали повну дозу при одномоментному 

опроміненні). 

При використанні комбінованого опромінення, тобто  хронічного гамма-

опромінення сухого насіння з наступним гострим УФ-С-опроміненням 

проростків, дослідження проводили з використанням гібриду Титан.  

Проростки, отримані як з попередньо гамма-опроміненого сухого насіння 

(накопичена доза – 4-4,5 Гр), так і неопроміненого насіння, опромінювали УФ-С в 

режимі «адаптивна-ударна доза» з використанням двох часових інтервалів між 

опроміненнями – 4 години і 1 доба. В результаті отримані дві групи проростків – 

без попереднього гамма-опромінення (НО) насіння і з попередньо гамма-

опроміненого насіння (ПО). Експеримент включав 12 варіантів (табл. 2.1). 
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Таблиця 2.1. 

Дослідні варіанти другої серії експериментів 

Хронічне 
гамма-

опромінення 

Опромінення УФ-С в 
режимі «адаптивне-ударне» 

Часовий 
інтервал між 
адаптивним і 
ударним 

опромінення
ми 

Варіанти 

ПО 
 

НО 
 

АД 
 

УД 
 

ПД 
 

∆t=4
год 

∆t=24 
год 

1.  НО,  контроль  +      
2.  НО, АД  + +     
3.  НО, АД+УД, 

∆t=4год 
 + + +  +  

4.  НО, ПД 
(одночасно з 
опроміненням 
варіанта 3) 

 +   +   

5.  НО, АД+УД, 
∆t=24год 

 + + +   + 

6. НО, ПД 
(одночасно з 
опроміненням 
варіанта 5) 

 +   +   

7. ПО, контроль +       
8. ПО,АД  +  +     
9. ПО, АД+УД, 

∆t=4год 
+  + +  +  

10. ПО, ПД 
(одночасно з 
опроміненням 
варіанта 9) 

+    +   

11. ПО, АД+УД, 
∆t=24год 

+  + +   + 

12. ПО, ПД 
(одночасно з 
опроміненням 
варіанта 11) 

+    +   

 

Дослідження впливу початкового стану метилування обох форм ДНК на 

радіостійкість рослини і подальший розвиток адаптивної реакції проведене 

шляхом виділення в довільній вибірці насіння гібриду кукурудзи Поліський 177 
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МВ субпопуляції, які мають різну швидкість проростання,  з подальшим УФ-С 

опроміненням в різних режимах кожної із них. 

Проростаюче насіння було розділене на 3 групи. До субпопуляції, що 

проростає швидко, (ШП) було віднесене насіння, що проростає через добу після 

замочування,  до насіння середньої швидкості проростання (СП) те, що проростає  

між першою та другою добою, до субпопуляції з повільною швидкістю 

проростання (ПП) -  насіння, яке проростає на третю добу набубнявіння.  

Третя серія експерименту включала 6 варіантів (табл. 2.2). 

 

Таблиця 2.2. 

Дослідні варіанти третьої серії експериментів 

Гостре УФ-С 

опромінення в дозі 7,2 

кДж/м2 

Групи проростків, залежно 

від швидкості проростання 

Варіанти 

опромінені неопромінені ШП СП ПП 

1. ШП  + +   

2. ШП+УФ-С +  +   

3. СП  +  +  

4. СП+УФ-С +   +  

5. ПП  +   + 

6. ПП+УФ-С +    + 

 

В останній серії експериментів при комбінованому УФ-С-опроміненні 

епігенетично-різних проростків в режимі «адаптивна-ударна доза» з різними 

часовими інтервалами, використовували насіння і проростки гібриду Поліський 

177 МВ. На другу добу проростаюче насіння було розділене на 3 групи, залежно 

від швидкості проростання: ШП, СП, ПП. 

Тридобові проростки опромінювали УФ-С в режимі «адаптивна-ударна доза» 

з використанням часових інтервалів в 4 години та 1 добу. Експеримент включав 

18 варіантів (табл. 2.3). 
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Таблиця 2.3. 

Дослідні варіанти четвертої серії експериментів 

Групи 
проростків, 
залежно від 
швидкості 
проростання 

Опромінення УФ-С в режимі 
«адаптивне-ударне» 

Часовий 
інтервал 
між 

адаптивни
м і 

ударним 
опромінен
нями 

Варіанти 

Ш
П 

С
П 

П
П 

АД 
 

УД 
 

ПД 
 

∆t=
4го
д 

∆t=2
4 год 

1.  ШП,     
контроль 

+        

2.  ШП, АД +   +     
3.  ШП, 

АД+УД, 
∆t=4год 

+   + +  +  

4.  ШП, ПД 
(одночасно з 
опромінення
м варіанта 3) 

+     +   

5.  ШП, 
АД+УД, 
∆t=24год 

+   + +   + 

6. ШП, ПД 
(одночасно з 
опромінення
м варіанта 5) 

+     +   

7. СП, 
контроль 

 +       

8. СП,АД   +  +     
9. СП, АД+УД, 

∆t=4год 
 +  + +  +  

10. СП, ПД 
(одночасно з 
опромінення
м варіанта 9) 

 +    +   

11. СП, АД+УД, 
∆t=24год 

 +  + +   + 

12. СП, ПД  +    +   
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(одночасно з 
опромінення
м варіанта 
11) 

13. ПП, 
контроль 

  +      

14. ПП,АД    + +     
15. ПП, АД+УД, 

∆t=4год 
  + + +  +  

16. ПП, ПД 
(одночасно з 
опромінення
м варіанта 9) 

  +   +   

17. ПП, АД+УД, 
∆t=24год 

  + + +   + 

18. ПП, ПД 
(одночасно з 
опромінення
м варіанта 
11) 

  +   +   

 

Цитогенетичні дослідження проводили на апікальній меристемі кореня. 

Відбір проб для цитогенетичного аналізу проводили на 4 добу після опромінення. 

Після відокремлення від кореня, апекси занурювали в фіксатор Бродського 

(оцтова кислота : етиловий спирт : формалін = 0,3 : 1 : 3) на дві години. Після 

цього промивали 70% етиловим спиртом (3-4 рази). Мацерацію проводили за 

допомогою лужного гідролізу 20% NaOH протягом 2 годин; відмивали 

дистильованою водою 15 хвилин. Для фарбування застосовували суміш 

ацетоорсеїну та соляної кислоти (ацетоорсеїн : 1 М НСl= 1: 1) протягом 16-18 

годин. Пофарбований матеріал промивали 45%-ою CН3СOOH, а потім – готували 

давлені препарати. Використовували по 10 паралельних проб та аналізували по 5-

10 тис. клітин. Беручи до уваги специфіку рослинних тканин, дослідження 

хромосомних аберацій проводили анафазно-телофазним методом. Вибірка клітин 

в анафазі кожного препарату складала не менше 300-350. 

Молекулярні методи дослідження. ДНК виділяли з пагонів 6-добових 

проростків кукурудзи з використанням набору реагентів DiatomTM DNA Prep100 
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на базі NucleoS-сорбенту. Використовували стандартний протокол для виділення 

ДНК фірми-постачальника. 

Вимірювання концентрації отриманого розчину ДНК проводили на 

спектрофотометрі BioPhotometer Plus Eppendorf v.1.35 з використанням 

стандартної методики [7]. 

Рестрикційний аналіз проводили в чотириканальному ДНК-ампліфікаторі 

«Терцик». Використовували 3 типи рестриктаз: MspI (5’…C*CGG…3’), HpaII 

(5’…CCGG…3’) та MboI (5’…GATC…3’) (фірма Fermentas, Німеччина) за 

стандартним протоколом фірми-постачальника.  

Складові реакції рестрикції наведено в таблиці 2.4. Умови проведення 

реакції рестрикції: 16 год за температури 37°С, зупинка реакції - 20 хв за 65°С 

(для HpaII та MboI) і 20 хв за 80°С (для MspI). 

ПЛР, як і реакцію рестрикції, проводили в чотирьохканальному ДНК-

ампліфікаторі «Терцик» («ДНК-технологія», Москва). Використовували праймери 

до мінісателітних послідовностей ISSR (inter simple sequence repeat 15-soro, 

послідовність - 5’-АС-АС-АС-АС-АС-АС-АС-АС-<C>-3’), а також праймери до 

транскрибованих послідовностей ITS1 (internal transcribed spacer 1, послідовність 

- 5’-ТСС-GTA-GGT-GAA-CCT-GCG-G-3’), та ITS4 (internal transcribed spacer 4, 

послідовність - 5’-ТСС-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT-GC-3’). Обидва типи праймерів 

синтезовані фірмою «Metabion» (Німеччина). Використовували набір реагентів 

GenPak® PCR Core – ліофілізовані сухі суміші, готові для ампліфікації ДНК. 

Складові ПЛР наведено в таблиці 2.5. 

Ампліфікація з ISSR-праймерами складалася з наступних етапів: початкова 

денатурація 5 хв за температури 94°С, 40 циклів; денатурація за температури 94°С 

- 45 сек, відпалювання праймерів 52°С - 45 сек, елонгація за температури 72°С - 

90 сек; кінцева елонгація тривала 7 хв за температури 72°С [244]. 
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Таблиця 2.4 

Складові реакції рестрикції і сайти впізнавання рестриктаз 

Складові реакції Загальний 

об’єм* 

Рестриктаза і сайт 

впізнавання 

Ферме

нт 

10x 

буфер 

Tango 

геномн

а ДНК 

деіоніз

ована 

вода 

 

HpaII  

5’…C↓CGG…3’ 

3’…GGC↑C…5’ 

MboI 

5’…C*↓GATC………3’ 

3’………CTAG↑*C…5’ 

 

 

0,2 од. 

(0,3 

мкл) 

 

 

17,7 

мкл 

MspI 

5’…C↓*CGG…3’ 

3’…GGC*↑C…5’ 

0,6 од. 

(0,9 

мкл) 

 

 

 

 

2 мкл 

 

 

 

 

500 нг 

(5 мкл) 

17,1 

мкл 

 

 

 

 

25 мкл 

*Суміш вкривали 20 мкл вазелінової олії 

 

ПЛР з використанням ITS-праймерів складалася з наступних етапів: 

початкова денатурація протягом 1,5 хв за 94°С, 5 циклів; потім – додатково 40 

циклів денатурації за температури 94°С - 15 сек; відпалювання праймерів – за 

температури 55°С - 15 сек та елонгація при 72°С - 15 сек. Наступне - 

«закріплення»: денатурація за температури 94°С - 10 сек, відпалювання праймерів 

за умов 55°С - 10 сек; елонгація за умов 72°С - 10 сек; кінцева елонгація - 5 хв при 

72°С [14]. 

Отримані продукти ПЛР та рестрикційного аналізу розділяли в 1,0% 

агарозному гелі з ТБЕ-буфером в присутності бромистого етидію і візуалізували 

на UV-трансілюмінаторі. При постановці електрофорезу в лунки гелю вносили 

однаковий об’єм продуктів ПЛР та рестрикції – 5 мкл. В якості маркерів 

молекулярної ваги використовували GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use  
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Таблиця 2.5 

Складові полімеразної ланцюгової реакції 

 ISSR-ПЛР ITS-ПЛР 

Taq-полімераза, 

інгібована для 

«швидкого старту» 

 

1 од. 

PCR-розчинник 10 мкл 

MgCl2 2,5 мМ 

dNTP по 200 мкМ 

ITS1 – 0,1 мМ (0,8 мкл) Праймер ISSR – 0,1 мМ (1,6 мкл) 

ITS4 – 0,1 мМ (0,8 мкл) 

геномна ДНК 200 нг (2 мкл) 

вода деіонізована 6,4 мкл 

Загальний об’єм 

суміші* 

20 мкл 

*Суміш вкривали 20 мкл вазелінової олії 

 

(Fermentas), з довжиною фрагментів 1000, 750, 500, 250 і 50 пар нуклеотидів; 

FastRuler 10000-500 bp High-Range DNA Ladder ready-to-use (Fermentas) з 

довжиною фрагментів 10000, 4000, 2000, 1000 і 500 пар нуклеотидів; FastRuler 

1500-50 bp Law-Range DNA Ladder ready-to-use (Fermentas), з довжиною 

фрагментів 1500, 850, 400, 200 і 50 пар нуклеотидів. 

Методи статистичного аналізу. Статистичну обробку отриманих даних, 

включаючи обчислення лінійної кореляції Браве-Пірсона та рангової кореляції 

Спірмена виконували з використанням традиційних методів статистичного 

аналізу [325] у електронних таблицях Office Excel. 
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ГЛАВА 3 

ЗВ’ЯЗОК ЗМІН  ПРОФІЛІВ  МЕТИЛУВАННЯ ДНК З 

РАДІОСТІЙКІСТЮ ЗА УМОВ ГОСТРОГО ФРАКЦІОНОВАНОГО 

ОПРОМІНЕННЯ РОСЛИНИ 

 

Дослідження, що здійснюється на цілісній рослині, повинно враховувати 

існування ієрархічної структури захисних реакцій організму та різницю у часах їх 

розвитку. Наприклад, відомо, що репарація однониткових розривів здійснюється 

за 1-4 години, а двониткових – за 24 години [300], швидкість відновлення 

клітинного поділу після опромінення займає від 3 до 7 діб [308]. 

Тому запропонована схема експерименту поєднує різні часові інтервали між 

фракціями опромінення (1, 2, 4, 24 години) з подальшим дослідженням динаміки 

цитогенетичних показників протягом декількох діб і направлена на виявлення  

ключових – популяційних, клітинних та внутрішньоклітинних процесів розвитку 

ураження і відновлення, а також має вказати на їх зв’язок з тією частиною 

епігенетичних змін, які пов’язані з процесами метилування ДНК. 

 

3.1. Оцінка мітотичного індексу та частоти  хромосомних аберацій 

 

Одержані дані свідчать, що при  фракціонованому  опроміненні у повній дозі 

від 6,2 до 9 кДж/м2 для всіх інтервалів між фракціями через добу спостерігається 

різке зниження відсотку мітотичних клітин, що відображає зупинку у «точках 

перевірки»  (checkpoints) руху клітин циклом. Вивчення динаміки цитогенетичних 

показників залежно від часу після опромінення при фракціюванні дози 7,2 кДж/м2 

(3,6+3,6 кДж/м2) з інтервалами між фракціями 1, 2, 4 години та 1 доба свідчить 

про складну динаміку МІ, % та Аб, % (рис. 3.1, А-Г). 
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Рис. 3.1. Динаміка цитогенетичних показників при фракціюванні УФ-С 

опромінення в дозі 7,2 кДж/м2. А – інтервал між фракціями 1 година, Б – інтервал 

між фракціями 4 години, В – інтервал між фракціями 1 доба, Г – інтервал між 

фракціями 0 годин. 

 

На другу – третю добу після опромінення затримка змінюється значним 

зростанням цих показників («хвилею мітозів») (рис. 3.1, А-Г) з наступним 

зниженням і поверненням до стану, близького до стаціонарного на 4 добу, 

значення якого визначається інтервалами між фракціями і дозою опромінення 

(рис. 3.2). Відповідно зростання долі клітин, що перебувають у фазі мітозу, 

спостерігаються і  зміни  частоти хромосомних аберацій. За цим критерієм  (рис. 

3.2) відсутнє монотонне зростання відносної радіорезистентності залежно від 

часу між фракціями, що очікувалось би при функціонуванні відомих 
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внутрішньоклітинних механізмів зміни цього показника, наприклад, зростанні 

ефективності репарації чи антиоксидатних процесів. 

 

 

Рис. 3.2. Вплив тривалості міжфракційного інтервалу на мітотичний індекс (МІ, 

%) та частоту хромосомних аберацій (Аб, %) на 4 добу після фракціонованого 

УФ-С опромінення в сумарній  дозі 7,2 кДж/м2. 

 

Отже, отримані дані вказують, що при інтервалах між фракціями в 1 та 4 

години відбувається активізація поділу клітин для відновлення меристематичних 

тканин або вихід клітин спокою з G0 фази. Щодо інтервалу між фракціями в 1 

добу, не відбувається достовірного зростання мітотичного індексу, що може бути 

пов’язане із довшим перебуванням клітин в точках перевірки клітинного циклу 

(checkpoints).  

На рис. 3.3 зображена динаміка цитогенетичних параметрів при 

фракціюванні дози 9 кДж/м2 з інтервалами між фракціями 1 година (рис. 3.3, А), 4 

години (рис. 3.3, Б), 1 доба (рис. 3.3, В) та без фракціювання, тобто коли 

опромінення в повній дозі відбувалось одномоментно (рис. 3.3, Г). Проби 

відбирали в різний час після опромінення: на 1, 2, 3 та 4 добу. При фракції 4 

години спостерігається чітке зниження мітотичного індексу відносно 

контрольного варіанту, що може свідчити про блокування клітинного циклу і 

зупинку клітин для перевірки цілісності ДНК; найнижча частота хромосомних 
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аберацій, порівняно з іншими варіантами, може вказувати на загибель усіх 

опромінених клітин і відновлення наповнення меристеми непошкодженими 

клітинами, що перебували в стані спокою (рис. 3.3, Б). 

 

 

 

  
 

Рис. 3.3. Динаміка цитогенетичних показників при фракціюванні УФ-С 

опромінення в дозі 9 кДж/м2. А – інтервал між фракціями 1 година, Б – інтервал 

між фракціями 4 години, В – інтервал між фракціями 1 доба, Г – інтервал між 

фракціями 0 годин.  

 

Судячи з рис. 3.3 (А-Г) для всіх варіантів характерні хвилі мітозів, що може 

бути пов’язано із зняттям арешту клітинного циклу і виходом в нього клітин, які 

перебували на стадії перевірки. Гістограма (рис. 3.4) показує, що за критерієм Аб, 

% не спостерігається монотонного зростання радіочутливості зі зростанням часу 

між фракціями, що слід очікувати при функціонуванні відомих 

внутрішньоклітинних механізмів зміни радіочутливості, наприклад збільшення 
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ефективності репарації чи антиоксидатних процесів. Це змушує повернутися до 

найважливішого теоретичного питання про механізми суттєвої нелінійності і 

немонотонності відповіді біосистем на дію стресового фактору. 

 

 

Рис. 3.4. Вплив тривалості міжфракційного інтервалу на мітотичний індекс (МІ, 

%) та частоту хромосомних аберацій (Аб, %) на 4 добу після фракціонованого 

УФ-С опромінення в сумарній  дозі 9 кДж/м2. 

 

Результати свідчать, що при фракціонуванні дози з інтервалом 1-4 години 

спостерігаються пропорційне зростання МІ, % і Аб, %, не характерних для 

інтервалу між послідовними фракціями, що дорівнює 1 добі. 

Інтерпретуючи ці явища слід враховувати не лише можливості змін в 

активності внутрішньоклітинних захисних і репараційних процесів після першого 

опромінення, але і особливості будови твірних тканин рослин [313, 319]. 

Меристема є гетерогенною тканиною за кількома показниками. По-перше, це 

асинхронна популяція з достатньо рівномірним розподілом клітин по клітинному 

циклу, які перебувають в різних функціональних станах і, у з’вязку з цим, мають 

різну радіочутливість [309]. По-друге, в меристемі знаходяться клітини в стані 

спокою: стовбурові клітини центру спокою і невелика частина клітин, 

розподілених в меристемі дифузно [311]. Для таких систем потенційно можливі 

  0 

  2 

  4 

  6 

   8 

10 

12 

K 1 год 4 год 1доба 0 год 

%
 

Аб 

MI 

Варіанти 



 80 

три механізми виникнення «хвилі мітозів», що спостерігаються після їх затримки 

у зв’язку з опроміненням: 

1. Різке зростання тривалості мітозу; 

2. Перехід до поділу клітин спокою, які менше пошкоджені 

опроміненням; 

3. Пришвидшене проходження мітотичного циклу пошкодженими 

клітинами, що в момент опромінення перебувають в радіочутливих фазах циклу, 

без достатнього завершення репараційних процесів чи помилкової репарації. 

Очевидно, що лише в останньому випадку будуть спостерігатися прямо 

пропорційні зміни між мітотичним індексом та частотою хромосомних аберацій. 

Для кількісного підтвердження цього припущення доцільно провести статистичну 

оцінку взаємозв’язку між цими показниками. 

 

3.2. Статистичний аналіз взаємозв’язку частоти цитогенетичних 

аномалій та мітотичного індексу за умов фракціонованого опромінення 

 

Для кількісної перевірки прямопропорційного зв’язку між цими двома 

цитогенетичними показниками, було проведено оцінку коефіцієнта лінійної 

кореляції Браве-Пірсона [330]. Ці оцінки, здійснені для невеликих вибірок (п<30), 

досліджених в даних експериментах, свідчать, що при фракціюванні дози 7,2 

кДж/м2 та інтервалі між фракціями 1 година (рис. 3.5. А) має місце високе 

значення коефіцієнта кореляції (R=0,79) між мітотичним індексом та виходом 

хромосомних аберацій при рівні значущості α=1%. При інтервалі між 

послідовними фракціями, що дорівнює 4 години (рис. 3.5, Б), значення 

коефіцієнта кореляції та рівня значущості знижуються (R=0,67, α=5%). При 

інтервалі між фракціями 1 доба відбувається подальше зниження коефіцієнта 

кореляції: R=0,39 при α=5% (рис. 3.5, В). Це вказує на перехід до активної 

проліферації клітин спокою, а зростання чутливості за показником виходу 

хромосомних аберацій, може свідчити про вплив другої фракції опромінення 
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(через 1 добу) на групу клітин, що синхронно перейшли до активного поділу зі 

стану спокою. 

 

  

 

Рис. 3.5. Кореляція між мітотичним індексом (МІ, %) та частотою хромосомних 

аберацій (Аб, %) при різних інтервалах між фракціями дози в 7,2 кДж/м2. А – 

інтервал між фракціями 1 година, Б – інтервал між фракціями 4 години, В – 

інтервал між фракціями 1 доба.  

 

Синхронність такого переходу, тобто одночасне проходження всіма 

резервними клітинами радіочутливих фаз циклу, співпадає з моментом 

повторного опромінення, що й  може зумовлювати той факт, що адаптивний 

ефект найменш виражений саме при цьому інтервалі між фракціями. 

При опроміненні у дозі 9 кДж/м2 та інтервалі між фракціями 1 година 

коефіцієнт лінійної кореляції між МІ, % та Аб, % становить R=0,44 при рівні 

значущості α=1% (рис. 3.6, А). При інтервалі між послідовними фракціями, що 
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дорівнює 4 години, значення коефіцієнта кореляції та рівня значущості далі 

знижуються (R=0,24, α=5%) (рис. 3.6, Б).  

 

  

 

Рис. 3.6. Кореляція між мітотичним індексом (МІ, %) та частотою хромосомних 

аберацій (Аб, %) при різних інтервалах між фракціями дози в 9 кДж/м2. А – 

інтервал між фракціями 1 година, Б – інтервал між фракціями 4 години, В – 

інтервал між фракціями 1 доба.  

 

При інтервалі між фракціями 1 доба спостерігається від’ємне значення 

коефіцієнта кореляції: R= - 0,21 при α=5% (рис. 3.6, В). Це вказує  на зниження 

ефективності першого репопуляційного механізму, пов’язаного зі скороченням 

часу находження уражених клітин у фазі перевірки. 

Таким чином, одержані дані і їх статистичний аналіз свідчать про 

співіснування у меристематичних тканинах двох форм репопуляції, активізація 

яких залежить як від дози, тобто ступеню ураження, так і від інтервалу між 
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послідовними фракціями опромінення [313, 326]. Перша, «швидка», 

спостерігається при застосуванні порівняно невисоких доз і з меншим інтервалом 

між фракціями. Вона пов’язана з пришвидшеним переходом до мітозу клітин з 

незавершеною чи помилковою репарацією, що й призводить до високої 

кореляційної залежності між показниками мітотичного індексу та виходом 

нестабільних хромосомних аберацій. Друга, що спостерігається при більшому 

інтервалі між послідовними впливами і більш високій дозі, але також на фоні 

«хвилі мітозів», пов’язана з активацією клітин спокою та їхнім переходом до 

поділу, або з поєднанням обох процесів [229]. 

 

3.3. Вплив гострого фракціонованого УФ-С-опромінювання на зміну 

профілю метилування функціонально різних послідовностей ДНК 

 

Дослідженнями цитогенетичних параметрів зареєстровано достовірну зміну 

радіостійкості проростків кукурудзи залежно від УФ-С опромінення з різними 

інтервалами між фракціями. Статистичний аналіз вказує на існування двох форм 

репопуляційного відновлення. Наступним кроком була перевірка вихідних 

профілів метилування ДНК та їх зміну залежно від опромінення УФ-С в режимі 

фракціювання. 

На рис. 3.7. наведено електрофореграму контролю нативності виділеної ДНК. 

Ці дані свідчать про відсутність значущої фрагментації ДНК, яка мала б місце при 

апоптозі, індукованому УФ-С опроміненням. 

Електрофореграми розділення продуктів ампліфікації нативної ДНК з ISSR 

(рис. 3.8, А) та ITS праймерами (рис. 3.8, Б) свідчать про відсутність відмінностей 

між контролем та всіма дослідними варіантами, незалежно від умов опромінення. 

Це  вказує на відсутність фрагментації виділеної ДНК. 

Електрофореграма розділення продуктів ISSR ампліфікації з MboI 

ендонуклеазою (рис. 3.9, А) свідчать про незначні відмінності в профілі 

метилування контрольних і опромінених зразків. 
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Рис. 3.7. Електрофореграма контролю нативності ДНК. М1 – FastRuler High-Range 

DNA Ladder ready-to-use, 10000-500 bp; 1 – контроль; 2 – інтервал між фракціями 

– 1 год; 3 – інтервал між фракціями – 4 год; 4 – інтервал між фракціями – 1 доба; 5 

– опромінення в повній дозі, або інтервал між фракціями – 0 год; М2 – FastRuler 

Law-Range DNA Ladder ready-to-use, 1500-50 bp. 

 

 

                   
 
Рис. 3.8. Електрофореграми розділення продуктів ампліфікації нативної ДНК з 

ISSR- (А) та ITS- (Б) праймерами. М1 – FastRuler High-Range DNA Ladder ready-

to-use, 10000-500 bp; 1 – контроль; 2 – інтервал між фракціями – 1 год; 3 – 

інтервал між фракціями – 4 год; 4 – інтервал між фракціями – 1 доба; 5 – 

опромінення в повній дозі, або інтервал між фракціями – 0 год; М2 – FastRuler 

Law-Range DNA Ladder ready-to-use, 1500-50 bp. 

 

Найбільш явні відмінності, що проявляються у вигляді додаткових 

ампліконів з більшою молекулярною масою, спостерігаються між контролем і 

варіантами, що відповідають опроміненню в повній дозі і повторному 

опроміненню через 1 добу. Це може вказувати на зменшення кількості сайтів 

рестрикції MboI (зниження рівня метилування в цих ділянках ДНК). 

 

А. Б. 
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Рис. 3.9. Електрофореграма розділення продуктів ампліфікації з ISSR (А) та ITS 

(Б) праймерами рестриктів реакції з MboI ендонуклеазою. М1 – FastRuler High-

Range DNA Ladder ready-to-use, 10000-500 bp; 1 – контроль; 2 – інтервал між 

фракціями – 1 год; 3 – інтервал між фракціями – 4 год; 4 – інтервал між 

фракціями – 1 доба; 5 – опромінення в повній дозі, або інтервал між фракціями – 

0 год; М2 – FastRuler Law-Range DNA Ladder ready-to-use, 1500-50 bp. 

 

Співставлення цього результату з даними цитологічного аналізу (рис. 3.4) 

показує, що ці варіанти відповідають найвищій частоті цитогенетичних аномалій. 

Розділення продуктів ампліфікації рестриктів інших ендонуклеаз не виявили 

відмінностей між всіма варіантами досліду.  

Електрофореграми розділення продуктів ампліфікації з ITS праймерами 

рестриктів реакції з MboI ферментом (рис. 3.9, Б) також показують відмінності в 

профілі метилування не лише між контрольними і опроміненими зразками, але і 

серед варіантів, опромінених з різними інтервалами між фракціями. Найбільш 

явні відмінності спостерігаються між контролем і варіантами, що відповідають 

опроміненню в повній дозі та з інтервалом між фракціями в 4 години. При цьому 

інтервалі спостерігається ускладнення структури ампліконів, пов’язане з появою 

високомолекулярного амплікону, що свідчить на користь  зниження метилування 

сайтів рестрикції MboI ферменту при одночасному опроміненні у повній дозі  7,2 

кДж/м2  . 

Електрофореграми розділення продуктів ампліфікації з HpaII ферментом 

(рис. 3.10, А) свідчать про відмінності в профілі метилування контрольних і 

опромінених зразків. Найсуттєвіша різниця спостерігається між контролем і 

варіантом, що відповідає опроміненню в повній дозі. Спрощення спектру 

ампліконів за рахунок зменшення низькомолекулярних ампліконів свідчить також 

   М1     1       2      3       4       5      М2         М1     1     2       3      4       5      М2   
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про зменшення сайтів рестрикції HpaII ферменту при дозі опромінення 7,2 

кДж/м2. 

Електрофореграма розділення продуктів ампліфікації рестриктів реакції з 

MspI ферментом (Б) показує відмінності в профілі метилування не лише 

контрольних між контрольними і  дослідними варіантами, але й між варіантами 

опроміненими у різних режимах . 

 

           
 

Рис. 3.10. Електрофореграма розділення продуктів ампліфікації з ITS праймерами 

рестриктів реакції з HpaII (А) та MspI (Б) ендонуклеазами. М1 – FastRuler High-

Range DNA Ladder ready-to-use, 10000-500 bp; 1 – контроль; 2 – інтервал між 

фракціями – 1 год; 3 – інтервал між фракціями – 4 год; 4 – інтервал між 

фракціями – 1 доба; 5 – опромінення в повній дозі, або інтервал між фракціями – 

0 год; М2 – FastRuler Law-Range DNA Ladder ready-to-use, 1500-50 bp. 

 

Найбільша різниця спостерігається між контролем і варіантами, що 

відповідають опроміненню в повній дозі та з інтервалом між фракціями 1 доба. 

Спрощення структури ампліконів, пов’язане зі зникненням низькомолекулярних 

бендів, свідчить про зменшення сайтів рестрикції MspI ферменту при дозі 7,2 

кДж/м2. 

Перерахунок довжин рестрикційних фрагментів різних варіантів досліду 

наведено у таблиці 3.1. Аналіз одержаних електрофореграм свідчить про 

відсутність змін профілів метилування порівняно з контролем у варіанта з 

інтервалом між послідовними фракціями 1 година, що відповідає цитогенетичним 

даним на користь репопуляції в меристемі за першим «швиким» механізмом. 

Перехід до включення у репопуляцію клітин спокою відповідає змінам у профілі 

метилування, особливо по сайтам рестрикції MboI-ендонуклеази. Цей  результат 
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може розглядатися як перехід від підтримуючого метилування до метилування de 

novo. 

Подальший аналіз електрофореграм підтверджує, з одного боку, 

встановлений у  дослідженнях інших авторів факт зменшення метилування 

сателітної ДНК за певними сайтами рестрикції, у даному випадку – MboI-

ендонуклеази за умов опромінення у режимах, що  викликають найбільше 

ураження, тобто у повній дозі та з інтервалом між фракціями  у 24 години.   

                                                                                                  

                                                                                                     Таблиця 3.1 

Довжини рестрикціних фрагментів (п.н.) одержані у першій серії 

експериментів.  

Рестриктази  

Варіанти  HpaII MspI MboI 

Контроль 1200, 550, 230 1200, 750, 450 

 

510, 390, 350 

інтервал між 

фракціями 1 год 

1200, 550, 230 1200, 750, 450 510, 390, 350 

інтервал між 

фракціями 4 год 

1200, 550 1200, 450 1050, 510, 390, 

350 

інтервал між 

фракціями 1 доба 

1200, 550 1200, 750 700, 510, 390, 350 

інтервал між 

фракціями 0 год 

1200, 375 1200, 750 700, 390 

 

Спостерігається поява рестрикційних фрагментів довжиною у 1050 та 700 

п.н. Зникнення низькомолекулярних рестрикційних фрагментів ДНК, що 

транскрибується, довжиною у 230 п.н. спостерігається  у варіантах з інтервалом 

між фракціями опромінення у 4 та 24 години та при одномоментному опроміненні 

у повній дозі, тобто при зниженні та відсутності адаптивної реакції організму 

згідно частоти хромосомних аберацій. Про це  свідчить  деметилування і за 



 88 

сайтами активності HpaII-рестриктази. Враховуючи відомості про механізми і 

типи метилування ДНК, одержані дані свідчать про збереження підтримуючого 

метилування транскрибуємої і сателітної ДНК за умов формування адаптивної 

реакції  при інтервалі в одну годину між послідовними фракціями опромінення, 

що  відображає підвищення радіорезистентності за рахунок конститутивних 

механізмів.  Відмінність спектру метилування відносно контролю у  варіанта з 4-

годинним інтервалом між фракціями опромінення свідчить про включення 

механізму метилування de novo, що, у випадку ДНК, що транскрибується, може 

відображати включення індуцибельної компоненти механізмів, які беруть участь 

у адаптації. Зниження вмісту низькомолекулярних фрагментів у варіантів з 24 –

годинним інтервалом між фракціями та при опроміненні у повній дозі вказує на 

часткове деметилування, що підтверджує результати цитогенетичного аналізу про 

виникнення найбільшого ураження.  

Найскладнішим для інтерпретації є зміна профілів метилування  сателітної 

ДНК. На даний час найдослідженішим механізмом, що  пояснює зміни 

рівней/профілей метилування сателітної ДНК, є зміна активності мобільних 

елементів геному. Особливо це суттєво для кукурудзи, так як приблизно 50% її 

сателітної ДНК представлено мобільними елементами [123]. Але активізація 

останніх в соматичних клітинах є рідкісною подією і має виключно негативні 

наслідки.  

На даний час функціональну важливість сателітної ДНК пояснюють 

концепції, які відводять їй важливу роль в просторовій організації хроматину 

[137]. Дослідженнями останніх років встановлено визначальну роль конформації 

хроматину в ефективності ініціації і проходження репараційних процесів [300]. 

Цей фактор є ключовим також при копіюванні теломерних ділянок, кон’югації 

хромосом під час мейозу і при гомологічній репарації подвійних розривів. Також 

встановлено наявність в сателітній ДНК промоторних ділянок ряда генів, 

ефективність функціонування яких можлива лише за умов певної конформації 

хроматину [248]. 
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Таким чином,  за встановленими змінами у профілях метилування сателітної і 

ДНК, що транскрибується, можуть знаходитися різні функціональні механізми  

виникнення адаптивної реакції. Зміни профілей метилування ДНК, що 

транскрибується, можуть свідчити про зміни експресії певних груп генів. Зміни 

профілей сателітної ДНК можуть впливати на структурну організацію хроматину, 

доступність ДНК як ушкоджуючим факторам, так і факторам репарації та 

транскрипції.     

 

Заключна частина  

Отримані в даній серії експериментів результати свідчать про різноманітність 

перебудов профілів метилування як ДНК, що транскрибується, так і сателітної, 

які залежать від дози та часу між послідовними сеансами опромінення. Найбільш 

повно виражена адаптивна реакція організму згідно Аб, %, спостерігається при 

інтервалі у 1 та 4 години між послідовними сеансами опромінення. Спектри 

рестрикційних фрагментів свідчать про збереження підтримуючого метилування 

при інтервалі між фракціями в 1 годину та певне переключення на метилування 

de novo при інтервалі в 4 години. Відмінність спектрів рестрикційних фрагментів, 

одержаних для різних варіантів досліду, відображають тісну взаємодію  

внутрішньоклітинних та репопуляційних процесів у змінах радіорезистентності 

рослин, включаючи  зміни онтогенезу клітин спокою, що підтверджено 

статистичним аналізом. Зміни в профілі метилування не тільки послідовностей 

ДНК, що транскрибуються,  а й сателітних, свідчать про можливість участі  

перебудов характеру метилування останніх у змінах резистентності клітини.  

Наступним етапом досліджень є продовження вивчення зв’язку  характеру 

перебудов профілів метилування функціонально різних послідовностей ДНК із 

формуванням адаптивної реакції цілісної рослини. При цьому будуть використані 

інші режими опромінення, які широко використовуються в радіобіології:  гостре 

УФ-С-опромінення в режимі «адаптивне-ударне», хронічнічне опромінення та 

комбіноване опромінення. 



ГЛАВА 4 

РАДІОАДАПТИВНА ВІДПОВІДЬ ЗА УМОВ ГОСТРОГО, 

ХРОНІЧНОГО ТА КОМБІНОВАНОГО ОПРОМІНЕННЯ 

 

З метою виявлення залежності метилування ДНК de novo  при 

формуванні адаптивної реакції від умов радіаційного впливу були 

використані  різні режими опромінення: «адаптивне - ударне», хронічне, 

комбіноване опромінення. Увага була сфокусована на відмінностях реакції в 

умовах широковідомого в лабораторних дослідженнях режиму - «адаптивне - 

ударне опромінення» організмів, що опромінюються вперше, та організмів, 

що на зародковій стадії підпали хронічному гамма-опроміненню, тобто 

мають «історію» накопичення дози, «біохімічну і цитогенетичну пам’ять» 

про цей процес. Залучаючи в дослідження рослинні організми, що походять з 

хронічно гамма-опроміненого насіння, варто розглядати всі особливості їх 

реакцій на гостре УФ-С-опромінення як кумулятивні ефекти, характер яких 

виявляється у процесі дослідження. 

Як описано у 2 главі, хронічне опромінення проводили протягом різних 

термінів; насіння знаходилось в повітряносухому стані, накопичена доза 

становила від 4 до 4,5 Гр при потужності  дози у 12,9 мкА/кг. Інтервали між 

сеансами гострого УФ-С-опромінення складали 1 год, 4 год і 1 доба, що 

дозволяє оцінити, хоч і дуже обмежено, комплекс процесів, які включаються 

у пострадіаційні реакції цілісної рослини. Відмінність у режимах гострого 

впливу полягала у неоднакових дозах послідовних сеансів опромінення - 

адаптивна доза складала 1 кДж/м2, ударна доза – 6,2 кДж/м2, потужність дози 

- 6,25 Вт/м2, λ= 253 нм. 

Дослідження, проведене таким чином, дає можливість проаналізувати 

характер змін цитогенетичних показників меристеми кореня проростків з 

опроміненного насіння і оцінити, як формування цитогенетичного 

кумулятивного ефекту впливає на формування радіоадаптивної відповіді на 

рівні клітинної популяції. Співставлення змін профілів метилування ДНК із 
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змінами частоти цитогенетичних аномалій дозволить встановити їх зв’язок із 

формуванням адаптованості цих двох груп рослинних організмів. 

 

4.1. Оцінка мітотичного індексу та частоти хромосомних аберацій 

 

На рис. 4.1-4.2 наведено дані щодо змін у частоті хромосомних аберацій 

у меристемі коренів проростків попередньо гамма-опромінених (ПО) та 

неопромінених (НО) за умов накопиченої дози гамма-опромінення 4 Гр (рис. 

4.1, А), 4,3 Гр (рис. 4.1, Б) та 4,5 Гр (рис. 4.2). Змін у формуванні адаптивної 

відповіді проростків з насіння без попереднього опромінення не 

спостерігається при повторних проведеннях експерименту. При 

нагромадженні дози хронічного опромінення реакція на гостре опромінення 

змінюється у проростків із ПО насіння: підвищується «лікуваліний» ефект 

адаптуючого опромінення, адаптивна відповідь зменшується і зникає при 

дозі 4,5 Гр хронічного опромінення (рис. 4.2). Вплив в адаптивній дозі 

спричиняє «лікувальний ефект» на проростки з ПО насіння за частотою 

хромосомних аберацій. Поведінка цитогенетичних показників дуже 

відрізняється для проростків, отриманих з ПО (рис. 4.2) та НО насіння. 

Отримані при повторних експериментах значення відрізняються кількісно, 

але якісно дають схожу тенденцію: опромінення ПО проростків в режимі 

«адаптивне-ударне», призводить до слабко вираженого лікувального ефекту, 

знижуючи вихід хромосомних аберацій. 

Режим впливу «адаптивна, через 4 години – ударна доза» призводить до 

появи адаптивної відповіді у проростків без попереднього опромінення, чого 

не спостерігається при інтервалі в 1 добу. У проростків з ПО насіння 

адаптивна відповідь була відсутня при обох інтервалах між адаптивним і 

ударним опроміненнями. Пояснення такого феномену можливе з точки зору 

гетерогенності клітинного складу меристематичної тканини і у зв’язку з цим,  
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Рис. 4.1. Зміни у частоті хромосомних аберацій (Аб, %) у меристемі коренів 

проростків, що походять з попередньо гамма-опроміненого (ПО) та 

неопроміненого насіння (НО). А – накопичена доза гамма-опромінення 4 Гр; 

Б – накопичена доза гамма-опромінення 4,3 Гр. 1 – контроль; 2 – 1 кДж/м2; 3 

– 1 кДж/м2 + 6,2 кДж/м2 через 4 год після адаптивної дози; 4 – повна доза 7,2 

кДж/м2, одночасно з опроміненням варіанта 3 в ударній дозі; 5 – 1 кДж/м2 + 

6,2 кДж/м2 через 1 добу після адаптивної дози; 6 – повна доза 7,2 кДж/м2 

одночасно з варіантом 5. 
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наявністю двох форм репопуляційного відновлення, – проаналізоване в 

попередньому розділі [137, 310, 313]. 

 

Рис. 4.2. Зміни у частоті хромосомних аберацій (Аб, %) у меристемі коренів 

проростків з насіння попередньо опроміненого гамма-променями (ПО) та 

неопроміненого (НО). Накопичена доза гамма-опромінення 4,5 Гр. 1 – 

контроль; 2 – 1 кДж/м2; 3 – 1 кДж/м2 + 6,2 кДж/м2 через 4 год після 

адаптивної дози; 4 – повна доза 7,2 кДж/м2, одночасно з опроміненням 

варіанта 3 в ударній дозі; 5 – 1 кДж/м2 + 6,2 кДж/м2 через 1 добу після 

адаптивної дози; 6 – повна доза 7,2 кДж/м2 одночасно з варіантом 5. 

 

4.2. Статистичний аналіз взаємозв’язку частоти цитогенетичних 

аномалій та мітотичного індексу проростків кукурудзи, 

одержаних з попередньо хронічно гамма-опроміненого та 

неопроміненого насіння 

 

Для перевірки припущення про готовність клітин стану спокою перейти 

до поділу при опроміненні ПО проростків з інтервалом між «адаптивним-

ударним» опроміненням в 4 години, було проведено оцінку коефіцієнта 

лінійної кореляції Браве-Пірсона (рис. 4.3, А-Б). 
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Рис. 4.3. Кореляція між значеннями мітотичного індексу (МІ, %) та частотою 

хромосомних аберацій (Аб, %) при інтервалі 4 години між «адаптивним-

ударним» опроміненням. А – проростки з попередньо неопроміненого 

насіння (НО), Б – проростки з попередньо опроміненого насіння (ПО). 

 

Згідно прийнятих в статистичному аналізі критеріїв [330], оцінки, 

отримані в даних експериментах (п<30), свідчать, що при інтервалі 4 години 

між «адаптивним-ударним» опроміненням для проростків з попередньо 

неопроміненого насіння (рис. 4.3, А) спостерігається висока, як і у 

попередній серії експериментів, кореляція (R=0,79) між показниками 

мітотичного індексу та частотою нестабільних хромосомних аберацій при 

рівні значущості α=1%. Для проростків, отриманих з попередньо 

опроміненого насіння (рис. 4.3, Б), характерне низьке від’ємне значення 

лінійної кореляції (R=- 0,26) при рівні значущості α=1%. 

Пояснення такого феномену, як і у попередній серії експериментів, 

можливе з точки зору урахування гетерогенності клітинного складу 

меристематичної тканини і, у зв’язку з цим, наявністю двох форм 

репопуляційного відновлення. Низьке  значення коефіцієнта лінійної 

кореляції Браве-Пірсона (R=- 0,26) вказує на репопуляційне відновлення 

меристеми за рахунок клітин спокою, що свідчить про «готовність» цих 

клітин  перейти до поділу вже при незначному інтервалі між фракціями. Цю 

«готовність» можно розглядати як кумулятивний ефект - результат 
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попереднього хронічного опромінення насіння, формування «цитогенетичної  

і біохімічної» пам’яті про тривале дозове навантаження. Можливо це 

пов’язано з накопиченням вільних радикалів, що відбувається і у сухому 

насінні та зниження їх здатності до рекомбінації, що, у свою чергу, пов’язано 

із зниженням їх рухливості в умовах підвищеної в’язкості середовища [228]. 

 

4.3. Метилування ДНК при радіоадаптивній відповіді на гостре УФ-С 

опромінення проростків кукурудзи, одержаних з неопроміненого та 

попередньо хронічно гамма-опроміненого насіння  

 

Різні стратегії відновлення клітинного складу меристеми  пов’язані з  

різноманіттям профілів метилування функціонально різних послідовностей 

ДНК як серед ПО та НО проростків без додаткового гострого УФ-С 

опромінення, так і серед проростків, опромнених з різними інтервалами між 

адаптивною і ударною дозами. Дані молекулярно-генетичного аналізу 

свідчать про наявність перебудов електрофореграм, що відповідає змінам 

спектрів ампліконів і залежить від сайтів рестрикції певного ензиму (тобто 

оточення метилованого цитозину), типу і режиму опромінення, що 

підтверджується і паралелізмом у змінах цитогенетичних параметрів. 

Найбільші зміни профілю метилування при опроміненні спостерігаються 

у сателітних послідовностях ДНК проростків, що походять з попередньо 

гамма-опроміненого насіння (рис. 4.4, А-В).  

Електрофореграма розділення продуктів ISSR-ампліфікації рестриктів 

MboI (рис. 4.4, А) свідчить про різноманітну зміну профілей метилування 

ДНК залежно від режиму впливу. Співставлення позицій 1 (проростки з НО 

насіння) і 7 (проростки з ПО насіння) показує значні відмінності в спектрі 

ампліконів. Спостерігається значне ускладнення електрофореграми внаслідок 

появи ампліконів меншої та середньої маси. Суттєвим є те, що варіанти 9-12 

показують ідентичні спектри; тут можливі паралелі з однаковим виходом 

хромосомних аберацій в цих самих варіантів. 
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Електрофореграма ISSR-ампліфікації рестриктів MspI (рис. 4.4, Б) також 

вказує на різні зміни профілей метилування ДНК, залежно від режиму 

впливу. Варіанти 1 і 7 (проростки з НО та ПО насіння відповідно) 

характеризуються відмінними спектрами ампліконів. Як відзначено вище, ці 

варіанти мають принципово різну поведінку цитогенетичних параметрів (рис. 

4.1-4.2). 

При попередньому гамма-опроміненні насіння електрофореграма 

ускладнюється за рахунок появи ампліконів нижчої молекулярної маси, що 

свідчить про зростання кількості сайтів рестрикції MspI ферменту. 

Спостерігається значна відмінність електрофореграми варіанта 8 (проростки 

з ПО насіння, що отримали адаптивну дозу), який демонструє гормезисний 

ефект за показником частоти хромосомних аберацій (рис. 4.1-4.2). Суттєво, 

що варіанти 9-12 характеризуються ідентичними спектрами ампліконів, як і з 

ферментом MboI (рис. 4.4, А). 

Електрофореграма ISSR-ампліфікації рестриктів HpaII (рис. 4.4, В) 

показує меншу залежність спектра ампліконів від режиму впливу. Помітні 

відмінності варіантів 1 та 7 (проростки з НО та ПО насіння відповідно) 

внаслідок меншої кількості фрагментів високої молекулярної маси. 

Спостерігається значна відмінність електрофореграм варіантів 9 та 10-12, які 

відповідають практично однаковому виходу хромосомних аберацій. 

Електрофореграми ITS-ампліфікації нативної ДНК свідчать про 

відсутність будь-яких відмінностей в профілі метилування ДНК, що 

транскрибується (рис. 4.5), що підтверджує нативність виділеної ДНК, адже 

сублетальні пошкодження, які могли б мати місце після впливу УФ-С, 

проявилися би внаслідок проведення ПЛР у вигляді додаткових 

низькомолекулярних ампліконів на електрофореграмі. 

Відмічено, що електрофореграми ампліфікації рестриктів різних 

ендонуклеаз ДНК, що транскрибується, (рис. 4.6-4.7, А-Б) характеризуються 

ідентичним за молекулярною масою спектром ампліконів, як серед варіантів  
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Рис. 4.4. Електрофореграми ISSR-ампліфікації рестриктів MboI (А), MspI (Б) 

та HpaII (В). М – GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use, 1000-50 bp; 1 – 

НО, контроль; 2 – НО, АД; 3 – НО, АД+УД, ∆t=4 год; 4 – НО, ПД (одночасно 

з опроміненням варіанта 3); 5 – НО, АД+УД, ∆t=24 год; 6 – НО, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 5); 7 – ПО, контроль; 8 – ПО + АД; 9 – 

ПО, АД+УД, ∆t=4 год; 10 – ПО, ПД (одночасно з опроміненням варіанта 9); 

11 – ПО, АД+УД, ∆t=24 год; 12 – ПО, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 11). 

 

з різними рестриктазами, так і в порівнянні з електрофореграмою 

ампліфікації нативної ДНК. 

Такі результати свідчать про незмінність профілей метилування ДНК, 

що транскрибується, при УФ-С опроміненні проростків з НО та ПО насіння з 

використанням інтервалу між дозами 4 години (рис. 4.6, варіанти 3 і 7 та рис. 

4.7, позиції А-Б, варіанти 3 і 7) та при використанні лише адаптивної дози 1  

А. 

Б. 

В. 

   М   1   2   3    4    5   6   7    8   9  10  11 12 

      М  1   2    3    4    5   6   7    8   9  10  11 12 

     М   1    2   3    4    5   6   7    8   9  10  11 12 
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Рис. 4.5. Електрофореграма розділення продуктів ампліфікації з ITS 

праймерами нативної ДНК.  

 

 
 

Рис. 4.6. Електрофореграма розділення продуктів ITS-ампліфікації рестриктів 

реакції з MspI ферментом.  

 

                         

 

Рис. 4.7. Електрофореграми розділення продуктів ампліфікації з ITS 

праймерами рестриктів реакції з MboI (А) та HpaII ферментом (Б).  

 

Підписи до рис. 4.5-4.7: М – GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use, 1000-

50 bp; 1 – НО, контроль; 2 – НО, АД; 3 – НО, АД+УД, ∆t=4 год; 4 – НО, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 3); 5 – ПО, контроль; 6 – ПО, АД; 3 – 

ПО, АД+УД, ∆t=4 год; 4 – ПО, ПД (одночасно з опроміненням варіанта 3). 

М   1     2     3     4     5      6     7    8 

М   1     2     3     4     5      6     7    8 

 М   1    2    3    4     5    6     7   8  М   1    2    3    4     5    6     7   8 

А. Б. 
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кДж/м2 (рис. 4.6, варіанти 2 і 6 та рис. 4.7, позиції А-Б, варіанти 2 і 6). Така 

поведінка ДНК може свідчити про незмінність її конформації у відповідь на 

дію опромінення. 

Електрофореграма розділення продуктів ампліфікації з ITS праймерами 

рестриктів реакції з MboI ферментом (рис. 4.8) свідчить про значні 

відмінності в профілі метилування проростків з ПО насіння за сайтами, що 

відповідають активності цього фермента як між контрольним і дослідними 

зразками, так і серед гамма-опромінених варіантів.  

                               

 

 

Рис. 4.8. Електрофореграма розділення продуктів ампліфікації з ITS 

праймерами рестриктів реакції з MboI ферментом. М – FastRuler High-Range 

DNA Ladder ready-to-use; 1 – ПО, К; 2 – ПО, АД; 3 – ПО, АД+УД, ∆t=4 год; 4 

– ПО, ПД (одночасно з опроміненням варіанта 3); 5 – ПО, АД+УД, ∆t=24 год; 

6 – ПО, ПД(одночасно з опроміненням варіанта 5). 

 

Майже ідентичні спектри ампліконів характерні лише для контрольного 

варіанту і варіанту, що отримав адаптивну дозу і через 4 години ударну 

(позиції 1 і 3). Ці дані підтверджуються даними з рис. 4.4-4.6, які також 

свідчать про незмінність профілей метилування транскрибованої ДНК при 

інтервалі між дозами в 4 години відносно контрольних варіантів і картини 

метилування нативної ДНК. Інші варіанти характеризуються зникненням 

високомолекулярних ампліконів, що свідчить про зниження кількості сайтів 

метилування, специфічних для активності MboI-фермента при опроміненні 

(позиції 2, 4-6 електрофореграми рис. 4.4,  та табл. 4.1). 

 

  М      1       2       3       4        5       6      
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Таблиця 4.1 

Довжини рестрикційних фрагментів (п.н.), отриманих у другій серії 

експериментів  

Рестриктази   

Варіанти  HpaII MspI MboI 

1. НО, К 1100, 900, 850, 600, 

500 

900, 700 1100, 850, 600 

2. НО, АД 1100, 900, 850, 600, 

500 

700, 650, 550 1200, 1100, 850, 

600 

3. НО, АД+УД, 

∆t=4 год 

1300, 1100, 900, 

850, 600, 500 

700, 650 1100, 850, 725, 500, 

400 

4. НО, ПД  1200, 900, 850, 600, 

500, 420 

700 1100, 850, 600 

5. НО, АД+УД, 

∆t=24 год 

1100, 900, 600, 500 700, 550, 500, 450 1100, 850, 400 

6. НО, ПД 1100, 900, 500 700, 550, 500, 450 1100, 850, 600, 400 

7. ПО, К 1200, 1000, 850, 

600, 500 

700, 550, 500, 450 2000, 1600, 1500, 

1200, 1100, 1000, 

850, 800, 725, 600, 

550, 500, 450, 300 

8. ПО, АД 1100, 900, 850, 600, 

500 

700, 650 1100, 850, 800, 725, 

600, 550, 500, 450, 

300 

9. ПО, АД+УД, 

∆t=4 год 

1100, 900, 850, 600, 

500 

700, 500 1500, 1100, 900, 

850, 600, 500 

10. ПО, ПД  1100, 900, 850 700, 450 1100, 900, 850, 800, 

600, 500, 300 

11. ПО, АД+УД, 

∆t=24 год 

1100 650, 500 1100, 900, 850, 800, 

700, 600, 300 

12. ПО, ПД  1100, 900 700, 650 1100, 900, 850, 800, 

600, 500, 300 
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Отже, дані молекулярно-генетичного аналізу свідчать про зміни профілів 

метилування, що відповідає змінам спектрів рестрикційних фрагментів і 

залежить від сайтів рестрикції певного ензиму (тобто оточення метилованого 

цитозину); типу і режиму опромінення, що пов’язане із даними 

цитогенетичних досліджень. 

Найбільші зміни профілю метилування спостерігаються у сателітних 

послідовностях ДНК проростків, що походять з попередньо гамма-

опроміненого насіння. Число рестрикційних фрагментів досягає 14; 

ускладнення спектру відбувається як за рахунок появ високомолекулярних 

ампліконів (2000 п.н.), так і за рахунок ампліконів, маса яких нижче 

контрольних зразків (300 п.н.). Для цього варіанту досліду характерно 

незначне підвищення частоти хромосомних аберацій порівняно до 

неопроміненого контролю. «Лікувальний» ефект за цим маркером 

проявляється у загальному зниженні числа ампліконів і інтервалу варіювання 

їх довжин за разунок зникнення високомолекулярного амплікону, що 

свідчить про підвищення  метилування по цим сайтам.      

 Одержані результати вказують не тільки на можливість тісного 

взаємозв’язку між перебудовами профілів метилування сателітної ДНК і 

рівнем ураження цієї макромолекули, що проявляється у частоті 

цитогенетичних аномалій. Значні зміни спектрів рестрикційних фрагментів 

свідчать про більший внесок метилування  ДНК de novo у  формування 

пострадіаційної відповіді саме за умов хронічного опромінення. 

 

4.4. Кореляційний аналіз взаємозв’язку змін частоти 

хромосомних аберацій та варіювання профілей метилування ДНК 

 

Для кількісної оцінки взаємозв’язку змін профілів метилування 

сателітної ДНК та частоти хромосомних аберацій за різних впливів були 

застосовані різноманітні принципи ранжування варіацій електрофореграм  і 

проведено розрахунки коефіцієнта рангової кореляції Спірмена між 
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градаціями перебудов електрофореграм і виходом хромосомних аберацій з 

використанням декількох підходів для виділення цих градацій.  

Існує кілька значимих кількісних характеристик змін профілю 

метилування, що можуть бути зареєстровані на електрофореграмах: 

1. Відмінності в загальній кількості ампліконів. 

При цьому можливі наступні варіанти: 

а) відмінності в їх молекулярній масі, тобто положення відносно смуг 

маркера на електрофореграммі, але в межах розміру ампліконів 

контрольного зразка; кількість нових ампліконів чи зникнення ампліконів 

контрольного зразка може бути різним; 

б) поява ампліконів, маса яких виходить за межі як більшої, так і 

меншої маси контрольних ампліконів; 

2. Зміна інтенсивності забарвлення смуг, що вказує на зміну кількості 

фрагментів ампліконів однієї маси; 

3. Об’єднання перерахованих вище кількісних показників. 

Різне поєднання цих показників може підвищити можливості градацій 

змін профілей метилування і оцінку кореляції між ступенем зміни профілю 

метилування і частотою хромосомних аберацій. 

Наведені в табл. 4.2 значення статистичного взаємозв’язку свідчать про 

існування значущої позитивної (Rs=0,89, α = 0,05) кореляції між рангами, що 

відповідають кількості ампліконів і частотою хромосомних аберацій для 

експериментів з УФ-С опроміненням і використанням MboI рестриктази, а 

також незначущої позитивної кореляції для варіантів з цим типом 

опромінення і рестрикції ферментами MspI та HpaII. При цьому має місце 

незначуща від’ємна кореляція для варіантів з комплексним опроміненням та 

використанням трьох рестриктаз. 
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                                                 Таблиця 4.2. 

Кореляція між кількістю ампліконів та частотою хромосомних аберацій 

при різних режимах опромінення 

Коефіцієнт рангової 

кореляції, Rs 

 

Режим опромінення 

 MspI 

 

 

HpaII 

 

MboI 

гостре опромінення в режимі «адаптивна 
– ударна доза» з різними часовими 
інтервалами 

0,81 0,19 0,89* 

комбіноване опромінення: УФ-С 
опромінення проростків, що походили з 
попередньо гамма-опроміненого сухого 
насіння 

       -0,49 -0,71 -0,77 

Рівень значущості: *α=0,05 

 

На наступному етапі використовували другий принцип (критерій) 

градуювання відмінностей електрофореграм за наступними показниками: 

0- відсутність відмінностей з контрольним зразком; 

1- різниця в кількості ампліконів, маси яких знаходяться в межах 

мас ампліконів контрольного зразка; 

2- різниця в кількості ампліконів, маси яких знаходяться в межах 

мас ампліконів контрольного зразка + відмінності в інтенсивності 

забарвлення смуг, що відповідає різній кількості фрагментів одного 

амплікона; 

3- різниця в кількості ампліконів, маси яких виходять за межі мас 

ампліконів контрольного зразка; 

4- різниця в кількості ампліконів, маси яких виходять за межі мас 

ампліконів контрольного зразка + відмінності в інтенсивності забарвлення 

смуг. 
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Таблиця 4.3. 

Кореляція між градаціями електрофореграм за другим критерієм та 

частотою хромосомних аберацій  

Коефіцієнт рангової 

кореляції, Rs 

 

Режим опромінення 

 MspI 

 

 

HpaII 

 

MboI 

гостре опромінення в режимі «адаптивна 
– ударна доза» з різними часовими 
інтервалами 

0,84 0,77 0,94* 

комбіноване опромінення: УФ-С 
опромінення проростків, що походили з 
попередньо гамма-опроміненого сухого 
насіння 

        0,54 0,54 0,71 

Рівень значущості: *α=0,05 

 

Таким чином, цей спосіб ранжирування зміни профілей метилування 

підвищив значення коефіцієнтів кореляції, не змінивши їх значущість для 

варіантів без попереднього гамма-опромінення і відобразився в позитивній, 

але незначущій кореляції для варіантів з попередньо опроміненим насінням. 

Наступним кроком було провести градацію електрофореграм за 

показниками: 

0 -  відсутність відмінностей з контрольним зразком; 

1 - різниця в кількості ампліконів (n), маса яких знаходится в межах маси 

ампліконів контрольного зразка, n ≤3; 

2 - різниця в кількості ампліконів (n), маса яких знаходиться в межах 

маси ампліконів контрольного зразка, n ≤3 + відмінність в інтенсивності 

забарвлення смуг;                                                                                                                                                                                  

3 - різниця в кількості ампліконів (n>3), маса яких знаходится в межах 

маси ампліконів контрольного зразка; 
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4 - різниця в кількості ампліконів (n>3), маса яких знаходится в межах 

маси ампліконів контрольного зразка + відмінності в інтенсивності 

забарвлення смуг; 

5 - різниця в кількості ампліконів (n ≤3), маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка; 

6 - різниця в кількості ампліконів (n ≤3), маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка + відмінності в інтенсивності забарвлення 

смуг; 

7 - різниця в кількості ампліконів (n >3), маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка; 

8 - різниця в кількості ампліконів (n >3), маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка + відмінності в інтенсивності забарвлення 

смуг.           

                                              

Таблиця 4.4. 

Кореляція між градаціями електрофореграм за  третім критерієм та 

частотою хромосомних аберацій 

Коефіцієнт рангової 

кореляції, Rs 

 

Режим опромінення 

MspI 

 

 

HpaII 

 

MboI 

гостре опромінення в режимі «адаптивна 
– ударна доза» з різними часовими 
інтервалами 

0,97*      0,92* 0,86 

комбіноване опромінення: УФ-С 
опромінення проростків, що походили з 
попередньо гамма-опроміненого сухого 
насіння 

        0,23 0,77 0,83 

Рівні значущості: *α=0,05 
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Розрахунки свідчать про  існування високої достовірної кореляції (табл. 

4.2-4.4) між частотою  хромосомних аберацій за різних форм радіаційного 

впливу і варіаціями профілей метилування сателітної ДНК. 

       Цей зв’язок може свідчити, по-перше, про невипадковість профілю 

виникнення подвійних розривів ДНК, що є основою формування аберацій та 

може залежати від профілів метилування різних зон ДНК. По-друге, зміни 

профілів метилування  ДНК  можуть відігравати певну роль у ремоделюванні 

хроматину через зміни спорідненості  фрагментів нуклеосомної чи лінкерної 

ДНК, до гістонів.  

Ремоделювання хроматину в цілому при змінах профілю метилування 

сателітної частини ДНК робить можливим включення/стимуляцію різних 

захисних і відновлюваних процесів за рахунок змін доступності ДНК, що 

транскрибується, до факторів репарації і транскрипції. У відповіді рослинної 

клітини на стрес зміна профілей метилування сателітної ДНК прямо і/чи 

опосередковано бере участь в індуцибельних захисних реакціях, тобто може 

бути невід’ємною складовою епігенетичної регуляції [227, 354]. Відомо, що 

участь сателітної ДНК в захисних реакціях  може бути пов’язана з 

гомологічною репарацією подвійних розривів та змінами ефективності 

проходження контрольних фаз клітинного циклу, що у свою чергу може бути 

відображенням змін у рівні спорідненості цієї частини ДНК з  різними 

функціональними групами білків при змінах профілів метилування.  

Отже, різні профілі метилування сателітної ДНК, зумовлюючи різний 

характер ремоделювання   хроматину, можуть виявитися одним з ключових 

факторів епігенетичної регуляції процесів клітини. 

Отримані результати вказують на два можливі механізми участі 

метилування сателітної ДНК в зміні адаптованості клітини до дії 

опромінення. Обидва механізми реалізуються через вплив метилування ДНК 

на структурні характеристики хроматину.  Адже саме конформація хроматину 

визначає його доступність для факторів транскрипції і тим самим визначає 

зміни в синтезі і спектрі ферментів у відповідь на опромінення [300]. Такі 
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зміни можуть відбуватися як в транскрибованій частині ДНК, що є логічним, 

адже саме вона виступає матрицею в процесі транскрипції, або навіть і в 

сателітній частині ДНК, яка через зміну  конформації частини хроматину 

забезпечує таку стерічну спорідненість транскрибованої ДНК та 

молекулярних факторів, яка може як сприяти доступності, так і навпаки, 

«закриванню» матриці від дії певних негативних факторів. 

 

Заключна частина 

 

В результаті проведення даної серії експериментів показано значиму 

відмінність формування адаптивної реакції у проростків, що походять з 

неопроміненого та попередньо гамма-опроміненого  насіння. Ця різниця 

проявляється на цитогенетичному і молекулярному рівнях. Для проростків, 

що походять з попередньо опроміненого насіння, характерні значно 

різноманітніші зміни профілю метилування ДНК як за відсутності 

додаткового гострого УФ-С-опромінення, так і при його застосуванні. Це 

свідчить про переключення метилування ДНК з режиму підтримки у режим 

de novo  Згідно із цитогенетичними  даними та їх статистичним аналізом для 

цих варіантів спостерігається другий механізм репопуляційного відновлення 

меристеми, пов’язаний із зростанням «готовності» переходу до мітотичного 

поділу клітин «спокою». В той же час у проростків з попередньо 

опроміненного насіння адаптивна відповідь не була чітко сформованою при 

обох інтервалах між адаптивним і ударним опроміненнями. 

Суттево, що дані молекулярно-біологічного аналізу показали значні 

зміни профілей метилування саме сателітної ДНК як серед проростків з НО 

та ПО насіння, так і серед варіантів з різними інтервалами між адаптивною і 

ударною дозами; суттєвих змін в профілі метилування ДНК, що 

транскрибується, не відбувається. Це може непрямим чином свідчити на 

користь припущення, що  у виявлених  радіаційних ефектах ключову роль 

відіграють структурні механізми.  
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Проведений кореляційний аналіз з використанням різних критеріїв 

варіювання спектрів рестрикційних фрагментів дозволяє зробити висновок 

про існування  кількісного взаємозв’язку між частотою хромосомних 

аберацій як інтегральною відповіддю організму на стрес та змінами в 

профілях метилування ДНК. Зміна профілів метилування сателітної ДНК не 

має випадкового характеру, що дає можливість припустити, що за цим 

явищем стоять певні механізми, які відіграють роль у визначенні 

радіочутливості і радіостійкості клітини. 

Проведення двох серій експериментів з використанням декількох різних 

режимів опромінення свідчить, що зміни профілей метилування ДНК носять 

складний характер і безпосередньо пов’язані із змінами радіостійкості 

рослинного організму і охоплюють різні рівні його організації. Внаслідок 

виявлення такого щільного взаємозв’язку між цими характеристиками 

наступна стадія нашого дослідження пов’язана із визначенням можливого 

зв’язку між радіочутливістю рослини, ії адаптивним потенціалом і вихідним 

станом метилування ДНК, що транскрибується та сателітної ДНК. 

 



ГЛАВА 5 

ЗВ’ЯЗОК   РАДІОСТІЙКІСТІ РОСЛИН З ВИХІДНИМ 

ПОЛІМОРФІЗМОМ ПРОФІЛІВ МЕТИЛУВАННЯ ДНК 

 

Відомо, що одним із факторів, що визначають радіочутливість 

тваринних і рослинних організмів і їх підсистем є активність метаболічних 

процесів. Констатація цього явища відображена у класичному узагальненні 

Бергоньє–Трибондо і неодноразово підтверджувалась у різноманітних 

радіобіологічних експериментах на біологічних об’єктах різного рівня 

організації [308]. 

Варіювання активності процесів спостерігається на всіх рівнях 

організації живих систем: генетично однорідна популяція рослин   має 

неоднакову швидкість росту, тривалість клітинного циклу характеризується 

певним розподілом, у насіння, сформованого в популяції генетично 

однорідних рослин, чи навіть на одній рослині, швидкість проростання теж 

характеризується розподілом [67, 100, 102, 202, 245, 266]. 

З метою дослідження впливу початкового стану метилування обох форм 

ДНК на вихідний рівень хромосомних аберацій (у контролі) та 

радіорезистентність  організму були проведені експерименти, що 

враховували природну вариабельність довільної вибірки насіння по часу 

проростання з моменту його ініціації.  

 

5.1. Цитогенетичні характеристики проростків з насіння, що 

проростає з різною швидкістю 

 

Дослідження проводили на  проростках кукурудзи сорту Поліський 177 

МВ. Оцінка впливу початкового стану метилування обох форм ДНК на 

радіостійкість рослини і подальший розвиток адаптивної реакції проведене 

шляхом виділення в довільній вибірці насіння кукурудзи субпопуляцій, які 

мають різний час проростання,  з подальшим опроміненням в різних режимах 
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кожної із них. До субпопуляції, що проростає швидко, (ШП) було віднесене 

насіння, що проростає через добу після замочування,  до насіння середньої 

швидкості проростання (СП) те, що проростає між першою та другою добою, 

до субпопуляції з повільною швидкістю проростання (ПП) -  насіння, яке 

проростає на третю добу набубнявіння.  

 Тридобові проростки опромінювали УФ-С у пошкоджуючій дозі 7,2  

кДж/м2. 

Аналіз експериментального матеріалу свідчить про існування значних 

відмінностей цитогенетичних показників у трьох виділених груп проростків, 

особливо між групами ШП та ПП. При повторах експерименту 

спостерігалися нестійкі значення цитогенетичних параметрів у групи СП 

(рис. 5.1). Майже завжди група ШП характеризується більш високим 

вихідним значенням мітотичного індексу, а найбільш лабільний цей показник 

у групи СП, може навіть перевищувати значення цього показника для ШП 

групи. 

 

А. 

 

Б. 

 

Рис. 5.1. Цитогенетичні параметри меристеми коренів проростків з різними 

швидкостями проростання при УФ-С-опроміненні в дозі 7,2 кДж/м2. А – літо; 

Б – осінь; МІ – мітотичний індекс; Аб – частота хромосомних аберацій; 1 – 

ШП; 2 – ШП+УФ-С; 3 – СП; 4 – СП+УФ-С; 5 – ПП; 6 – ПП+УФ-С. 

 

  0 

  3 

  6 

   9 

 1           2           3          4            5          6 

Варіанти 

МІ Аб 

%
 

0 

3 

6 

9 

%
 

 1           2           3          4            5          6 

Варіанти 

МІ Аб 



 111 

Дуже різноманітною є реакція виділених груп на УФ-С-опромінення: для 

проростків з групи ШП є можливим гормезисний, чи «лікувальний» ефект 

опромінення за частотою хромосомних аберацій. 

Отримані результати семи повторів експерименту свідчать про 

залежність поведінки цитогенетичних показників від сезону, протягом якого 

проводилось дослідження. В усіх повторах досліду найсуттєвіші відмінності 

МІ, % спостерігались між групами швидко та повільно проростаючих 

проростків (рис. 5.1, А-Б). Значні відмінності Аб, % виявилися в групах ШП 

та ПП проростків. Найнестійкішою є поведінка групи проростків, що 

простали з середньою швидкістю, для якої значення МІ, % може бути як 

нижче аналогічного показника повільно проростаючих, так і перевищувати 

його значення для швидко проростаючих. Даний результат вказує на  

відсутність суттєвого взаємозв’язку між швидкістю проростання та 

швидкістю поділу клітин і, зокрема – мітотичним індексом. Відомо, що 

проростання визначається як розтяганням клітин зародка, так і поділом 

останніх – процесами, що майже одночасно розпочинаються і проходять 

паралельно. 

Найвищі значення мітотичного індексу відносно контролю серед всіх 

груп проростків з різними швидкостями проростання спостерігаються влітку 

(рис. 5.1, А), а частота хромосомних аберацій, навпаки, має тенденцію до 

зростання восени (рис. 5.1, Б). Така поведінка цитогенетичних характеристик 

може відображати певне конформаційне різноманіття молекули ДНК, 

існування більшої чи меншої її доступності факторам транскрипції і 

реплікації в  умовах формування насіння. 

Можливими факторами виникнення епігенетичного поліморфізму 

зародків є  терміни і погодні умови запилення квіток, розташування насіння у 

колосі чи початку – адже це визначає доступність і кількість метаболітів при 

формуванні ендосперму, ступені розвитку зародків на одній рослині [56, 100, 

102, 202, 266]. Всі ці фактори  впливають на формування епігенетично різних 



 112 

програм, включаючи формування  різного профілю метилування як ДНК, що 

транскрибується, так і сателітної ДНК [227, 228, 326]. 

 

5.2. Вплив гострого фракціонованого УФ-С-опромінення на зміну 

профілю метилування функціонально різних послідовностей ДНК 

проростків з різних епігенетичних груп 

 

Оцінка цитогенетичних параметрів проростків з різних епігенетичних 

груп показала певні відмінності мітотичного індексу та частоти хромосомних 

аномалій всередині цих груп, залежно від сезону та УФ-С-опромінення. 

Наступним було проведення молекулярно-біологічного аналізу, дослідження 

змін профілей метилування функціонально різних частин ДНК і 

встановлення взаємозв’язку між ними. 

Електрофореграма контролю нативності виділеної ДНК, наведена на рис. 

5.2, показує відсутність значної фрагментації ДНК, яка могла б виникнути 

внаслідок апоптозу, індукованого УФ-С опроміненням. 

                                

 

 

Рис. 5.2. Електрофореграма нативності виділеної ДНК. М – GeneRuler 50 bp 

DNA Ladder ready-to-use, 1000-50 bp; 1 – ШП; 2 – ШП+УФ-С; 3 – СП; 4 – 

СП+УФ-С; 5 – ПП; 6 – ПП+УФ-С. 

 

Аналіз електрофореграм розділення продуктів ISSR та ITS ампліфікації 

нативної ДНК показав відсутність відмінностей між всіма 

експериментальними варіантами (рис. 5.3, А-Б). Це є не лише 

підтвердженням високого рівня нативності виділеної ДНК та цілісності її 

M     1      2      3      4       5      6 
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первинної структури, але і свідчить про те, що наступна участь молекул в 

ПЛР не призвела до виявлення прихованих пошкоджень, наприклад 

однониткових розривів, кількість та положення яких може коливатися 

залежно від функціонального стану проростків та УФ-С-опромінення. 

 

                          

 

Рис. 5.3. Електрофореграми розділення продуктів ампліфікації нативної ДНК 

з ITS (А) та ISSR (Б) праймерами. М – GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-

use, 1000-50 bp; 1 – ШП; 2 – ШП+УФ-С; 3 – СП; 4 – СП+УФ-С; 5 – ПП; 6 – 

ПП+УФ-С. 

 

Електрофореграма ITS ампліфікації рестриктів реакції з MspI 

ендонуклеазою (рис. 5.4, А) показує відмінності в профілі метилування 

проростків з різними швидкостями проростання (варіанти 1, 3, 5). Найбільш 

явні відмінності спостерігаються між ШП проростками та іншими 

варіантами. 

 

                             

 

Рис. 5.4. Электрофореграми ITS ампліфікації рестриктів реакції з MspI (А) і 

MboI (Б) ферментами.  М – GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use, 1000-50 

bp; 1 – ШП; 2 – ШП+УФ-С; 3 – СП; 4 – СП+УФ-С; 5 – ПП; 6 – ПП+УФ-С. 
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Електрофореграма розділення продуктів ампліфікації з ISSR праймерами 

рестриктів реакції з MspI ферментом (рис. 5.5, А) ілюструє відмінності в 

профілі метилування ДНК за сайтами рестрикції цього ферменту серед 

насіння, проростки якого відрізняються за швидкістю проростання (позиції 1, 

3, 5). Електрофореграма проростків зі швидкопроростаючого насіння 

(позиція 1) містить 4 чітко виражені групи ампліконів з майже однаковою 

кількістю фрагментів ДНК. Групи ампліконів (позиції 3 та 5) для варіантів 

«СП» та «ПП» відповідають таким же молекулярним масам, але містять різну 

кількість фрагментів ДНК. Електрофореграми розділення продуктів ISSR 

ампліфікації рестриктів реакції з MboI ферментом (рис. 5.5, Б) свідчать про 

значні відмінності в профілі метилування як серед проростків з різними 

швидкостями проростання (варіанти 1, 3, 5), так і в межах варіантів 

«опромінені - неопромінені» (1 і 2, 3 і 4, 5 і 6). 

 

                      

 

Рис. 5.5. Електрофореграми ISSR ампліфікації рестриктів реакції з MspI (А) 

та MboI (Б) ферментами. М – GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use, 1000-

50 bp; 1 – ШП; 2 – ШП+УФ-С; 3 – СП; 4 – СП+УФ-С; 5 – ПП; 6 – ПП+УФ-С. 

     
Одночасне існування різниць у вихідних профілях метилування ДНК та 

вихідних рівнях цитотогенетичних аномалій свідчить про вплив характеру 

метилування на уразливість ДНК до дії конститутивних факторів, що 

обумовлють її ушкодження, наприклад, активних форм кисню, або теплових 

коливань. Інакше кажучи, характер метилування ДНК може розглядатися як 

фактор загальної вразливості цієї макромолекули, в тому числі до 

радіаційного фактору. Як свідчать одержані результати (табл. 5.1), для   

проростків із насіння, що швидко проростає, характерно більше різноманіття 
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ампліконів та менша їх маса, як в контролі, так і після опромінення, що 

свідчить про вищий рівень метилування відповідних сайтів.        

Таблиця 5.1 

Довжини рестрикційних фрагментів (п.н.), отриманих у третій серії 

експериментів 

Рестриктази   

Варіанти  HpaII MspI MboI 

1. ШП - 1800, 1700, 1500, 

1000, 900, 800, 

700, 600, 550, 450 

550 

2. ШП+УФ-С - 1700, 1500, 1200, 

800, 600, 550, 450 

700, 650, 550 

3. СП - 1900, 1500, 800, 

600, 450 

1000, 700, 650, 550 

4. СП+УФ-С  -  1900, 1500, 800, 

700, 600 

700, 650, 550 

5. ПП  -  1900, 1700, 1500, 

1200, 800, 600 

650, 550 

6. ПП+УФ-С  -  1500, 1200, 800, 

700, 600 

700, 650, 550, 300 

 

Таким чином, поліморфізм перебудов профілів метилування 

функціонально різних послідовностей ДНК безпосередньо пов’язан із їх 

вихідним поліморфізмом та вихідною частотою хромосомних аберацій, що 

свідчить про безпосередній взаємозв’язок індивідуальної  радіочутливості і 

радіостійкості цілісної рослини з   метилуванням обох типів ДНК.  

 

Заключна частина 

 Виявлені відмінності в профілях метилування ДНК, що 

транскрибується, є підтвердженням висловленого припущення щодо різниці 
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відображених епігенетичних програм, пов’язаних з фенотипічним 

поліморфізмом, який проявляється в різній швидкості проростання насіння. 

До того ж, вони не суперечать і припущенню, висловленому в роботі [56] про 

те, що екзогенне управління процесом проростання полягає в зміні 

активності метаболічних процесів, припускаючи, що і варіабельність 

швидкості проростання може визначатися тим же фактором. Здається 

можливим, що відмінності в активності метаболічних процесів можуть 

визначатися як кумуляцією флуктуацій в активностях метаболічних процесів 

проростків, так і епігенетичним поліморфізмом, пов’язаним з індукцією 

активності різних ізоферментів. 

Як і при інтерпретації даних попередніх розділів, більш складними в 

цьому випадку є дані, що вказують на відмінності в профілях метилування 

сателітної ДНК, тобто послідовностей, що не транскрибуються. 

Функціональна вагомість сателітної ДНК частково пояснюється 

концепціями, які приписують їй структурну роль в просторовій організації 

геному, участь в кон’югації гомологічних хромосом під час мейозу та 

реплікації теломерних ділянок хромосом [123]. Імовірно, в даному випадку 

різні профілі метилування сателітної ДНК, що означають і різну її 

спорідненість як з гістонами, так і білками інших функціональних груп, 

обумовлять і різну конформацію хроматину, і зможуть реалізовуватися в 

репарувальні або транскрипційні процеси  [228]. 

Співставлення результатів цитогенетичного аналізу зі змінами профілей 

метилування ДНК, що транскрибується та сателітної після опромінення 

вказує на їх взаємозв’язок з різною стійкістю до дії УФ-С-опромінення. 

Відомо, що успішне відновлення подвійних розривів за механізмом 

гомологічної рекомбінації можливе лише за умов певного рівня релаксації 

хроматину [300] і, таким чином, також безпосередньо пов’язане з 

конформацією сателітної ДНК [123].  

Значний інтерес викликає питання щодо механізмів і факторів, які 

визначають важливість виникнення різних епігенетичних програм у насінні, 
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що формується в однорідній популяції рослин, або навіть на одній рослині за 

однакових кліматичних умов. 

На даний час існує безліч даних щодо змін профілю метилування 

внаслідок дії різних стресових факторів біотичної та абіотичної природи [22, 

49, 281, 320]. Багаточисельними дослідженнями доведено трансгенераційний 

характер нових сформованих профілей метилування ДНК, що траскрибується 

[95]. Показано, що різноманітність кліматичних умов призводить до 

виникнення високого рівня епігенетичного поліморфізму, профіль якого 

успадковується і сильно перевищує рівень поліморфізму генетичного [277]. 

Зважаючи на особливості процесів запліднення і формування зародку 

рослин, можна навести як мінімум кілька факторів, що визначають 

виникнення поліморфізму епігенетичних програм зародку, сім’ядолей, 

ендосперму, якщо він є, та їхньої взаємодії протягом проростання [277]. В 

першу чергу, до таких факторів можна віднести різницю в часі запилення, що 

відбувається таким чином за різних кліматичних умов. Наступним, не менш 

важливим фактором, є розташування насінини в колосі, початку, корзинці, 

що визначає забезпеченість зародка асимілянтами та подальшу програму 

його взаємодії з запасними тканинами. Імовірно, існують і інші механізми, 

що формують гетерогенність системи різноманітних впливів на рослину і 

насіння, що формується, визначаючи набір епігеномів насіння і, в 

подальшому, швидкість їх проростання і реакцію на дію ендогенних та 

екзогенних факторів. 

Таким чином, поліморфізм перебудов профілів метилування 

функціонально різних послідовностей ДНК безпосередньо пов’язан з їх 

вихідним поліморфізмом та вихідною частотою хромосомних аберацій, що 

свідчить про безпосередній взаємозв’язок індивідуальної  радіочутливості і 

радіостійкості цілісної рослини і характеру метилування обох типів ДНК. 



ГЛАВА 6 

ЗВ’ЯЗОК РАДІОАДАПТИВНОЇ ВІДПОВІДІ  РОСЛИН   З 

ВИХІДНИМ ПОЛІМОРФІЗМОМ ПРОФІЛІВ МЕТИЛУВАННЯ ДНК 

 

Результати, одержані у попередній серії досліджень, вказують на 

важливу роль поліморфізму профілів метилування ДНК як фактору 

природної індивідуальної і популяційної радіочутливості і радіостійкості. 

Наступним кроком у з’ясуванні радіобіологічного і загальнобіологічного 

значення виявленого явища поліморфізму є вивчення адаптивного 

потенціалу рослин, що відрізняються вихідними профілями метилування 

функціонально різних послідовностей ДНК. 

 

6.1. Цитогенетичний аналіз формування радіоадаптивної 

відповіді у епігенетично різних груп рослин 

 

Відповідно одержаним даним, як і у попередній серії досліджень, у 

проростків, що походять із швидкопроростаючого насіння, спостерігається 

нижча частота хромосомних аберацій в контрольному варіанті (рис. 6.1). 

Порівняння цього показника в режимі “адаптивне – ударне опромінення” 

та при одномоментному опроміненні в повній дозі 7,2 кДж/м2 показує, що у 

ШП проростків спостерігається чітко виражена адаптивна відповідь при 

ударному опроміненні як через 4 години, так і через добу після адаптивного. 

У ПП проростків адаптивної відповіді не спостерігається при обох інтервалах 

між адаптивним і ушкоджуючим опроміненням.  

 



 

Рис. 6.1. Частота хромосомних аберацій (%) у проростків з насіння, що 

проростає швидко- (ШП) та повільно (ПП). 1 – контроль; 2 – АД; 3 – АД+УД, 

∆t=4 год; 4 – ПД (одночасно з опроміненням варіанта 3 в ударній дозі); 5 – 

АД+УД, ∆t=24 год; 6 – ПД (одночасно з опроміненням варіанта 5 в ударній 

дозі. 

 

6.2. Зміни профілю метилування сателітної та ДНК, що 

транскрибується, при формуванні радіоадаптивної відповіді у 

епігенетично різних груп рослин 

 

Перейдемо до розгляду результатів аналізу змін профілю метилування 

ДНК у епігенетично різних груп рослин. Так як зміна цитогенетичних 

показників може відображати конформаційні зміни ДНК, було проведено 

аналіз функціонально різних частин ДНК з метою встановлення точної 

локалізації відмінностей. 

Електрофореграма контролю нативності виділеної ДНК наведена на рис. 

6.2. Ці дані свідчать про відсутність суттєвої фрагментації ДНК, потенційно 

можливої при УФ-С опроміненні. 
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Рис. 6.2. Електрофореграма контролю нативності виділеної ДНК. М - 

GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use, 1000-50bp; 1 – ШП, контроль; 2 – 

ШП, АД; 3 – ШП, АД+УД, ∆t=4 год; 4 – ШП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 3 в ударній дозі); 5 – ШП, АД+УД, ∆t=24 год; 6 – ШП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 5 в ударній дозі); 7 – ПП, контроль; 8 – 

ПП, АД; 9 – ПП, АД+УД, ∆t=4 год; 10 – ПП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 9 в ударній дозі); 11 – ПП, АД+УД, ∆t=24 год; 12 – ПП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 11 в ударній дозі). 

 

Наведена на рис. 6.3 електрофореграма свідчить про значне різноманіття 

спектрів ампліконів як для продуктів ITS-ампліфікації рестриктів HpaII 

контрольних зразків ШП та ПП проростків (варіанти 1 і 7), так і для всіх 

варіантів з УФ-С-опроміненням. 

       Порівняння цитогенетичної реакції на опромінення в адаптивній дозі 

(рис. 6.1, табл. 6.1) зі зміною спектру ампліконів для варіантів 2 і 8 свідчить, 

що висока частота хромосомних аберацій у ПП проростків пов’язана зі 

значним зростанням кількості ампліконів як більшої, так і меншої 

молекулярної маси відносно контролю. Також значно відрізняються спектри 

ампліконів варіантів 3 і 9, 4 і 10, 5 і 11, 6 і 12, що відповідає режиму 

опромінення «адаптивне - ударне». Таким чином, спостерігаються значні 

відмінності як вихідних профілей метилування ДНК, що транскрибується, за 

сайтами рестрикції ферменту HpaII, так і їх зміни при різних режимах УФ-С-

опромінення у ШП та ПП проростків. 
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Рис. 6.3. Електрофореграма ITS ампліфікації рестриктів HpaII ферменту. М - 

GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use, 1000-50bp; 1 – ШП, контроль; 2 – 

ШП, АД; 3 – ШП, АД+УД, ∆t=4 год; 4 – ШП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 3 в ударній дозі); 5 – ШП, АД+УД, ∆t=24 год; 6 – ШП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 5 в ударній дозі); 7 – ПП, контроль; 8 – 

ПП, АД; 9 – ПП, АД+УД, ∆t=4 год; 10 – ПП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 9 в ударній дозі); 11 – ПП, АД+УД, ∆t=24 год; 12 – ПП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 11 в ударній дозі). 

 

Електрофореграми ампліфікації з ITS-праймерами продуктів реакції з 

MspI ферментом (рис. 6.4) показують різниці в наборі ампліконів як в 

контрольних варіантах 1 і 7, так і при всіх режимах УФ-С-опромінення. Це 

свідчить про відмінності в профілях метилування ДНК, що транскрибується, 

для усіх варіантів. Значні відмінності в метилуванні проростків зі ШП 

насіння спостерігаються серед всіх варіантів, включно з контролем. Поява 

ампліконів з більшою масою (рис. 6.4, варіанти 2 і 3) свідчить про зменшення 

в певних ділянках ДНК сайтів рестрикції даного ферменту, а поява 

низькомолекулярних ампліконів – про зростання кількості сайтів рестрикції. 

Загальні відмінності в спектрах ампліконів, а отже профілей 

метилування ДНК за сайтами рестрикції MspI ферменту полягають в їх 

більшому різноманітті для ШП проростків за різних режимів впливу 

відносно ПП проростків. 
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Рис. 6.4. Електрофореграми ITS амплификации рестриктів MspI ферменту. М 

- GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use, 1000-50bp; 1 – ШП, контроль; 2 – 

ШП, АД; 3 – ШП, АД+УД, ∆t=4 год; 4 – ШП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 3 в ударній дозі); 5 – ШП, АД+УД, ∆t=24 год; 6 – ШП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 5 в ударній дозі); 7 – ПП, контроль; 8 – 

ПП, АД; 9 – ПП, АД+УД, ∆t=4 год; 10 – ПП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 9 в ударній дозі); 11 – ПП, АД+УД, ∆t=24 год; 12 – ПП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 11 в ударній дозі). 

 

Електрофореграми ампліфікації продуктів рестрикції ферменту MboI 

(рис. 6.5) також свідчать про значні відмінності профілей метилування за 

сайтами рестрикції як для контрольних варіантів кожної групи насіння (рис. 

6.5, варіанти 1 і 7), так і при різних режимах опромінення. 

Співставлення змін набору ампліконів при різних режимах УФ-С-

опромінення свідчить про те, що дані зміни відбуваються переважно за 

рахунок появи ампліконів з масами, що знаходяться в межах мас ампліконів 

контрольного зразка. Така особливість найбільш виражена для різних 

варіантів ШП проростків. У ПП проростків з’являються амплікони, маси 

яких виходять за межі мас контрольного варіанта ( рис. 6.5, позиція 12). 

Суттєво різняться електрофореграми розділення продуктів ISSR 

ампліфікації рестриктів реакції з HpaII ферментом (рис. 6.6). 

Спостерігаються відмінності в профілі метилування ДНК за сайтами 

рестрикції цього ферменту між проростками з різними швидкостями 

проростання (рис. 6.6, варіанти 1 і 7). 
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Рис. 6.5. Електрофореграми ITS амплификации рестриктів MboI ферменту. М 

- GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use, 1000-50bp; 1 – ШП, контроль; 2 – 

ШП, АД; 3 – ШП, АД+УД, ∆t=4 год; 4 – ШП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 3 в ударній дозі); 5 – ШП, АД+УД, ∆t=24 год; 6 – ШП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 5 в ударній дозі); 7 – ПП, контроль; 8 – 

ПП, АД; 9 – ПП, АД+УД, ∆t=4 год; 10 – ПП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 9 в ударній дозі); 11 – ПП, АД+УД, ∆t=24 год; 12 – ПП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 11 в ударній дозі). 

 

 
 

 
Рис. 6.6. Електрофореграма ISSR-ампліфікації рестриктів HpaII-ферменту. М 

- GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use, 1000-50bp; 1 – ШП, контроль; 2 – 

ШП, АД; 3 – ШП, АД+УД, ∆t=4 год; 4 – ШП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 3 в ударній дозі); 5 – ШП, АД+УД, ∆t=24 год; 6 – ШП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 5 в ударній дозі); 7 – ПП, контроль; 8 – 

ПП, АД; 9 – ПП, АД+УД, ∆t=4 год; 10 – ПП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 9 в ударній дозі); 11 – ПП, АД+УД, ∆t=24 год; 12 – ПП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 11 в ударній дозі). 

 

Електрофореграма розділення продуктів ISSR ампліфікації рестриктів 

MspI ферменту (рис. 6.7) свідчить про суттєві відмінності профілей 

метилування у проростків з різних груп, але в межах цих груп профілі 
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метилування не змінюються залежно від отриманої дози і режиму 

опромінення. 

 

          

 

Рис. 6.7. Електрофореграма ISSR ампліфікації рестриктів MspI ферменту. М - 

GeneRuler 50 bp DNA Ladder ready-to-use, 1000-50bp; 1 – ШП, контроль; 2 – 

ШП, АД; 3 – ШП, АД+УД, ∆t=4 год; 4 – ШП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 3 в ударній дозі); 5 – ШП, АД+УД, ∆t=24 год; 6 – ШП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 5 в ударній дозі); 7 – ПП, контроль; 8 – 

ПП, АД; 9 – ПП, АД+УД, ∆t=4 год; 10 – ПП, ПД (одночасно з опроміненням 

варіанта 9 в ударній дозі); 11 – ПП, АД+УД, ∆t=24 год; 12 – ПП, ПД 

(одночасно з опроміненням варіанта 11 в ударній дозі). 

 

Відповідно до одержаних результатів (табл. 6.1), як і у попередній серії 

експериментів, для проростків з насіння, що проростає швидко, характерна 

наявність ампліконів меньшої маси як в контролі, так і при опроміненні у 

різних режимах, що свідчить про більш високий рівень метилування певних 

сайтів. Особливо чітко ця тенденція спостерігається відносно рестрикційних 

фрагментів MboI ендонуклеази. 

Вже при адаптивній дозі спостерігається переключення метилування з 

підтримуючого  на режим   de novo. Не виключено, що саме ширше вихідне  

різноманіття профілів метилування обумовлює меншу вразливість ДНК 

проростків цієї групи і подальші можливості ремоделювання хроматину при 

опроміненні у різних режимах. 
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Таблиця 6.1 

Довжини рестрикційних фрагментів (п.н.), отримані в четвертій серії 

експериментів 

Рестриктази Варіанти 

HpaII MspI MboI 

1. ШП, контроль 875, 750 750, 700 700, 550 

2. ШП, АД 875, 825 875,  750, 700 750, 700, 650, 625, 

600, 550 

3. ШП, АД+УД, 

∆t=4 год 

825 875, 750, 700, 600 1000, 900, 800, 

750, 700, 650, 625, 

600, 550 

4. ШП, ПД 875, 825, 700 750, 700 800, 750, 700, 675, 

650, 550 

5. ШП, АД+УД, 

∆t=24 год 

700 750, 700, 650, 600 750, 700, 625, 600, 

550 

6. ШП, ПД 875, 700 600 900, 750, 700, 550 

7. ПП, контроль 875 700 900, 750, 700 

8. ПП, АД 900, 875, 800, 

750, 700 

750, 700 800, 750, 700 

9. ПП, АД+УД, 

∆t=4 год 

900, 750, 700, 

600 

750, 700 900, 700 

10. ПП, ПД 875, 700 875, 750, 700 750, 700 

11. ПП, АД+УД, 

∆t=24 год 

700 750, 700 900, 750, 700 

12. ПП, ПД 900, 875, 800, 

700 

875, 750, 700 1000, 900, 750, 

700, 600 
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6.3. Статистичний аналіз взаємозв’зку змін профілів 

метилування різних послідовностей ДНК та частоти хромосомних 

аберацій 

 

Проведення статистичного аналізу свідчить, що існує висока значуща 

кореляційна залежність між частотою хромосомних аберацій та варіюванням 

електрофореграм за декількома критеріями, що відображають зміни профілю 

метилування ДНК за різними сайтами метилування залежно від режимів 

опромінення (табл. 6.2-6.4) 

Першим критерієм була зміна загальної кількості ампліконів. Результати 

наведено в таблиці 6.2. 

Таблиця 6.2 
 

Кореляція між кількістю ампліконів та частотою хромосомних аберацій для 

проростків з різною швидкістю проростання 

 

Коефіцієнт рангової кореляції, Rs Тип насіння 

HpaII MspІ MboI 

Проростає швидко 0,094 -0,18 0,94* 

Проростає повільно 0,089* 0,52 0,40 

Рівень значущості: *α=0,05 

 

Другий критерій враховує маси ампліконів та їх відмінності від мас 

ампліконів контролю: 

0 -  відсутність відмінностей з контрольним зразком; 

1 - різниця в кількості ампліконів (n), маса яких знаходится в межах маси 

ампліконів контрольного зразка, n ≤3; 

2 - різниця в кількості ампліконів (n), маса яких знаходиться в межах 

маси ампліконів контрольного зразка, n ≤3 +  відмінність в інтенсивності 

забарвлення смуг.                                                                                                                                                                                  
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3 - різниця в кількості ампліконів (n>3), маса яких знаходиться в межах 

маси ампліконів контрольного зразка; 

4 - різниця в кількості ампліконів (n>3), маса яких знаходится в межах 

маси ампліконів контрольного зразка + відмінності в інтенсивності 

забарвлення смуг; 

5 - різниця в кількості ампліконів (n ≤3), маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка; 

6 - різниця в кількості ампліконів (n ≤3), маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка + відмінності в інтенсивності забарвлення 

смуг; 

7 - різниця в кількості ампліконів (n >3), маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка; 

8 - різниця в кількості ампліконів (n >3), маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка + відмінності в інтенсивності забарвлення 

смуг.                                                                                                        

Таблиця 6.3 

Кореляція між градаціями електрофореграм за другим критерієм та частотою 

хромосомних аберацій 

Коефіцієнт рангової кореляції, Rs Тип насіння 

HpaII MspІ MboI 

Проростає швидко 0,95* 0,27 0,94* 

Проростає повільно 0,48 0,70 0,52 

Рівень значущості: *α=0,05 

 

Третій критерій додатково враховує зміщення меж розподілу ампліконів 

відносно контролю: 

0 - відсутність відмінностей з контрольним зразком; 

1 - відмінність за кількістю ампліконів, маси яких знаходяться в межах 

мас контрольного зразка; 
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2  - відмінності в кількості ампліконів, маси яких не виходять за межі мас 

контрольного зразка + відмінності в інтенсивності забарвлення смуг, що 

відповідає різній кількості фрагментів, які належать одному амплікону; 

3 – відмінності кількості ампліконів, маса яких знаходиться за межами 

мас ампліконів контрольного зразка «зверху»; 

4 – відмінності кількості ампліконів, маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка «зверху» + відмінності в інтенсивності 

забарвлення смуг; 

5 – відмінності кількості ампліконів, маса яких знаходиться за межами 

мас ампліконів контрольного зразка «знизу»; 

6 – відмінності кількості ампліконів, маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка «знизу» + відмінності в інтенсивності 

забарвлення  смуг; 

7 – відмінності кількості ампліконів, маса яких знаходиться за межами 

мас ампліконів контрольного зразка «зверху» і «знизу»; 

8 – відмінності кількості ампліконів, маса яких виходить за межі мас 

ампліконів контрольного зразка «зверху» і «знизу» + відмінності в 

інтенсивності забарвлення смуг. 

Таблиця 6.4 
 

Кореляція між градаціями електрофореграм за третім критерієм та частотою 

хромосомних аберацій 

Коефіцієнт рангової кореляції, Rs Тип насіння 

HpaII MspІ MboI 

Проростає швидко 0,94* 0,29 0,78 

Проростає повільно 0,70 0,52 0,61 

Рівні значущості: *α=0,05 

 

Проведені розрахунки свідчать, що існує скоординованість перебудов 

профілів метилування сателітної і транскрибованої ДНК та змін 

радіочутливості, відповідно до частоти хромосомних аберацій, що 
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підтверджується статистичним аналізом. Очевидно, що від особливостей 

сформованої мозаїки метильованих сайтів ДНК залежать конформаційні 

характеристики хроматину. Різна просторова укладка нуклеотидного 

ланцюга означатиме неоднакову експонованість окремих ділянок молекули 

до пошкоджуючих факторів і вплине на якість взаємодій «білок – нуклеїнова 

кислота». За таких умов, стійкість ДНК до двониткових розривів, що  є 

основою формування аберацій, частково може визначатись через структурні 

особливості упаковки хроматину. При цьому, хімічна модифікація ДНК, 

одночасно з  модифікаціями гістонових білків і факторами ремоделювання  

визначить структурні перебудови хроматину, змінюючи як ступінь 

вразливості ДНК, так і динаміку збірки на її послідовностях білкових 

комплексів для репарації/транскрипції [123, 217, 228, 229, 278]. 

        Одержані дані не лише свідчать про роль  метилування ДНК як фактора 

природної радіочутливості і радіостійкості, але й  вказують на можливий 

біологічний зміст поліморфізму профілів метилування ДНК зародків, 

властивий довільній вибірці насіння. Варіабельність строків проростання 

насіння і відмінності в наступній стійкості проростків і рослин є одним з 

механізмів збереження популяційного і видового гомеостазу в умовах 

середовища, що змінюється. 

 

      Заключна частина 

Отримані результати свідчать про значні відмінності формування 

адаптивних реакцій на повторну дію стресового фактора у проростків, що 

відрізняються вихідним профілем метилування ДНК. При цьому відбувається 

різний характер перебудов профілей метилування ДНК, що транскрибується, 

у епігенетично різних проростків. Найбільш різноманітні зміни профілей 

метилування такої ДНК спостерігаються при всіх режимах опромінення у 

проростків, що мають високу швидкість проростання. Це може свідчити про 

масивні перебудови в експресії генів, спрямовані на формування 

різноманітних захисних реакцій. При цьому стратегії захисту відрізняються 
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за механізмами та їх ефективністю у організмів, початково відмінних 

профілями метилування ДНК, що свідчить і про їх епігенетичну відмінність. 

Різні профілі метилування сателітної ДНК, що означають відмінності в 

конформації хроматину, можуть мати допоміжний характер при 

ремоделюванні хроматину. Певні профілі метилування ДНК, що 

транскрибується, можуть реалізовуватися в транскрипційні процеси лише за 

умов певної конформації всього хроматину в цілому. 

Відмінності в щільності кореляційного взаємозв’язку за різними 

критеріями для різних сайтів рестрикції можуть свідчити про різну 

функціональну роль метилування цих ділянок ДНК, що транскрибується, для 

метаболічних перебудов, які визначають адаптацію. 

 



ЗАКЛЮЧЕННЯ. ПОЛОЖЕННЯ, ЩО ВИНОСЯТЬСЯ НА ЗАХИСТ 

 

Адаптація організмів до тривалої та повторної дії стресових, як 

біотичних, так і абіотичних факторів, є однією з найяскравіших проявів 

процесів самоорганізації. Окрім того, що механізми адаптації живих істот 

становлять одну з ключових проблем фундаментальної науки, їх вивчення  

має вагоме практичне значення у медицині, сільськогосподарській практиці, 

техніці.      

На сьогодні при вивченні явища адаптації у біологічних і медичних 

науках найбільша увага надається оцінці співвідношення конститутивних та 

індуцибельних механізмів, тобто епігенетичної регуляції, в становленні 

адаптивної відповіді клітини і цілісного організму на дію додаткового 

навантаження. 

 Досягнення молекулярної біології останніх десятиріч виявили існування 

багаторівневої системи регуляції експресії генів, що об’єднує механізми 

метилування ДНК, модифікації гістонів, РНК-інтерференцію та участь 

певних груп білків. Разом з цим встановлено, що зміни  метилування ДНК є 

багатофункціональними процесами, які беруть участь як у розвитку 

ураження (малігнізація, активізація мобільних елементів), так і у захисних 

реакціях при дії різноманітних стресових факторів, включаючи опромінення. 

Встановлені факти породжують широке коло нових, як 

загальнобіологічних, так  і суто радіобіологічних питань, а саме: зв’язок 

резистентності  ДНК з метилуванням функціонально різних її 

послідовностей, взаємозв’язок рівня та профілів метилування з загальною 

метаболічною активністю і радіочутливістю організму, характер змін 

метилування у різноманітних радіобіологічних реакціях, включаючи 

формування радіоадаптації при різних дозах і режимах опромінення.         

Проведене дисертаційне дослідження об’єднує чотири серії 

експериментів, направлених на виявлення ролі метилування ДНК, як одного 

з ключових процесів епігенетичної регуляції, в системі процесів радіаційного 
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ураження і адаптації рослин до опромінення. Результатом першої серії 

експериментів є встановлення існування залежності перебудов профілів 

метилування сателітної і ДНК, що транскрибується,  від доз та режимів 

повторного опромінення. Найбільш значиму залежність виявлено у 

перебудовах профілів метилування сателітної ДНК, що свідчить про 

важливість цього фактору в визначенні радіостійкості і адаптації цілісного 

організму. Встановлено важливі динамічні закономірності індукції 

переключення метилування з режиму підтримуючого в режим de novo. 

Перша і друга серії досліджень показали залежність перебудов профілів 

метилування функціонально різних послідовностей ДНК  від часу між  

сеансами гострого УФ-С-опромінення і тривалості хронічного опромінення, 

що свідчить про зв’язок цих ефектів з реалізацією різних за 

характеристичними часами епігенетичних механізмів, які лежать в основі 

адаптації. 

 Використання біоінформаційних підходів в обробці цих даних 

встановило існування кількісного зв’язку між змінами характеру 

метилування  ДНК та радіорезистентності цілісної рослини за показником 

частоти хромосомних аберацій при різних режимах опромінення. Ці 

результати  свідчать, що існує скоординованість перебудов профілів 

метилування сателітної і ДНК, що транскрибується, та змін радіочутливості, 

відповідно до частоти хромосомних аберацій. Очевидно, що від 

особливостей сформованої мозаїки метильованих сайтів ДНК залежать 

конформаційні характеристики хроматину. Різна просторова укладка 

нуклеотидного ланцюга означатиме неоднакову експонованість окремих 

ділянок молекули до пошкоджуючих факторів і впливатиме на якість 

взаємодій «білок – нуклеїнова кислота». За таких умов, стійкість ДНК до 

двониткових розривів, що  є основою формування аберацій, частково може 

визначатись через структурні особливості упаковки хроматину. Епігенетичні 

модифікації на зразок метилування  обумовлять конформаційні перебудови 
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хроматину, змінюючи як ступінь вразливості ДНК, так і динаміку збірки на її 

послідовностях білкових комплексів для репарації/транскрипції. 

Комплекс цих даних переконливо свідчить про те, що характер 

метилування обох послідовностей як сателітної, так і ДНК, що 

транскрибується, є вагомим фактором як природної радіочутливості, так і 

індукованої радіорезистентності.   

 Подальші дослідження були присвячені розвитку класичної 

радіобіологічної проблеми зв’язку активності процесів з радіочутливістю і 

радіостійкістю організму і виконувалися з використанням  сучасних 

молекулярних методів. 

Встановлено зв’язок різної швидкості проростання насіння довільної 

вибірки з вихідним поліморфізмом профілів метилування функціонально 

різних послідовностей ДНК проростків та їх радіостійкістю, що також 

підтверджує висновки, зроблені за двома першими серіями експериментів, і 

дозволяє розглядати характер метилування ДНК як фактор індивідуальної  

радіостійкості організму, а поліморфізм профілів метилування – як фактор 

популяційної радіостійкості. 

В експериментах четвертої серії встановлено, що адаптивний потенціал 

рослинного організму також щільно пов’язаний із активністю ростових 

процесів та вихідним станом метилування функціонально різних 

послідовностей  ДНК, а адаптивні можливості популяції рослин пов’язані з 

поліморфізмом профілів метилування ДНК. 

Таким чином третя та четверта серії експериментів підтвердили і 

розвинули положення перших двох про те, що характер метилування ДНК є 

одним з ключових факторів природної радіочутливості і індукованої 

радіостійкості. Існують принаймні два шляхи його участі у епігенетичній 

регуляції, причому обидва реалізуються через конформаційні зміни. Перший 

механізм пов’язаний із формуванням більш «захищеної» від агресивних  

впливів середовища конформації хроматину, тобто є фактором 

радіочутливості, другий – обумовлює зміни доступності хроматину 
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репаративним і транскрипційним факторам, що становить епігенетичну 

компоненту адаптації.    

Окрім значення одержаних результатів в розумінні фундаментальних 

принципів формування адаптивних процесів вони мають і практичне 

застосування. 

Отримані результати щодо існування поліморфізму метилування 

функціонально різних послідовностей ДНК і зв’язку цього явища з різною 

стійкістю та адаптивним потенціалом рослин і рослинних угруповувань вже 

почали використовувати у селекційній практиці. Подальші дослідження 

цього питання на серії елітних сортів пшениці призвели до розробки і 

впровадження маркеру епігенетичного поліморфізму, значення якого 

пов’язано із виробничою надійністю (екологічною пластичністю) сорту. 

       Закономірності зміни профілів метилування, як пристосування рослин до 

дії стресових факторів, можуть бути покладені в основу удосконалення 

технологій праймування насіння з метою підвищення стійкості і врожайності 

рослин. 
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ВИСНОВКИ 

 

Досліджена роль метилування ДНК як складової епігенетичної регуляції  

адаптації рослин до іонізувального та УФ-С  випромінювань. 

Виявлені динамічні закономірності переключення підтримуючого 

метилування ДНК на метилування de novo  та перебудов профілів 

метилування функціонально різних послідовностей ДНК, що свідчить про 

зв’язок цих ефектів з реалізацією різних за часом розвитку епігенетичних  

механізмів, які лежать в основі радіоадаптації. Встановлені відмінності  

формування адаптивної реакції та змін у профілях метилування за умов 

гострого УФ-С та хронічного гамма – опромінення. Показано існування 

залежності радіостійкості і адаптивного потенціалу рослин від стану профілів 

метилування функціонально різних послідовностей ДНК  рослини на момент 

проростання. 

 

1. Внесок епігенетичних механізмів у формування радіоадаптації 

залежить від дози та режиму опромінення. При формуванні радіоадаптивної 

реакції змінюються профілі метилування як сателітної, так і ДНК, що 

транскрибується. Зміни профілів відбуваються за рахунок  деметилування 

існуючих і  метилування нових сайтів, що свідчить про перехід від 

підтримуючого до метилування de novo обох функціональних форм  ДНК, 

яке є одним з показників формування  епігенетичних захисних механізмів. 

Переключення метилування сателітної ДНК у режим de novo  свідчить про 

участь частини ДНК, що не транскрибується, у визначенні радіостійкості 

рослинного організму. 

2. Переключення метилування ДНК у режим de novo відбувається 

при перевищенні інтервалу між послідовними фракціями УФ-С-опромінення 

одна година. При  збільшенні інтервалу відбуваються подальші зміни 

профілів метилування і  проявів радіоадаптивної реакції, що свідчить про 
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зв’язок цих ефектів з реалізацією різних за часом розвитку епігенетичних 

механізмів. 

3. При хронічному та комбінованому опроміненні спостерігається 

ширший, порівняно з гострим опроміненням, діапазон змін довжин 

рестрикційних фрагментів, що вказує на більший, порівняно з гострим 

опроміненням, внесок метилування  ДНК de novo у формування 

радіобіологічної реакції. 

4. Існує зв’язок різної активності проростання насіння з 

поліморфізмом   профілів метилування функціонально різних послідовностей 

ДНК проростків та їх радіостійкістю. Для  рослин, що проростають 

найшвидше, є характерною вища радіостійкість, що асоціюється з більшим 

вихідним розмаїттям сайтів метилування, нижчим  вихідним рівнем 

хромосомних аберацій, більшим розмаїттям сайтів метилування при 

переключенні після опромінення режиму підтримуючого метилування на 

метилування de novo, що дозволяє розглядати характер метилування ДНК як 

фактор індивідуальної радіостійкості організму. 

5. Радіоадаптивний потенціал рослинного організму пов’язаний із 

активністю процесів проростання насіння та вихідним станом метилування 

функціонально різних послідовностей ДНК проростків. У  рослин, що 

проростають найшвидше спостерігається вищій потенціал радіоадаптації, що 

асоціюється  з  більшим розмаїттям сайтів метилування при переключенні 

підтримуючого режиму метилування на метилування de novo як після 

адаптивного, так і ударного опромінення. 

6. При всіх використаних режимах опромінення виявлено щільну 

рангову кореляцію між змінами профілів метилування ДНК та 

радіорезистентністю цілісної рослини  за частотою хромосомних аберацій. 

Відмінності в щільності кореляційного взаємозв’язку за різними критеріями 

для різних сайтів рестрикції  свідчать про різну функціональну роль 

метилування цих ділянок для конформаційних  перебудов хроматину, які 

визначають радіорезистентність і радіоадаптацію. 
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