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/ state registration number 0119U103964 (departmen-
tal).

Introduction. 
Access to the genome (DNA) is a prerequisite for ex-

ecuting basic cellular processes, including transcription, 
replication, chromosomal segregation, and DNA repair. 
Over the past decade, whole-genome studies and new 
imaging approaches have provided a better under-
standing of how genome access is regulated. How the 
proteins that regulate these processes function in the 
context of chromatin and its dynamic architecture is the 
subject of intense research [1].

Sirtuin-1 (SIRT-1) plays a key role in the adaptive re-
sponse of mouse oocytes to oxidative stress (OS) and 
contributes to the signaling cascade leading to the ac-
tivation of the MnSod gene. In response to OS, specific 
changes in the intracellular localization of SIRT-1 gene 
and the increase in the SIRT-1 gene were detected in 
mouse oocytes. In addition, an increase in intracellular 
reactive oxygen species was observed when Ex527 in-
hibited SIRT-1 activity. SIRT-1 may be an excellent phar-
macological target for improving oocyte quality and in 
vitro fertilization outcome in aging or aging-like diseases 
[2-5]. 

Further study is required to determine the role of 
the nuclear protein sirtuin-1 in oxidative stress-induced 
changes in chromatin activity in the follicular surround-
ing cells of oocytes, which play a major role in follicle 
and oocyte differentiation.

The aim of the study.
To investigate changes in the cytological parameters 

(chromatinization index, nucleolar index and index of 
morphologically altered nuclei) by changes in the func-
tional state of chromatin of cells of the follicular envi-
ronment of oocytes under conditions of oxidative stress 
in vitro, as well as under the influence of SIRT-1 activa-
tor, PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) blocker, NOS 
substrate and iNOS blocker, which has not been studied 
before.

Object and methods of the study. 
The experiments were conducted using 89 mature 

female mice of the CBA line (weighing 18-22 g) in com-
pliance with the requirements of the European Conven-
tion for the Protection of Vertebrate Animals Used for 
Research and Other Scientific Purposes (Strasbourg, 
1986) and the Law of Ukraine “On the Protection of Ani-
mals from Cruelty” (2006). 

Isolation of the cells of the follicular environment of 
oocytes (FEO). Oocyte follicular environment cells were 
isolated non-enzymatically (mechanically) from mouse 
ovarian follicles and cultured for 4 h in separate cham-
bers with 400 μL of DME culture medium containing 15 
mM HEPES, a Ca2+ concentration of 1.71 mM, and a tem-
perature 37°C. 

Assessment of cell viability. After FEO cells were 
isolated from the ovary, they were morphologically as-
sessed by the routine method of dye exclusion – trypan 
blue (0.2% solution in 0.9A% NaCl). Live and dead cells 
were counted in a Goryaev chamber. Viable cells re-
mained unstained, while non-viable cells were stained 
blue. The ratio of viable cells to the total number of 
counted cells was calculated as the viability percentage 
for each sample. The average number of 15.6% of non-
viable (trypan blue-stained) and 81.6% of viable (non-
trypan blue-stained) FEO cells was determined.

Modeling of oxidative stress. Oxidative stress was 
modeled using H2O2. The addition of the calculated 

In this work, new data on the effect of H2O2 (5 min, 250 mM) on the cells of the follicular environment of oocytes 
were obtained, which give grounds to assert that such changes in the values of cytological parameters, namely a 
decrease in the chromatinization index (ChI) as a decrease in genome activity due to a decrease in its accessibility 
("openness"), an increase in the nucleolar index (NI) as an increase in the activity of the translational apparatus 
- the reaction of cells to stress, an increase in the index of morphologically altered nuclei (MNI) as a decrease in 
the integrity of the karyoplasm - the functioning of the genome is suppressed, together reflect chromatin damage 
characteristic of oxidative stress. The same changes are observed under the influence of a PARP (poly(ADP-ribose) 
polymerase) blocker and an iNOS blocker.

The use of NOS substrate and SIRT-1 activator, under the influence of a PARP blocker, an iNOS blocker and, to-
gether, a PARP blocker and an iNOS blocker, led to: an increase in ChI - as an increase in genome activity due to an 
increase in its accessibility ("openness"), a decrease in NI - as a decrease in the activity of the translational apparatus 
- a decrease in the cellular response to stress, a decrease in MNI - as an increase in the integrity of the karyoplasm - 
the functioning of the genome is restored, together reflecting the restoration of chromatin activity. 

The data obtained suggest that nitric oxide and SIRT-1 are involved in maintaining the functional state of chro-
matin availability in the cells of the follicular environment of oocytes.

Key words: cells of the follicular environment of oocytes, chromatin, oxidative stress, sirtuin_1. 



ISSN 2077-4214. Вісник проблем біології і медицини – 2024 – Вип. 1 (172) / Bulletin of problems in biology and medicine – 2024 – Issue 1 (172)112

БІОЛОГІЯ / BIOLOGY

amounts of H2O2 (88597, Sigma-Aldrich, USA) to phos-
phate-buffered saline (PBS), pH 7.4, was used to ob-
tain the following oxidative stress: “weak”; “medium”; 
“strong”. The ratio of viable cells to the total number 
of counted cells was calculated as the viability percent-
age for each sample. The average number of non-living 
(stained with trypan blue) and living (not stained with 
trypan blue) FEO cells was evaluated after incubation 
at 370C for 60 min, 30 min, 15 min and 5 min. It was 
found that the number of live (not stained with trypan 
blue) and non-live (stained with trypan blue) FEO cells 
decreased with both an increase in the concentration 
of H2O2 and an increase in the duration of incubation of 
FEO cells at 370C. For all subsequent experiments, the 
OS was used – “medium”, 5 min at 370C – the average 
number of living cells was 56%, not alive – 44%.

Cytological examination of FEO cells (by Follgen). For 
the cytological study, preparations were made, which, 
after drying and fixation, were stained by Follgen in our 
modification [6]. In each preparation, 100 interphase 
nuclei were studied with the following assessment of 
their structural characteristics: 1) chromatinization 
index (ChI) – the ratio of the number of nuclei with a 
predominance of euchromatin to those with a predomi-

nance of heterochromatin (genome activity); 2) nucleo-
lar index (NI) – the proportion of cells with a nucleus 
(gene transcription); 3) morphologically altered nuclei 
index (MNI) – the proportion of cells with morphological 
changes in the karyoplasm and/or karyolemma (karyo-
lemma integrity); N=8 – the number of preparations for 
each of the 12 different experimental conditions (table).

According to the methodology, FEO cells were used 
as a positive control and were exposed to H2O2 (250 
mM, 5 min) after the cultivation period (4 h). Negative 
control – FEO cells cultured for 4 h in DME medium with 
15 mM HEPES. 

Substances used: resveratrol (RES, Sigma-Aldrich, 
USA): 2.0 μM – activator of SIRT-1; 4-hydroxyquinazoline 
(4-H, Sigma-Aldrich, USA): 1.0 mM – blocker of PARP-1 
(poly(ADP-ribose) polymerase); L-arginine hydrochlo-
ride (L-AGH, Sigma-Aldrich, USA): 0.04 mM – NOS sub-
strate; aminoguanidine (AG, Sigma-Aldrich, USA): 0.02 

mM – a specific iNOS blocker – in concentrations that 
were selected according to the literature and in some 
preliminary experiments.

The results were processed statistically in the Graph 
Pad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Soft-
ware, California, USA). After checking for normal dis-
tribution, the analysis of data groups was performed 
using one-way ANOVA followed by multiple compari-
sons using the Newman-Keuls post-hoc test. Differences 
were considered statistically significant at p<0.05. The 
results were expressed as M±m (mean ± standard error). 
All experiments were performed at n=4 – the number of 
series of experiments with 4 independent replicates.

Results of the study and their discussion.
The data on the effect of the SIRT-1 activator (RES), 

PARP blocker (4-H), NOS substrate (L-ARG) and iNOS 
blocker (AG) on the cytological parameters of ChI, NI 
and MNI of FEO cells are presented in the table.

Chromatin condensation index. Chromatin is com-
posed of DNA (packaged in nucleosomes), associated 
proteins, and RNA. Its variable composition, structure, 
and dynamics can regulate genomic processes ranging 
from the molecular scale, affecting transcription factor 
binding, to functional outcomes such as DNA repair and 

replication. In the nucleus, there 
is a spectrum of DNA accessibil-
ity states, from hyper-accessibility, 
often referred to as “open” chro-
matin, to more inaccessible or re-
pressive states and referred to as 
“closed” chromatin [7]. 

Open states are transcription-
ally active chromatin and are often 
used interchangeably with the term 
“euchromatin”, while closed states 
are usually referred to as “hetero-
chromatin”. The state of chromatin 
compactification reflects the func-
tion of the genome, in particular 
the first stage of the realization of 
hereditary information [8-10].

We evaluated ChI – the ratio 
of the number of FEO cells with 
euchromatin predominant in their 
nuclei to the number of cells with 
heterochromatin predominance 
– a marker of genome activity. 

Thus, under exposure to H2O2 (5 min, 250 mM), FEO 
cells showed a 1.52-fold decrease in ChI compared to 
the control (negative control). Under the conditions of 
exposure to both 4-H (1.0 mM) and AG (0.02 mM), ChI 
decreased by 1.37 and 1.33 times, respectively, while 
L-arg (0.04 mM) and RES (2.0 µM) had no effect on ChI 
of FEO cells compared to the control (negative control). 
Also, under the conditions of 4-H+AG exposure, there is 
a 1.38-fold decrease in ChI value compared to the value 
of 0.88±0.04 in the control (negative control), while 
under the conditions of 4-H+L-ARG and 4-H+RES expo-
sure, there is an increase in ChI value, respectively, by 
1.27 and 1.26 times compared to the value under 4-H 
exposure. In the experimental conditions of 4-H+AG+L-
ARG and 4-H+AG+RES exposure, the ChI value increased 
by 1.20 and 1.19 times, respectively, compared to the 
value in the conditions of 4-H+AG exposure. Under the 
experimental conditions of 4-H+L-ARG+RES exposure, 

Table – Chromatization index, nucleolar index and index of morphologi-
cally altered nuclei of cells of the follicular environment of oocytes under 

different experimental conditions

FEO cell group Chromatization 
index, units

Nuclear index, 
%.

Morphologically 
altered nuclei, %.

Negative control 0,88±0,04 4,82±0,51 5,22±0,37
Positive control (Н2О2 – 5min, 250 mМ) 0,58±0,03 * 19,14±0,54 * 15,42±0,41 *
4-H (1,0 mM) 0,62±0,04 * 8,83±0,74 * 12,72±0,34 *
AG (0,02 mM) 0,64±0,05 * 7,34±0,57 * 9,42±0,43 *
L-AGH (0,04 mM) 0,83±0,06 5,04±0,53 5,74±0,47
RES (2,0 µM) 0,85±0,07 5,43±0,58 5,93±0,42
4-H+ AG 0,64±0,05 * 12,38±1,48 * 16,57±0,73 * º
4-H+L-АРГ 0,79±0,06 º 6,48±0,58 * 7,23±0,43 * º
4-H+ RES 0,79±0,07 º 5,14±0,34  º 6,42±0,48 º
4-H+ AG + L-AGH 0,77±0,08 # 6,23±0,43 # 6,36±0,34 º #
4-H+ AG + RES 0,76±0,09 # 6,48±0,64 # 5,82±0,46 º #
4-H+ L-AGH + RES 0,78±0,07 # 5,18±0,35 º # 5,53±0,52 º #

Notes: * – p<0.05 – significance of differences in the average data groups compared to those in 
the control (negative control); º – p<0.05 – significance of differences in the average data groups 
compared to those in the 4-H group (1.0 mM); # – p<0.05 – significance of differences in the 
average data groups compared to those in the 4-H+AG group.
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the ChI value of FEO cell chromatin increased by 1.22 
times compared to the value under 4-H+AG exposure.

Nuclear index. It is known that the activity of the 
nucleolar apparatus is an indicator of translation as a 
synthesis of a protein molecule. We evaluated the NI – 
the proportion of cells with a nucleus. Thus, under the 
H2O2 (5 min, 250 mM) exposure conditions, the NI in-
creased by 3.97 times compared to the control (nega-
tive) control value. Under the conditions of exposure 
to both 4-H (1.0 mM) and AG (0.02 mM), the NI value 
increased by 1.83 times and 1.52 times, respectively, 
while L-arg (0.04 mM) and RES (2.0 µM) had no effect 
on the NI of FEO cells compared to the control (nega-
tive control). Also, under the conditions of exposure to 
4-H+AG, there is a 2.57-fold increase in the value of NI 
compared to the control (negative control). Under the 
conditions of 4-H+L-ARG exposure, there is a 1.43-fold 
increase in the value of NI compared to the value in the 
control (negative control). Meanwhile, under the condi-
tions of exposure to 4-H+RES, there is a 1.72-fold de-
crease in the value of NI compared to the value under 
the conditions of exposure to 4-HC. Under the experi-
mental conditions of exposure to 4-H+AG+L-ARG and 
4-H+AG+RES, the value of NI decreases by 1.98 times 
and 1.91 times compared to the value under exposure 
to 4-HC+AG. And under the experimental conditions of 
4-G+L-ARG+RES exposure, the value of chromatin NI 
of FEO cells decreased by 2.40 times compared to the 
value under the conditions of 4-H+AG exposure. 

Index of morphologically altered nuclei. It is known 
that the function of the genome/genotype (consisting of 
individual genes (discrete) but functioning as a whole) 
directly depends on the integrity of the karyolemia, the 
presence of intranuclear vacuoles, i.e., on morphological 
changes in the nucleus components. We evaluated MNI 
– the percentage of FEO cells with morphological chang-
es in the caryoplasm. Thus, under exposure to H2O2 (5 
min, 250 mM), FEO cells showed a 2.95-fold increase in 
the MNI index compared to the control value (negative 
control). Under the conditions of exposure to both 4-H 
(1.0 mM) and AG (0.02 mM), the MNI value increased 
by 2.44 times and 1.80 times, respectively, while L-arg 
(0.04 mM) and RES (2.0 µM) had no effect on the MNI 
of FEO cells compared to the control (negative control). 
Also, under the conditions of 4-H+AG exposure, there 
is a 3.17-fold increase in MNI compared to the control 
(negative control) and 2.44-fold increase compared to 
the value under 4-H exposure. And under the influence 
of 4-H+L-ARG, there is a decrease in the value of MNI by 
1.76 times compared to the value under the influence of 
4-H and by 2.29 times compared to the value under the 
influence of 4-H+AG. And in the conditions of 4-H+RES 
exposure, there is a decrease in the value of MNI by 2.58 
times compared to the value in the conditions of 4-H 
exposure. In the experimental conditions of exposure 
to 4-H+AG+L-ARG and 4-H+AG+RES, there is a decrease 
in the value of MNI, 2.0 times and 2.19 times, respec-
tively, compared to the value under 4-H exposure and 
2.61 times and 2.85 times compared to the value under 
4-H+AG exposure. And under the experimental condi-
tions of 4-H+L-arg+RES exposure, the value of chromatin 
MNI of FEO cells decreased by 2.30 times compared to 
the value under 4-H exposure and by 2.99 times com-
pared to the value under 4-H+AG exposure. 

Thus, the data obtained on the effect of H2O2 (5 min, 
250 mM) on FEO cells suggest that such changes in cyto-
logical parameters, namely: a decrease in ChI – as a de-
crease in genome activity due to a decrease in its acces-
sibility (“openness”), an increase in NI – as an increase in 
the activity of the translational apparatus – the reaction 
of cells to stress, an increase in MNI – as a decrease in 
the integrity of the karyolemia – the functioning of the 
genome is suppressed, together reflect chromatin dam-
age characteristic of oxidative stress.

In our experiments, under the influence of a PARP 
blocker and an iNOS blocker, a decrease in ChI – as a de-
crease in genome activity due to a decrease in its acces-
sibility (“openness”), an increase in NI – as an increase in 
the activity of the translational apparatus – the reaction 
of cells to stress, an increase in MNI – as a decrease in 
the integrity of the karyolemma – genome functioning 
is suppressed, together reflect chromatin damage that 
can be compared with those under conditions of oxida-
tive stress modeled using H2O2.

The use of the NOS substrate and SIRT-1 activator, 
under the influence of a PARP blocker, an iNOS block-
er, and, together, a PARP blocker and an iNOS blocker, 
caused an increase in ChI – as an increase in genome ac-
tivity due to an increase in its availability (“openness”), 
a decrease in NI – as a decrease in the activity of the 
translational machinery – a decrease in the cellular re-
sponse to stress, a decrease in MNI – as an increase in 
the integrity of the karyoplasm – the functioning of the 
genome is restored, together reflecting the restoration 
of chromatin activity.

Taken together, the data obtained suggest that nitric 
oxide and sirtuin-1 are involved in maintaining the func-
tional state of chromatin availability in FEO cells. 

In our experiments, to assess the functional state of 
chromatin in FEO cells, we confirmed the importance of 
assessing genome activity, as “openness” or “genome 
accessibility”, by the value of ChI, as well as the value 
of MNI as a marker of karyoplasmic integrity, which is 
important for DNA repair (single- and double-strand 
breaks).

Visualization of chromatin accessibility. Using oligo-
peptide probes and fluorescence microscopy [11, 12], it 
has been shown that the nuclear localization of accessi-
bility depends on the cell type [13-15]. It is worth noting 
that despite this technique’s advantages in determining 
the fundamental structures of chromatin, including the 
accessible regions, the resolution is still insufficient.

DNA repair. Depending on the form of DNA dam-
age, different repair pathways are triggered, so there 
is likely a wide variation in the role of chromatin avail-
ability in the sensitivity to DNA damage. For example, 
double-strand breaks (DSBs) form a “broken DNA poly-
mer”, and such a “broken link” in the DNA chain is de-
termined by proteins such as PARP-1 (poly(ADP-ribose) 
polymerase-1) [16].

A different picture is observed in case of single-
stranded DNA breaks or damage to DNA bases, DNA 
adducts (covalent complexes), depurination, or cross-
linking, where damage is detected by various DNA scan-
ning enzymes [16-20]. 

It is known that to initiate repair, neighboring nu-
cleosomes need to be remodeled and removed. This 
process can be simplified by combining damage sens-
ing with nucleosome remodeling. For example, PARP-1, 
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a nuclear enzyme activated by DNA damage, synthe-
sizes negatively charged ADP-ribose polymer chains 
from NAD+ and attaches them to DNA repair proteins 
(histones), transcription factors, etc. This process can di-
rectly modify histones and induce nucleosome unwind-
ing [21].

Studying genome-wide chromatin availability in the 
context of DNA damage and repair can be even more 
challenging because repair pathways, unlike transcrip-
tion, target DNA damage sites that are not usually an-
chored to transcriptional sites. The anchored sites that 
do exist within the framework of DNA repair are usually 
called “hot spots” that correlate with different genomic 
sequences, secondary structures that are able or unable 
to interact under conditions of chromatin availability 
[22, 23]. 

Thus, chromatin availability may play an essential 
role in DNA damage repair, depending on the type of 
damage (single- or double-stranded DNA breaks), and 
additional research in this area will increase our under-
standing of how chromatin (nucleosome) remodeling 
occurs.

Our data are consistent with [2, 24-28]. It has been 
suggested that SIRT-1 may play a vital role in the termi-
nal differentiation of FEO cells [25], and that the viability 
of FEO cells depends on the balance between the inhibi-
tory and stimulatory effects on SIRT-1 [25, 27]. Resvera-
trol attenuates the OS to protect H2O2-induced damage 
and apoptosis of ovarian granular cells in rats [29], that 
a certain level of SIRT-1 activity can protects oocytes 
from oxidative damage caused by stress associated with 
their culture in vitro [2, 26].

Conclusions. 
In this work, we have obtained new data on the ef-

fect of H2O2 (5 min, 250 mM) on the cells of the follicular 
environment of oocytes, which gives grounds to assert 
that such changes in the values of cytological param-
eters (ChI, NI, MNI), namely decrease in chromatiniza-

tion index (ChI) – as a decrease in genome activity due 
to a decrease in its accessibility (“openness”), increase 
in NI – as an increase in the activity of the translational 
apparatus – the reaction of cells to stress, increase in 
MNI – as a decrease in the integrity of the karyolemma 
– the functioning of the genome is suppressed, together 
reflect chromatin damage characteristic of oxidative 
stress.

In our experiments, under the influence of a PARP 
blocker and an iNOS blocker, we observed a decrease in 
ChI, which is a decrease in genome activity due to a de-
crease in its accessibility (“openness”), an increase in NI, 
which is an increase in the activity of the translational 
machinery (cellular stress response), and an increase in 
MNI, which is a decrease in the integrity of the karyo-
lemma (genome functioning is suppressed). All of this 
together reflects chromatin damage that can be com-
pared to that which occurs under oxidative stress condi-
tions, which was modeled using H2O2.

The use of NOS substrate and SIRT-1 activator, expo-
sure to PARP blocker, iNOS blocker and, in combination, 
PARP blocker and iNOS blocker, causes an increase in ChI 
– as an increase in genome activity due to an increase in 
its accessibility (“openness”), a decrease in NI – as a de-
crease in the activity of the translational machinery – a 
decrease in the cellular response to stress, a decrease in 
MNI – as an increase in the integrity of the karyoplasm 
– the functioning of the genome is restored, together 
reflect the restoration of chromatin activity.

Taken together, the data obtained suggest that nitric 
oxide and sirtuin-1 are involved in maintaining the func-
tional state of chromatin availability in the cells of the 
follicular environment of oocytes.

Prospects for further research. 
In the future, we plan to join the study of DNA integ-

rity by assessing changes in the distribution of single-
stranded DNA breaks in FEO cells under different experi-
mental conditions.
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У цій роботі отримано нові дані про вплив Н2О2 (5хв, 250 mМ) на клітини фолікулярного оточення 
ооцитів, які дають підстави стверджувати, що такі зміни величин цитологічних показників, а саме: 
зменшення індексу хроматизації (ІХ) – як зниження активності геному, через зменшення його доступності 
(«відкритості»), зростання ядерцевого індексу (ЯІ) – як зростання активності трансляційного апарату 
– реакція клітин на стрес, зростання індексу морфологічно змінених ядер (МЗЯ) – як зменшення цілісності 
каріоплазми - функціонування геному пригнічується, разом відображають пошкодження хроматину 
характерні для окисного стресу. Такі ж самі зміни відмічаються в умовах впливу блокатора ПАРП (полі 
(АДФ-рибоза) полімерази) і блокатора iNOS.

Застосування субстрату NOS і активатора СІРТ-1, в умовах впливу блокатора ПАРП, блокатора iNOS 
і, разом блокатора ПАРП і блокатора iNOS, призводило до: збільшення ІХ – як збільшення активності 
геному, через збільшення його доступності («відкритості»), зменшення ЯІ – як зменшення активності 
трансляційного апарату – зменшення реакції клітин на стрес, зменшення МЗЯ – як збільшення цілісності 
каріоплазми - функціонування геному відновлюється, разом відображають відновлення активності 
хроматину. 
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механізмів імуноіндукованих розладів жіночої ре-
продуктивної системи і корегуючого впливу нано-
частинок металів»/державний реєстраційний номер 
роботи 0119U103964 (відомча).

Вступ. 
Доступ до геному (ДНК) є необхідною умовою 

для виконання основних клітинних процесів, зокре-
ма транскрипції, реплікації, хромосомної сегрегації 
та репарації ДНК. За останнє десятиліття повноге-
номні дослідження та нові підходи до візуалізації до-
зволили краще зрозуміти, як регулюється доступ до 
геному. Те, як білки, які регулюють ці процеси, функ-
ціонують у контексті хроматину та його динамічної 
архітектури є предметом інтенсивних досліджень [1].

Відомо, що сіртуїн-1 (СІРТ-1) відіграє ключову 
роль в адаптивній відповіді ооцитів миші на окис-
ний стрес (ОС) і сприяє сигнальному каскаду, що 
веде до активації гена MnSod. Специфічні зміни у 
внутрішньоклітинній локалізації СІРТ-1 та посилення 
гена СІРТ-1 виявлені в ооцитах миші у відповідь на 
OС. Крім того, спостерігалося підвищення внутріш-
ньоклітинних активних форм кисню, коли активність 
СІРТ-1 пригнічувалася Ex527. Вважають, що СІРТ-1 
може бути чудовою фармакологічною мішенню для 
покращення якості ооцитів і результату екстракорпо-
рального запліднення при старінні або подібних до 
старіння захворюваннях [2-5]. 

Роль ядерного білка сіртуїна-1 у зміні активності 
хроматину, викликаної окисним стресом, у клітинах 
фолікулярного оточення ооцитів – клітинах, що віді-
грають головну роль у диференціюванні фолікулів та 
ооцитів, потребує подальшого вивчення. 

Мета дослідження.
За змінами величин цитологічних показників (ін-

дексу  хроматизації, ядерцевого індексу та індексу 
морфологічно змінених ядер) дослідити зміни функ-
ціонального стану хроматину клітин фолікулярного 
оточення ооцитів в умовах окисного стресу in vitro, а 
також в умовах впливу активатора СІРТ-1, блокатора 
ПАРП (полі (АДФ-рибоза) полімерази), субстрата NOS 
і блокатора iNOS, що раніше не було вивчено.

Об’єкт і методи дослідження. 
Досліди проводили з використанням 89 стате-

возрілих самиць мишей лінії СВА (масою 18-22 г) з 
дотриманням вимог Європейської конвенції про за-
хист хребетних тварин, що використовуються для 
дослідних та інших наукових цілей, (Страсбург, 1986) 
та Закону України «Про захист тварин від жорстокого 
поводження» (2006). 

Виділення клітин фолікулярного оточення ооци-
тів (ФОО). Клітини фолікулярного оточення ооцитів 
неферментативно (механічно) виділяли з фолікулів 
яєчників мишей та культивували протягом 4 год в 
окремих камерах з 400 мкл культурального серед-

овища DМЕ з 15 mМ HEPES, концентрація Са
2+ 1,71 

mМ, температура 37°С. 
Оцінка життєздатності клітин. Після виділен-

ня клітин ФОО з яєчника проводили їх морфологіч-
ну оцінку рутинним методом виключення барвника 
– трипанового синього (0,2% розчин на 0,9% NaCl). 
Живі та мертві клітини підраховували в камері Горя-
єва. Життєздатні клітини залишалися не забарвлени-
ми, тоді як не життєздатні клітини фарбувалися синім 
кольором. Вираховували відношення життєздатних 
клітин до загальної кількості підрахованих клітин як 
відсоток життєздатності для кожного зразка. Вста-
новлено середню кількість 15,6% не живих (забарв-
лених трипановим синім) і 81,6% живих (не забарв-
лених трипановим синім) клітин ФОО.

Моделювання окисного стресу. ОС моделювали 
з використанням Н2О2. Додаванням розрахованих 
кількостей Н2О2 (88597, Sigma-Aldrich, USA) до фос-
фатно-буферного сольового розчину (PBS), рН 7,4 
отримували ОС: «слабий»; «середній»; «сильний». 
Вираховували відношення життєздатних клітин до 
загальної кількості підрахованих клітин як відсоток 
життєздатності для кожного зразка. Оцінювали се-
редню кількість не живих (забарвлених трипановим 
синім) і живих (не забарвлених трипановим синім) 
клітин ФОО за умов їх інкубації при 370С протягом 
60 хв, 30 хв, 15 хв і 5 хв. Встановлено зменшення 
кількості живих (не забарвлених трипановим синім) 
і збільшення не живих (забарвлених трипановим 
синім) клітин ФОО за умов як збільшення концен-
трації Н2О2, так і збільшення тривалості інкубування 
клітин ФОО при 370С. Для всіх подальших дослідів 
використовувався ОС – «середній», 5 хв при 370С – 
середня кількість живих 56%, не живих – 44%.

Цитологічне дослідження клітин ФОО (за 
Фьольгеном). Для цитологічного дослідження виго-
товляли препарати, які після висушування і фіксації 
забарвлювали за Фьольгеном у власній модифікації 
[6]. У кожному препараті вивчали по 100 інтерфазних 
ядер з наступною оцінкою їх структурних характе-
ристик: 1) індекс хроматизації (ІХ) – співвідношення 
кількості ядер із перевагою еухроматину до таких 
із перевагою гетерохроматину (активність геному); 
2) ядерцевий індекс (ЯІ) – частка клітин із ядерцем 
(транскрипція генів); 3) індекс морфологічно зміне-
них ядер (МЗЯ) – частка клітин із морфологічними 
змінами каріоплазми та/або каріолеми (цілісність 
каріолеми); N=8 – кількість препаратів для кожної з 
12 різних експериментальних умов (таблиця).

Згідно методиці за позитивний контроль вико-
ристовували клітини ФОО, які після терміну культи-
вування (4 год) піддавали впливу Н2О2 (250mМ, 5 хв). 
Негативний контроль – культивовані протягом 4 год 
клітини ФОО в середовищі DМЕ з 15 мМ HEPES. 

Використані речовини: ресвератрол (РЕС, Sigma-
Aldrich, USA): 2,0 мµM – активатор СІРТ-1; 4-гідроксик-
віназолін (4-Г, Sigma-Aldrich, USA): 1,0 mM – блокатор 
ПАРП-1 (полі (АДФ-рибоза) полімерази); Л-аргінін 
гідрохлорид (L-АРГ, Sigma-Aldrich, USA): 0,04mM – 
субстрат NOS; аміногуанідин (АГ, Sigma-Aldrich, USA): 

Разом, отримані дані дають підстави стверджувати, що і оксид азоту, і СІРТ-1 беруть участь у 
підтриманні функціонального стану доступності хроматину в клітинах фолікулярного оточення ооцитів.

Ключові слова: клітини фолікулярного оточення ооцитів, хроматин, окисний стрес, сіртуїн_1.



ISSN 2077-4214. Вісник проблем біології і медицини – 2024 – Вип. 1 (172) / Bulletin of problems in biology and medicine – 2024 – Issue 1 (172)116

БІОЛОГІЯ / BIOLOGY

0,02 mM – специфічний блокатор блокатор iNOS – в 
концентраціях, які були підібрані за даними літерату-
ри і в окремих попередніх дослідах.

Результати обробляли статистично в програмі 
Graph Pad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad 
Software, California USA). Після перевірки на нор-
мальність розподілу аналіз груп даних проводили з 
використанням one-way ANOVA з подальшим мно-
жинним порівнянням за допомогою пост-хок тесту 
Newman-Keuls. Відмінності вважали статистично зна-
чущими при р<0,05. Результати виражали як M±m 
(середнє ± стандартна похибка). Всі досліди прове-
дено при n=4 – кількість серій дослідів з 4-ма неза-
лежними повторами.

Результати дослідження та їх обговорення.
Дані про вплив активатора СІРТ-1 (РЕС), блокато-

ра ПАРП (4-Г), субстрата NOS (L-АРГ) і блокатора iNOS 
(АГ) на цитологічні показники ІХ, ЯІ та МЗЯ клітин 
ФОО представлено в таблиці.

Індекс конденсації хроматину. Хроматин скла-
дається з ДНК (упакованої в нуклеосоми), асоційо-
ваних білків та РНК. Його змінний склад, структура 
та динаміка можуть регулювати геномні процеси в 
діапазоні від молекулярного масштабу, що впливає 
на зв’язування фактора транскрипції, до функціо-
нальних результатів, таких як репарація та реплікація 
ДНК. У ядрі існує спектр станів доступності ДНК, від 
гіпердоступності, яку часто називають «відкритим» 
хроматином, до більш недоступних або репресивних 
станів і позначається як «закритий» хроматин [7]. 

Відкриті стани є транскрипційно активним хрома-
тином і часто взаємозамінно використовуються з тер-
міном «еухроматин», тоді як закриті стани зазвичай 
називають «гетерохроматином». Стан компактиза-
ції хроматину відображає функцію геному, зокрема 
першого етапу реалізації спадкової інформації [8-10]. 

Ми оцінювали ІХ – відношення кількості клітин 
ФОО, в ядрах яких переважав еухроматин до кількос-
ті клітин, з переважанням гетерохроматину – маркер 
активності геному. Так, в умовах впливу Н2О2 (5  хв, 

250 mМ) на клітини ФОО відбувається зменшення 
в 1,52 рази ІХ у порівнянні з величиною в контролі 
(негативний контроль). В умовах впливу, як 4-Г (1,0 
mM), так і АГ (0,02 mM) відбувається зменшення ве-
личини ІХ, відповідно, в 1,37 рази і 1,33 рази, тоді як 
L-АРГ (0,04 mM), так і РЕС (2,0 µM) не чинять вплив 
на ІХ клітин ФОО у порівнянні з величиною в контр-
олі (негативний контроль). А також в умовах впливу 
4-Г+АГ відбувається зменшення в 1,38 рази величи-
ни ІХ у порівнянні з величиною 0,88±0,04 в контролі 
(негативний контроль), тоді як в умовах впливу 4-Г+L-
АРГ і 4-Г+РЕС відбувається збільшення величини ІХ, 
відповідно, в 1,27 рази і 1,26 рази у порівнянні з ве-
личиною в умовах впливу 4-Г. В експериментальних 
умовах впливу 4-Г+АГ+L-АРГ і 4-Г+АГ+РЕС відбуваєть-
ся збільшення величини ІХ, відповідно, в 1,20 рази 
і 1,19 рази до у порівнянні з величиною в умовах 
впливу 4-Г+АГ. І в експериментальних умовах впливу 
4-Г+L-АРГ+РЕС відбувається збільшення величини ІХ 
хроматину клітин ФОО в 1,22 рази у порівнянні з ве-
личиною в умовах впливу 4-Г+АГ. 

Ядерцевий індекс. Відомо, що показником тран-
сляції, як синтезу білкової молекули є активність 
ядерцевого апарату. Ми оцінювали ЯІ – частку клітин 
ФОО із ядерцем. Так, в умовах впливу Н2О2 (5хв, 250 
mМ) на клітини ФОО відбувається зростання в 3,97 
рази ЯІ у порівнянні з величиною в контролі (негатив-
ний) контроль. В умовах впливу, як 4-Г (1,0 mM), так 
і АГ (0,02 mM) відбувається зростання величини ЯІ, 
відповідно, в 1,83 рази і 1,52 рази, тоді як L-АРГ (0,04 
mM), так і РЕС (2,0 µM не чинять вплив на ЯІ клітин 
ФОО у порівнянні з величиною в контролі (негатив-
ний контроль). А також в умовах впливу 4-Г+АГ відбу-
вається збільшення величини ЯІ в 2,57 рази у порів-
нянні з величиною в контролі (негативний контроль). 
І в умовах впливу 4-Г+L-АРГ відбувається збільшення 
величини ЯІ в 1,43 рази у порівнянні з величиною 
в контролі (негативний контроль). Тоді як в умовах 
впливу 4-Г+РЕС відбувається зменшення величини ЯІ 
в 1,72 рази у порівнянні з величиною в умовах впли-

ву 4-ГК. В експериментальних умовах впливу 
4-Г+АГ+L-АРГ і 4-Г+АГ+РЕС відбувається змен-
шення величини ЯІ, відповідно, в 1,98 рази і 
1,91 рази у порівнянні з величиною в умовах 
впливу 4-ГК+АГ. І в експериментальних умовах 
впливу 4-Г+L-АРГ+РЕС відбувається зменшен-
ня величини ЯІ хроматину клітин ФОО, в 2,40 
рази у порівнянні з величиною в умовах впли-
ву 4-Г+АГ. 

Індекс морфологічно змінених ядер. Відо-
мо, що функція геному/генотипу (складається 
з окремих генів (дискретний), але функціонує 
як єдине ціле) безпосередньо залежить і від 
цілісності каріолеми, наявності внутрішньо-
ядерних вакуолей, тобто від морфологічних 
змін компонентів ядра. Ми оцінювали МЗЯ 
– відсоток клітин ФОО із морфологічними змі-
нами каріоплазми. Так, в умовах впливу Н2О2 
(5хв, 250 mМ) на клітини ФОО відбувається 
зростання в 2,95 рази індексу МЗЯ у порівнян-
ні з величиною в контролі (негативний контр-
оль). В умовах впливу, як 4-Г (1,0 mM), так і АГ 
(0,02 mM) відбувається зростання величини 
МЗЯ, відповідно, в 2,44 рази і 1,80 рази, тоді 
як L-АРГ (0,04 mM), так і РЕС (2,0 µM) не чинять 

Таблиця – Індекс хроматизації, ядерцевий 
індекс та індекс морфологічно змінених ядер 

клітин фолікулярного оточення ооцитів за різних 
експериментальних умов

Група клітин ФОО
Індекс 

хроматизації, 
ум.од

Ядерцевий 
індекс, %

Морфологічно 
змінені ядра, %

Негативний контроль 0,88±0,04 4,82±0,51 5,22±0,37
Позитивний контроль
(Н2О2 – 5хв, 250 mМ) 0,58±0,03 * 19,14±0,54 * 15,42±0,41 *

4-Г (1,0 mM) 0,62±0,04 * 8,83±0,74 * 12,72±0,34 *
АГ (0,02 mM) 0,64±0,05 * 7,34±0,57 * 9,42±0,43 *
L-АРГ (0,04 mM) 0,83±0,06 5,04±0,53 5,74±0,47
РЕС (2,0 µM) 0,85±0,07 5,43±0,58 5,93±0,42
4-Г+АГ 0,64±0,05 * 12,38±1,48 * 16,57±0,73 * º
4-Г+L-АРГ 0,79±0,06 º 6,48±0,58 * 7,23±0,43 * º
4-Г+РЕС 0,79±0,07 º 5,14±0,34  º 6,42±0,48 º
4-Г+АГ+L-АРГ 0,77±0,08 # 6,23±0,43 # 6,36±0,34 º #
4-Г+АГ+РЕС 0,76±0,09 # 6,48±0,64 # 5,82±0,46 º #

4-Г+L-АРГ+РЕС 0,78±0,07 # 5,18±0,35 º # 5,53±0,52 º #
Примітки: * – р<0,05 – вірогідність відмінностей середніх груп даних у по-
рівнянні з такими в контролі (негативний контроль); º – р<0,05 – вірогідність 
відмінностей середніх груп даних у порівнянні з такими в групі 4-Г(1,0 mM); 
# – р<0,05 – вірогідність відмінностей середніх груп даних у порівнянні з та-
кими в групі 4-Г+АГ.
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вплив на МЗЯ клітин ФОО у порівнянні з величиною 
в контролі (негативний контроль). А також в умовах 
впливу 4-Г+АГ відбувається збільшення величини 
МЗЯ в 3,17 рази у порівнянні з величиною в контр-
олі (негативний контроль) і в 2,44 рази у порівнянні 
з величиною в умовах впливу 4-Г. І в умовах впливу 
4-Г+L-АРГ відбувається зменшення величини МЗЯ в 
1,76 рази у порівнянні з величиною в умовах впливу 
4-Г і в 2,29 рази у порівнянні з величиною в умовах 
впливу 4-Г+АГ. І в умовах впливу 4-Г+РЕС відбуваєть-
ся зменшення величини МЗЯ в 2,58 рази у порівнянні 
з величиною в умовах впливу 4-Г. В експерименталь-
них умовах впливу 4-Г+АГ+L-АРГ і 4-Г+АГ+РЕС відбу-
вається зменшення величини МЗЯ, в 2,0 рази і 2,19 
рази відповідно, до у порівнянні з величиною в умо-
вах впливу 4-Г і в 2,61 рази і 2,85 рази у порівнянні з 
величиною в умовах впливу 4-Г+АГ. І в експеримен-
тальних умовах впливу 4-Г+L-АРГ+РЕС відбувається 
зменшення величини МЗЯ хроматину клітин ФОО, в 
2,30 рази у порівнянні з величиною в умовах впли-
ву 4-Г і у 2,99 рази порівнянні з величиною в умовах 
впливу 4-Г+АГ.  

Таким чином, отримані дані про вплив Н2О2 (5хв, 
250 mМ) на клітини ФОО дають підстави стверджува-
ти, що такі зміни величин цитологічних показників, а 
саме: зменшення ІХ – як зниження активності гено-
му, через зменшення його доступності («відкритос-
ті»), зростання ЯІ – як зростання активності трансля-
ційного апарату – реакція клітин на стрес, зростання 
МЗЯ – як зменшення цілісності каріолеми – функціо-
нування геному пригнічується, разом відображають 
пошкодження хроматину характерні для окисного 
стресу.

В наших дослідах в умовах впливу блокатора 
ПАРП і блокатора iNOS спостерігається зменшення ІХ 
– як зниження активності геному, через зменшення 
його доступності («відкритості»), зростання ЯІ – як 
зростання активності трансляційного апарату – ре-
акція клітин на стрес, зростання МЗЯ – як зменшен-
ня цілісності каріолеми – функціонування геному 
пригнічується, разом відображають пошкодження 
хроматину, які можуть бути порівнювані з такими в 
умовах окисного стресу, який моделювався з вико-
ристанням Н2О2.

Застосування субстрату NOS і активатора СІРТ-1, 
в умовах впливу блокатора ПАРП, блокатора iNOS 
і, разом блокатора ПАРП і блокатора iNOS, зумов-
лювало збільшення ІХ – як збільшення активності 
геному, через збільшення його доступності («від-
критості»), зменшення ЯІ – як зменшення активності 
трансляційного апарату – зменшення реакції клітин 
на стрес, зменшення МЗЯ – як збільшення цілісності 
каріоплазми – функціонування геному відновлюєть-
ся, разом відображають відновлення активності хро-
матину.

Разом, отримані дані дають підстави стверджува-
ти, що і оксид азоту, і сіртуїн-1 беруть участь у підтри-
манні функціонального стану доступності хроматину 
в клітинах ФОО. 

В наших дослідах для оцінки функціонального 
стану хроматину клітин ФОО підтверджено значи-
мість оцінки активності геному, як «відкритості» або 
«доступності геному», за величиною ІХ, а також ве-
личини МЗЯ, як маркера цілісності каріоплазми, що 

значимо для репарації ДНК (одно- та двох-ниткових 
розривів). 

Візуалізація доступності хроматину. З допомо-
гою методики з використанням олігопейнтих зондів 
та флюоресцентної мікроскопії [11, 12] встановлено, 
що ядерна локалізація доступності залежить саме від 
типу клітин [13-15]. Варто відмітити, що незважаючи 
на переваги цієї методики визначати базові структу-
ри хроматину, включаючи і доступні зони, роздільна 
здатність все ще залишається недостатньою.

Репарація ДНК. Залежно від того в яких формах 
відбувається пошкодження ДНК, запускаються різні 
шляхи репарації, тому, ймовірно існує широка варі-
абельність ролі доступності хроматину в чутливості 
до пошкоджень ДНК. Так, двониткові розриви (ДЛР) 
формують «розірваний ДНК-полімер», і така «розі-
рвана ланка» в ланцюзі ДНК визначається білками, 
такими як ПАРП-1 (полі(АДФ-рибозо)полімераза-1) 
[16]. 

Інакша картина відзначається при однониткових 
розривах ДНК або пошкодженнях основ ДНК, адуктів 
(ковалентні комплекси) ДНК, депуринації або зши-
ванні, де пошкодження виявляються різними фер-
ментами, які сканують ДНК [16-20]. 

Відомо, що для ініціації репарації необхідно ре-
моделювати та вилучати сусідні нуклеосоми. Цей 
процес може бути спрощено за допомогою поєд-
нання зондування пошкоджень із ремоделюванням 
нуклеосом. Так, ПАРП-1 – ядерний фермент, що ак-
тивується при ушкодженні ДНК – синтезує негативно 
зарядженні ланцюги полімеру АДФ-рибози із НАД+ 
та приєднує їх до білків репарації ДНК (гістонів), 
транскрипційних факторів та ін. Цей процес здатен 
безпосередньо модифікувати гістони та індукувати 
розкручування нуклеосом [21]. 

Дослідження загальногеномної доступності хро-
матину в рамках ушкодження ДНК та її репарації 
може бути ще більш складним, бо шляхи репарації 
на відміну від транскрипції направлені на ділян-
ки ушкодження ДНК, які зазвичай не прив’язані до 
транскрипційних сайтів. Закріплені сайти, які дійсно 
існують у рамках репарації ДНК, зазвичай назива-
ють «гарячими точками», які корелюють із різними 
геномними послідовностями, вторинними структу-
рами, які здатні або не здатні взаємодіяти в умовах 
доступності хроматину [22, 23]. 

Таким чином, доступність хроматину може ві-
дігравати важливу роль у репарації пошкодження 
ДНК, залежно від типу пошкодження (одно- чи двох-
ланцюгові розриви ДНК), і додаткові дослідження в 
цьому напрямку збільшуватимуть розуміння те, як 
відбувається ремоделювання хроматину (нуклео-
сом).

Отримані нами дані узгоджуються [2, 24-28]. В 
тому, що СІРТ-1 може відігравати ключову роль у тер-
мінальній диференціації клітин ФОО [25], а також, 
що життєздатність клітин ФОО залежить від балансу 
між пригнічуючим та стимулюючим впливом на СІРТ-
1 [25, 27]. Ресвератрол послаблює ОС, щоб захистити 
спричинене H2O2 пошкодження і апоптоз грануляр-
них клітин яєчників у щурів [29], що певний рівень 
активності СІРТ-1 може захищати ооцити від окисно-
го ушкодження, викликаного стресом, пов’язаним з 
їх культивуванням in vitro [2, 26].
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Висновки. 
У цій роботі нами отримано нові дані про вплив 

Н2О2 (5хв, 250 mМ) на клітини фолікулярного оточен-
ня ооцитів, які дають підстави стверджувати, що такі 
зміни величин цитологічних показників (ІХ, ЯІ, МЗЯ), 
а саме: зменшення індексу хроматизації (ІХ) – як зни-
ження активності геному, через зменшення його до-
ступності («відкритості»), зростання ЯІ – як зростання 
активності трансляційного апарату – реакція клітин 
на стрес, зростання МЗЯ – як зменшення цілісності 
каріолеми – функціонування геному пригнічується, 
разом відображають пошкодження хроматину ха-
рактерні для окисного стресу.

В наших дослідах в умовах впливу блокатора 
ПАРП і блокатора iNOS відмічається зменшення ІХ 
– як зниження активності геному, через зменшення 
його доступності («відкритості»), зростання ЯІ – як 
зростання активності трансляційного апарату – реак-
ція клітин на стрес, зростання МЗЯ – як зменшення 
цілісності каріолеми – функціонування геному при-
гнічується. Все це разом відображає пошкодження 
хроматину, яке можуть бути порівнюване з таким, 

що виникає в умовах окисного стресу, який моделю-
вався з використанням Н2О2.

Застосування субстрату NOS і активатора СІРТ-1, 
умовах впливу блокатора ПАРП, блокатора iNOS і, 
сумісно блокатора ПАРП і блокатора iNOS, зумавлює 
збільшення ІХ – як збільшення активності геному, 
через збільшення його доступності («відкритості»), 
зменшення ЯІ – як зменшення активності трансля-
ційного апарату – зменшення реакції клітин на стрес, 
зменшення МЗЯ – як збільшення цілісності каріо-
плазми – функціонування геному відновлюється, 
разом відображають відновлення активності хрома-
тину.

Разом, отримані дані дають підстави стверджува-
ти, що і оксид азоту, і сіртуїн-1 беруть участь у підтри-
манні функціонального стану доступності хроматину 
в клітинах фолікулярного оточення ооцитів. 

Перспективи подальших досліджень. 
В майбутньому ми плануємо долучитися до до-

сліджень цілісності ДНК, через оцінку зміни розподі-
лу одно-ниткових розривів ДНК клітин ФОО в різних 
експериментальних умовах.
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ДОСТУПНІСТЬ ГЕНОМУ: ЗМІНИ ХРОМАТИНУ КЛІТИН ФОЛІКУЛЯРНОГО ОТОЧЕННЯ ООЦИТІВ В УМОВАХ 
ОКИСНОГО СТРЕСУ IN VITRO

Срібна В. О., Вознесенська Т. Ю., Блашків Т. В.
Резюме. Доступ до геному (ДНК) є необхідною умовою для виконання основних клітинних процесів, зо-

крема транскрипції, реплікації, хромосомної сегрегації та репарації ДНК. За останнє десятиліття повногеномні 
дослідження та нові підходи до візуалізації дозволили краще зрозуміти, як регулюється доступ до геному. 
Те, як білки, які регулюють ці процеси, функціонують у контексті хроматину та його динамічної архітектури, є 
предметом інтенсивних досліджень.

Мета дослідження – за змінами величин цитологічних показників (індексу хроматизації (ІХ), ядерцевого 
індексу (ЯІ) та індексу морфологічно змінених ядер (МЗЯ)) оцінити зміни функціонального стану хроматину 
клітин фолікулярного оточення ооцитів в різних експериментальних умовах, а саме в умовах окисного стресу 
in vitro, а також впливу активатора СІРТ_1, блокатора ПАРП (полі (АДФ-рибоза) полімерази), субстрата NOS і 
блокатора iNOS, що раніше не було вивчено.

У цій роботі нами отримано нові дані про вплив Н2О2 (5 хв, 250 mМ) на клітини фолікулярного оточення 
ооцитів дають підстави стверджувати, що такі зміни величин цитологічних показників (ІХ, ЯІ, МЗЯ), а саме: 
зменшення індексу хроматизації (ІХ) – як зниження активності геному, через зменшення його доступності 
(«відкритості»), зростання ЯІ – як зростання активності трансляційного апарату – реакція клітин на стрес, зрос-
тання МЗЯ – як зменшення цілісності каріоплазми – функціонування геному пригнічується, разом відобража-
ють пошкодження хроматину характерні для окисного стресу.

В наших дослідах в умовах впливу блокатора ПАРП і блокатора iNOS відбувається: зменшення індексу хро-
матизації (ІХ) – як зниження активності геному, через зменшення його доступності («відкритості»), зростання 
ЯІ – як зростання активності трансляційного апарату – реакція клітин на стрес, зростання МЗЯ – як зменшення 
цілісності каріоплазми – функціонування геному пригнічується, разом відображають пошкодження хромати-
ну, які можуть бути порівнювані з такими в умовах окисного стресу, який моделювався з використанням Н2О2.

Застосування субстрату NOS і активатора СІРТ_1, умовах впливу блокатора ПАРП, блокатора iNOS і, разом 
блокатора ПАРП і блокатора iNOS, що призводило: збільшення індексу хроматизації (ІХ) – як збільшення ак-
тивності геному, через збільшення його доступності («відкритості»), зменшення ЯІ – як зменшення активності 
трансляційного апарату – зменшення реакції клітин на стрес, зменшення МЗЯ – як збільшення цілісності ка-
ріоплазми – функціонування геному відновлюється, разом відображають відновлення активності хроматину.

Разом, отримані дані дають підстави стверджувати, що і оксид азоту, і сиртуїн_1 беруть участь у підтри-
манні функціонального стану доступності хроматину в клітинах ФОО. 

Ключові слова: клітини фолікулярного оточення ооцитів, хроматин, окисний стрес, сіртуїн_1.

GENOME AVAILABILITY: CHANGES IN THE CHROMATIN OF CELLS OF THE FOLLICULAR ENVIRONMENT OF 
OOCYTES UNDER CONDITIONS OF OXIDATIVE STRESS IN VITRO

Sribna V. O., Voznesenska T. Yu., Blashkiv T. V.
Abstract. Access to the genome (DNA) is a prerequisite for basic cellular processes, including transcription, 

replication, chromosome segregation, and DNA repair. Over the past decade, genome-wide studies and new imaging 
approaches have provided a better understanding of how access to the genome is regulated. How the proteins that 
regulate these processes function in the context of chromatin and its dynamic architecture is the subject of intense 
research. 

The purpose of the study is to evaluate changes in the functional state of the chromatin of the cells of the 
follicular environment of oocytes under different experimental conditions, namely under conditions of oxidative 
stress, based on changes in the values of cytological indicators (chromatization index (ChI), nuclear index (NI) and 
morphologically altered nuclei index (MNI)), as well as the influence of the activator of Sirtuin_1, the PARP (Poly 
(ADP-ribose) polymerase) blocker, the NOS substrate, and the iNOS blocker, which had not been studied before.

In this work, we have obtained new data about the effect of H2O2 (5 min, 250 mM) on the cells of the follicular 
environment of oocytes, which allowed us to asserting that such changes in the values of cytological indicators (ChI, 
NI, MNI), namely: a decrease in the chromatization index (ChI) – as decrease in the activity of the genome, due 
to a decrease in its accessibility (“openness”), the growth of NI – as an increase in the activity of the translational 
apparatus – the response of cells to stress, the growth of MNI – as a decrease in the integrity of the karyoplasm – the 
functioning of the genome is suppressed, together they reflect damage to the chromatin characteristic of oxidative 
stress.

The use of the NOS substrate and the activator of Sirtuin_1, under conditions of exposure to the PARP blocker, the 
iNOS blocker and, together, the PARP blocker and the iNOS blocker, which led to: an increase in the chromatization 
index (ChI) – as an increase in the activity of the genome, due to an increase in its accessibility (“openness”), a 
decrease in NI – as a decrease in the activity of the translational apparatus – a decrease in the reaction of cells 
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to stress, a decrease in MNI – as an increase in the integrity of the karyoplasm – the functioning of the genome is 
restored, together they reflect the restoration of chromatin activity.

Тogether, the obtained data provide grounds for asserting that both nitric oxide and sirtuin_1 are involved in 
maintaining the functional state of chromatin availability in cells of the follicular environment of oocytes.

Key words: cells of the follicular environment of oocytes, chromatin, oxidative stress, sirtuin_1. 

ORCID and contributionship: / ORCID кожного автора та його внесок до статті:
Sribna V. O: https://orcid.org/0000-0003-0673-5131 ABСDF

Voznesenskaya T. Yu.: https://orcid.org/0000-0001-8478-2422 AE

Blashkiv T. V.: https://orcid.org/0000-0003-1196-2929 AВF

Conflict of interest: / Конфлікт інтересів:
The Authors declare no conflict of interest. / Автори заявляють про відсутність конфлікту інтересів.
_______________________________________________________________
Corresponding author / Адреса для кореспонденції
Sribna Valentyna Oleksandrivna / Срібна Валентина Олександрівна
Bogomolets Institute of Physiology of NAS of Ukraine / Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України
Ukraine, 01024, 4 Academic Bogomolets str. / Адреса: Україна, 01024, м. Київ, вул. Академіка Богомольця 4
Tel.: +380633552233 / Тел.: +380633552233
E-mail: valia-z@ukr.net 
________________________________________________________________

A – Work concept and design, B – Data collection and analysis, C – Responsibility for statistical analysis, D – Writing the article, E – Critical review, 
F – Final approval of the article / A – концепція роботи та дизайн, В – збір та аналіз даних, С – відповідальність за статичний аналіз, D – на-
писання статті, Е – критичний огляд, F – остаточне затвердження статті.

Received 15.09.2023 / Стаття надійшла 15.09.2023 року
Accepted 21.02.2024 / Стаття прийнята до друку 21.02.2024 року

DOI 10.29254/2077-4214-2024-1-172-120-125
UDC 616.72 +159.98 
Streltsova V. V.

PERCEPTION AND PROCESSING PECULIARITIES OF INFORMATION ADDRESSED TO I 
AND II SIGNALING SYSTEMS IN THE CONTEXT OF MILD ACQUIRED MYOPIA

Nizhyn Mykola Gogol State University (Nizhyn, Ukraine)
vleipinge@gmail.com
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Introduction. 
Modern society is considered an information and cy-

bernetic society, a characteristic feature of which is an 
increased flow of information stimuli addressed to the 
sensory systems of the human body. The leading role 
in sensory signal perception is the visual system, which 
processes and perceives 80% of the information flow. 
Physiological and morphological disorders in the eye ac-

The study focuses on the impact of myopia on the nervous system's reactions to stimuli addressed to different 
signalling systems. Since modern society is information and cyber-based and people have to process significant 
amounts of information, there has been a tendency in recent decades to increase the number of people with ac-
quired myopia. Our study aims to determine the peculiarities of neurodynamic functions, perception and processing 
of stimuli addressed to the I and II signalling systems in people suffering from acquired myopia. The study partici-
pants were divided into groups with and without myopia. The Makarenko method was used to study neurodynamic 
functions. All experiments were conducted following international bioethical standards. Each participant gave writ-
ten consent to participate in the study. The study considered changes in mental performance at the beginning of the 
working day and week, carried out on days of high mental performance. To avoid the subjective factor, the state of 
neurodynamic properties was tested three times. Separate stimuli were selected for each signalling system.

The study of neurodynamic functions revealed that people with myopia have shorter latent periods of choice 
reaction to stimuli addressed to the I and II signalling systems, and an increase in the functional mobility of nervous 
processes was observed. The slight differences in the values of SVMR and LPRC1-3 are due to their simplicity. The 
data obtained in the study confirm that myopia can affect the perception and processing of information, depending 
on the type of stimuli. Such findings are essential for understanding the relationship between visual function and the 
central nervous system in people with different degrees of myopia.

Key words: myopia, latent periods, functional mobility of nervous processes, I and II signal systems.


