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Changes in photoperiod duration, which serves as the primary synchronizer of biological rhythms, represent a 
stress factor capable of disrupting the rhythmicity of somatic and visceral functions and disorganizing the mecha-
nisms of the organism’s adaptation to the effects of various factors. In this regard, studying the expression level of 
the immediate-early response gene c-fos in neuronal subpopulations of the paraventricular nucleus of the hypothal-
amus is relevant for investigating stress responses. The experiment was conducted on male white rats, which were 
divided into two groups (each containing two subgroups). For 14 days, the animals were maintained under different 
lighting conditions: group 1 (LD) under a standard photoperiod of 12.00L:12.00D, and group 2 (DD) under conditions 
of constant darkness 00.00L:24.00D (light deprivation). The study was performed at 14:00 and 02:00. Identification 
of c-Fos in histological sections of the anterior hypothalamus was carried out using the method of indirect immuno-
fluorescence. Under standard lighting conditions (12.00L:12.00D), an increase in the fluorescence intensity of ma-
terial immunoreactive to c-Fos was detected in the medial parvocellular subnuclei of the paraventricular nucleus of 
the hypothalamus in rats at 02:00 compared with 14:00. During the daytime, this parameter was 26.34±1.510 µm², 
whereas it increased during the nighttime. Light deprivation caused a shift of the fluorescence intensity peak in the 
indicated subnuclei from the nighttime to the daytime period. The highest density of c-Fos-positive neurons in the 
studied hypothalamic subnuclei was recorded at 02:00 in animals maintained both under the 12.00L:12.00D regime 
and under 00.00L:24.00D conditions. Thus, the expression of the product of the immediate-early response gene 
c-fos, the c-Fos protein, in the medial parvocellular subnuclei of the paraventricular nucleus of the rat hypothalamus 
exhibits a pronounced rhythmic pattern. Under conditions of light deprivation, significant changes in its production 
were observed. In particular, the concentration index of this protein during the daytime period of the experiment was 
0.543±0.0128 a.u., which significantly exceeded the control values.
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Connection of the publication with planned re-
search work.

The research was conducted as part of the approved 
research topic of the Department of Medical Biology 
and Genetics at Buckovinian State Medical University: 
“Morphofunctional reorganization of the structures of 
nervous and endocrine systems at different stages of 
postnatal ontogenesis, and biochemical mechanisms of 
metabolism of signal molecules, the condition of oxidant 
and antioxidant systems in experimental pathology 

and under the influence of glutathione and melatonin 
(experimental research)” (state registration number 
0124U002513).

Introduction.
Among the current issues in modern chronophysiology 

is the clarification of the involvement of neuroendocrine 
structures in the mechanisms of daily (circadian) 
rhythms in mammals [1-4]. The paraventricular nuclei of 
the hypothalamus play the role of the autonomic center 
coordinating physiological functions. They consist of 
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several neuronal populations – subnuclei – which differ 
in their structural and functional characteristics as well 
as in the nature of neural connections with various 
components of both the nervous and neuroendocrine 
systems [5, 6].

Changes in photoperiod duration, as the main time-
setting factor, represent a stressor that desynchronizes 
the rhythmicity of somatic and visceral functions and 
disrupts the coordination and modulation of mechanisms 
involved in the organism’s adaptation to the influence of 
various factors [7-9]. In order to study stress reactions 
and the effects of stress-limiting factors (in particular, 
the hormone melatonin), the investigation of neuronal 
subpopulations of the paraventricular nucleus of the 
hypothalamus is of considerable interest [10]. A major 
factor exerting a significant effect on the regulation of 
adrenocorticotropic hormone (corticotropin) secretion is 
corticotropin-releasing factor. Immunoreactive labeling 
for corticotropin-releasing factor has been detected 
predominantly in the medial parvocellular subnuclei 
of the paraventricular nucleus of the hypothalamus 
[11]. Therefore, the study of the influence of constant 
darkness (light deprivation) on the state of these 
hypothalamic subnuclei is of particular interest [12-15]. 
In particular, it is important to investigate the expression 
level of the immediate-early response gene c-fos in 
these hypothalamic structures. It should be noted that 
a potent (although not the only) inhibitor of c-fos gene 
transcription is the product of its expression – the c-Fos 
protein [16]. Investigation of c-Fos protein expression is 
widely used to identify the functional activity of neurons 
as components of specific conduction pathways within 
the nervous system. Disturbances in the lighting regime 
(constant darkness) cause immediate changes in the level 
of c-fos gene expression in the paraventricular nuclei. 
Intensification of the expression of this gene stimulates 
the synthesis of the corresponding immunospecific 
c-Fos protein [17]. The latter, in turn, participates in the 
mechanisms of synchronization of activity by exogenous 
cyclic influences (including circadian rhythms associated 
with the alternation of light and darkness). Information 
concerning the influence of photoperiod modifications 
on the activity of the above-mentioned neuronal 
subpopulations of the paraventricular nucleus of the 
hypothalamus involved in circadian rhythm mechanisms 
remains insufficiently described and requires further 
detailed investigation.

The aim of the study. 
To determine the dynamics of c-fos gene expression in 

the medial parvocellular subnuclei of the paraventricular 
nucleus of the hypothalamus in rats under conditions of 
light deprivation.

Object and research methods. 
Experimental studies involved 28 male outbred 

white rats aged 24-27 months. The animals were kept 
under standard vivarium conditions with constant air 
temperature and humidity and had free access to food 
and drinking water. The experimental animals were 
divided into two groups, each of which was further 
subdivided into two subgroups (seven animals in each).

Animals of the first group (intact) were maintained 
for 14 days under a standard lighting regime of 
12.00L:12.00D (LD; illumination provided by fluorescent 
lamps from 08:00 to 20:00, with the illumination level at 
the cage level reaching 500 lx). Rats of the second group 

were kept for 14 days under conditions of constant 
darkness (light deprivation – DD, modeling hyperfunction 
of the pineal gland in relation to melatonin synthesis).

After completion of the 14-day period, on the 
following day at 14:00 and 02:00, the animals were 
removed from the experiment by decapitation under 
etaminal anesthesia (40.0 mg/kg, intraperitoneally). 
The brains were immediately removed and placed in 
10% formalin solution in phosphate buffer (0.1 M, pH 
7.2) for 20 hours at room temperature. After a standard 
dehydration procedure and infiltration with chloroform 
and paraffin, the samples were embedded in paraffin.

The scientific study was conducted in accordance 
with the main provisions of the Law of Ukraine No. 3447-
IV “On the Protection of Animals from Cruel Treatment,” 
the Council of Europe Convention for the Protection 
of Vertebrate Animals Used for Experimental and 
Other Scientific Purposes (March 18, 1986), Directive 
2010/63/EU of the European Union, and the orders of 
the Ministry of Health of Ukraine No. 690 (September 
23, 2009) and No. 944 (December 14, 2009), as well as 
Order of the Ministry of Education and Science No. 249 
(March 1, 2012). The research protocol was approved by 
the Biomedical Ethics Commission of BSMU on February 
15, 2024.

To identify c-Fos in histological sections of the anterior 
hypothalamus, the indirect immunofluorescence 
method was used. First, histological sections with a 
thickness of 14 µm were deparaffinized in xylene, 
followed by rehydration in ethanol solutions of six 
descending concentrations (100-40%) and washing 
three times for 10 minutes in phosphate buffer (0.1 M, 
pH 7.2).

Rabbit antibodies (immunoglobulin IgG) against 
c-Fos (“Sigma-Aldrich”, USA) were used as primary 
antibodies. Initially, the sections were incubated for 45 
minutes at 37°C in 0.3% Triton X-100 solution (“Sigma-
Aldrich”, USA) in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) with 
the addition of 1.0% goat serum. Subsequently, primary 
antibodies to c-Fos (1:1000) were applied to serial 
sections and incubated for 24 hours in a humid chamber 
at 4°C. After washing off excess primary antibodies 
in 0.1 M phosphate buffer, the histological sections 
were incubated for 60 minutes at 37°C with secondary 
antibodies diluted 1:200. Goat gamma-globulin, an 
antibody against rabbit globulins conjugated with 
fluorescein isothiocyanate (FITC; “Sigma-Aldrich”, USA), 
was used as the secondary antibody. After incubation, 
the sections were washed with phosphate buffer (0.1 
M) and placed in a mixture of glycerol and phosphate 
buffer (ratio 9:1) for subsequent examination using 
fluorescence microscopy.

The specificity of antibody binding was controlled 
using the same procedure but without the incubation 
step with primary antibodies to c-Fos.

Identification of c-Fos protein in the studied neurons 
of the anterior hypothalamus and determination 
of its content were performed using a VIDAS-386 
computerized digital image analysis system (“Kontron 
Elektronik”, Germany) in the ultraviolet spectrum. To 
obtain fluorescence images, a high-emission filter with 
excitation and emission ranges of 370-390 nm and 420-
450 nm, respectively, was used, along with a specialized 
objective with a wide aperture. The images were 
introduced into the VIDAS-386 image analysis system 
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using an 8-bit CCD camera COHU-4922 (“COHU Inc.”, USA). 
At the same time, the photobleaching effect associated 
with gradual destruction of FITC molecules under 
prolonged ultraviolet irradiation was prevented. After 
introducing the immunofluorescent image, digitization 
was performed using a densitometric scale with 256 
grayscale gradations. Image analysis was carried out in an 
automatic mode using the VIDAS-2.5 software package 
(“Kontron Elektronik”, Germany). Identification of areas 
of the preparations in which fluorescence intensity 
significantly exceeded background values (characteristic 
of nonspecific fluorescence) was performed using the 
corresponding program. The area of these regions and 
the total cross-sectional area of neuronal nuclei of the 
rat paraventricular nucleus containing immunopositive 
material (Si and Sn, respectively, µm²) were measured. 
Indicators characterizing the concentration of c-Fos 
protein and its content in the nuclei of immunopositive 
cells were calculated as Coni = |lg(Di/D0)| and Ci = Coni 
× Si (arbitrary units), taking into account fluorescence 
intensity in immunopositive regions and background 
fluorescence intensity (Di and D0, respectively). Since 
these parameters are relative rather than absolute 
values, they were subsequently referred to as indices 
of concentration and content of c-Fos protein in 
immunopositive hypothalamic neurons.

Mapping of the topographic localization of 
immunopositive neurons to specific structures of 
the anterior hypothalamus was performed using a 
stereotaxic atlas of the rat brain.

Processing of the obtained experimental data was 
performed using the VIDAS-2.5 software package 
(“Kontron Elektronik”, Germany) and EXCEL (“Microsoft 
Corp.”, USA). For all indicators, the mean value, 
standard deviation, and standard error of the mean 
were calculated. In different groups of experimental 
animals, samples of immunopositive neurons of the 
paraventricular nucleus of the hypothalamus in which 
Si and Sn were measured and Coni and Ci values were 
calculated consisted of 120-153 units.

In addition, the density of localization of c-Fos-
immunopositive cells within the studied sections of 
the paraventricular nucleus of the hypothalamus was 
calculated. For this purpose, the number of such neurons 
was first determined in several randomly selected fields 
of view (4-7 for each rat), and the average number of 
such cells per 1 mm² of the section area was calculated. 
To determine the statistical significance of differences 
between control and experimental groups of animals, 
Student’s t-test (t) was used. Values with p<0.05 were 
considered statistically significant.

Research results and their discussion.
Under the 12.00L:12.00D lighting regime, an 

increase in the fluorescence intensity of material 
immunoreactive to c-Fos in the medial parvocellular 
subnuclei of the paraventricular nucleus of the 
hypothalamus in rats was recorded at 02:00 compared 
with 14:00. During the daytime observation period, the 
fluorescence intensity of material immunoreactive to 
c-Fos was 26.34±1.510 µm², whereas at 02:00 it reached 
27.50±1.422 µm². Changes in the duration of the light 
regime caused a shift in fluorescence intensity in the 
medial parvocellular subnuclei of the paraventricular 
nucleus of the hypothalamus from the nighttime to the 
daytime period.

When calculating the cross-sectional area index of 
the medial parvocellular subnuclei of the paraventricular 
nucleus of the rat hypothalamus, it was found that in the 
control group of animals during the daytime its value 
was 34.54±0.564 µm², whereas at 02:00 it significantly 
decreased to 32.12±0.412 µm². Under conditions of light 
deprivation, a significant decrease in this parameter 
during the daytime observation period by 25.45% was 
observed, while at 02:00 this parameter did not undergo 
substantial changes compared with the control values. 
At the same time, a shift in the larger subnuclear area 
index from 14:00 to 02:00 was noted.

Under lighting regimes of 12.00L:12.00D and 
24.00L:00.00D, intergroup differences were observed 
when analyzing the obtained parameters both during 
the day and at night. The indices of normalized areas 
of the studied hypothalamic subnuclei in rats of the 
intact group at 14:00 were 77.4%, and at night 86.8% 
relative to the value of the total cross-sectional area 
of the hypothalamic structures, and the detected 
changes were statistically significant. The mean value 
of this parameter at 14:00 was within 90.2%, whereas 
at 02:00 it was 74.9% of the relative total area. Light 
deprivation resulted in a shift of the maximal values of 
the normalized area. During the studied time intervals, 
the parameters did not show statistically significant 
differences between each other; however, they were 
higher compared with the values in rats of the intact 
group during the corresponding periods of the day.

Modification of the photoperiod was also reflected 
in the concentration index of the c-Fos protein in the 
studied hypothalamic subnuclei of rats. An increase in 
this index was detected during the daytime period of the 
experiment in hypothalamic sections of rats maintained 
under light deprivation. In this subgroup, the index was 
0.543±0.0128 a.u., which was 47.5% higher than that 
observed in the subgroup of intact rats. During the 
nighttime observation stage, the opposite pattern was 
observed: the index was 61.0% lower compared with 
the subgroup of animals whose samples were collected 
at 14:00, and 10.4% lower compared with animals 
maintained under the 12.00L:12.00D lighting regime 
(fig. 1).

An increase was also observed in the index of the total 
content of c-Fos protein, which reached 17.82±1.256 

Figure 1 – Fluctuations in the content index of c-Fos protein in the 
studied hypothalamic structures of the rat under conditions of light 

deprivation.
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a.u., as a significant rise in the concentration of c-Fos 
protein in the studied hypothalamic subnuclei of rats was 
recorded at 14:00 in animals maintained under conditions 
of constant darkness. During the nighttime stage of the 
experiment in rats of this series, the index significantly 
decreased; however, no significant differences were 
found compared with the corresponding observation 
period in the group of intact animals.

Considering the values of the integral density of 
material immunoreactive to c-Fos, the highest density 
of localization of c-Fos-positive neurons in the studied 
hypothalamic subnuclei of rats maintained under 
lighting regimes of 12.00L:12.00D and 00.00L:24.00D 
was recorded at 02:00. It should be noted that no 
statistically significant differences between the groups 
were observed in all formed observation series. This 
may be explained by the considerable variability of 
the indicator in the areas of hypothalamic subnuclear 
sections randomly selected for analysis.

The demonstrated changes suggest that an important 
factor influencing the integral density index of c-Fos in 
the tissue of the studied hypothalamic subnuclei of the 
animals was the alteration in the concentration index 
of c-Fos protein, as well as the density index of c-Fos 
protein content in the hypothalamic subnuclei of rats. 
The integral density index of c-Fos in each of the two 
studied series at 02:00 was significantly lower than at 
14:00 (fig. 2).

Thus, under the standard lighting regime 
(12.00L:12.00D) the index decreased by 26.3%, whereas 
under conditions of light deprivation (00.00L:24.00D) it 
decreased by 62.9%, respectively.

Conclusions.
1. The expression of the product of the activity of 

the immediate-early response c-fos gene – the c-Fos 
protein – in the medial parvocellular subnuclei of the 
paraventricular nucleus of the rat hypothalamus is 
characterized by circadian rhythmicity.

Figure 2 – Daily variations in the index of the total content of c-Fos 
protein in the medial parvocellular subnuclei of the paraventricular 

nucleus of the rat hypothalamus under conditions of light 
deprivation.

2. Under conditions of light deprivation, the 
production of c-Fos protein undergoes significant 
changes. In particular, the concentration index of this 
protein during the daytime period of the experiment 
was 0.543±0.0128 a.u., which was significantly higher 
than the control values.

Prospects for further research.
Further studies are planned to determine the 

dynamics of c-fos gene expression in the medial 
parvocellular subnuclei of the paraventricular 
nucleus of the rat hypothalamus under conditions of 
prolonged illumination (light stress) in order to gain 
a deeper understanding of the mechanisms by which 
brain structures are involved in the regulation of 
neuroendocrine processes.
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ВПЛИВ СВІТЛОВОЇ ДЕПРИВАЦІЇ НА ЕКСПРЕСІЮ ГЕНА c-fos  
У ПРИШЛУНОЧКОВИХ ЯДРАХ ГІПОТАЛАМУСА ЩУРІВ 

Буковинський державний медичний університет (м. Чернівці, Україна)
bulyk@bdsmu.edu.ua

Зміни тривалості фотоперіоду, що виступає основним синхронізатором біологічних ритмів, 
є стресовим чинником, здатним порушувати ритмічність соматичних і вісцеральних функцій та 
дезорганізовувати механізми адаптації організму до дії різних чинників. У зв’язку з цим актуальним є 
дослідження рівня експресії гена «надранньої» відповіді c-fos у субпопуляціях нейронів пришлуночкового 
ядра гіпоталамуса з метою вивчення стресових реакцій. Експеримент виконано на самцях білих щурів, 
яких розподілили на дві групи (кожна містила по дві підгрупи). Протягом 14 діб тварин утримували за 
різних світлових режимів: 1-шу групу (LD) – при стандартному фотоперіоді 12.00С:12.00Т, 2-гу групу (DD) 
– в умовах постійної темряви 00С:24.00Т (світлова депривація). Дослідження проводили о 14.00 та 02.00 
год. Ідентифікацію c-Fos у гістологічних зрізах переднього гіпоталамуса здійснювали методом непрямої 
імунофлуоресценції. За умов стандартного освітлення 12.00С:12.00Т у медіальних дрібноклітинних 
суб’ядрах пришлуночкового ядра гіпоталамуса щурів виявлено підвищення інтенсивності флуоресценції 
матеріалу, імунореактивного до c-Fos, о 02.00 год порівняно з 14.00 год. У денний період цей показник 
становив 26,34±1,510 мкм², тоді як у нічний час він зростав. Світлова депривація призводила до зміщення 
піку інтенсивності флуоресценції в зазначених суб’ядрах із нічного на денний проміжок. Найвищу щільність 
розташування c-Fos-позитивних нейронів у досліджуваних суб’ядрах гіпоталамуса зафіксовано о 02.00 год у 
тварин, які перебували як у режимі 12.00С:12.00Т, так і в умовах 00С:24.00Т. Отже, експресія продукту гена 
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Зв’язок публікації з плановими науково-дослід-
ними роботами.

Дослідження виконані в рамках затвердженої 
теми науково-дослідної роботи кафедри медичної 
біології та генетики Буковинського державного ме-
дичного університету «Морфофункціональні пере-
будови структур нервової та ендокринної систем у 
різні періоди постнатального онтогенезу та біохіміч-
ні механізми метаболізму сигнальних молекул, стан 
оксидантної та антиоксидантної систем за умов екс-
периментальних патологій і впливу глутатіону та ме-
латоніну (експериментальне дослідження)» (держав-
ний реєстраційний номер 0124U002513).

Вступ. 
Поміж актуальних питань сучасної хронофізіоло-

гії є з’ясування участі нейроендокринних структур 
у механізмах добових (циркадних) ритмів ссавців 
[1-4]. Роль вегетативного центру координації функ-
цій належить пришлуночковим ядрам гіпоталамуса. 
До їх складу входить низка нейронних популяцій – 
суб’ядер, що, у свою чергу, відрізняються за струк-
турно-функціональними особливостями, а також ха-
рактером нервових зв’язків з різними відділами як 
нервової, так і нейроендокринної систем [5, 6].

Зміни тривалості фотоперіоду, як основного ча-
созадавача, є стресовим чинником, що десинхроні-
зує ритмічність соматичних і вісцеральних функцій 
та порушує координацію і модуляцію механізмів 
пристосування організму до дії різноманітних чин-
ників [7-9]. З метою вивчення стресових реакцій та 
ефектів стрес-лімітуючих чинників (зокрема, гормо-
ну мелатоніну) актуальним є вивчення субпопуля-
цій нейронів пришлуночкового ядра гіпоталамуса 
[10]. Провідним чинником, що має вагомий ефект у 
регуляції секреції адренокортикотропного гормону 
(кортикотропіну), є кортикотропін-рилізинг фактор. 
Імунореактивна мітка до кортикотропін-рилізинг 
фактора виявлена, переважно, в медіальних дрібно-
клітинних суб’ядрах пришлуночкового ядра гіпотала-
муса [11]. Тому цікавим постає дослідження впливу 
постійної темряви (світлової депривація) на стан цих 
суб’ядер гіпоталамуса [12-15]. Зокрема, важливим є 
вивчення рівня експресії гена «надранньої» відповіді 
с-fos у вказаних гіпоталамічних структурах. Слід за-
значити, що потужним (хоча і не єдиним) інгібітором 
транскрипції гена с-fos служить продукт його експре-
сії – білок с-Fos [16]. Вивчення експресії білка с-fos 
активно використовується для ідентифікації функці-
ональності нейронів – ланки специфічних провідних 
шляхів у нервовій системі. Порушення режиму освіт-
лення (постійна темрява) спричиняє в пришлуноч-
кових ядрах негайні зміни рівня експресії гена с-fos. 
Інтесифікація експресії вказаного гена стимулює син-
тез відповідного імуноспецифічного білка с-Fos [17]. 
Останній, у свою чергу, залучений у механізми син-
хронізації активності екзогенними циклічними впли-
вами (у т.ч. циркадними, що пов’язані з чергуванням 
світла й темряви). Відомості, що торкаються з’ясуван-

ня впливів модифікацій фотоперіоду на діяльність 
вищенаведених субпопуляцій нейронів пришлуноч-
кового ядра гіпоталамуса, задіяних у механізми ци-
ркадних ритмів, висвітлені недостатньо і потребують 
детального вивчення.

Мета дослідження.
З’ясувати динаміку експресії гена c-fos у медіаль-

них дрібноклітинних суб’ядрах пришлуночкового 
ядра гіпоталамуса щурів за світлової депривації.

Об’єкт і методи дослідження.
В експериментальні дослідження залучено 28 

самців безпорідних білих щурів віком 24-27 міс. Тва-
рини перебували за стандартних умов віварію при 
сталій температурі повітря та вологості приміщення 
і мали вільний доступ до питної та їжі. Експеримен-
тальні тварини поділено на дві групи, у кожній з яких 
було ще по дві підгрупи (по сім тварин). 

Тварин першої групи (інтактних) утримували 14 діб 
за умов звичайного режиму освітлення 12.00С:12.00Т 
(LD, освітлення за допомогою люмінесцентних ламп з 
08.00 год до 20.00 год, показник освітленості на рівні 
кліток із тваринами становив 500  лк). Щури з другої 
групи знаходилися впродовж 14 діб за умов постійної 
темряви (світлова депривація – DD, моделювання гі-
перфункції шишкоподібної залози щодо синтезу ме-
латоніну). 

Після завершення 14-денного періоду наступного 
дня о 14.00 і 02.00 тварин виводили з експеримен-
ту шляхом декапітації під етаміналовим наркозом 
(40,0  мг/кг, в/очеревинно). Негайно вилучали мозок 
тварин і поміщали в 10 % розчин формаліну на фос-
фатному буфері (0.1 М, pH 7.2) на 20 год при кімнатній 
температурі. Провівши стандартну процедуру зневод-
нення та просочення хлороформом і парафіном зраз-
ки здійснювали заливку в парафін. 

Наукові дослідження виконані з дотриманням 
основних положень Закону України №  3447-IV «Про 
захист тварин від жорстокого поводження», Конвен-
ції Ради Європи про охорону хребетних тварин, що 
використовують в експериментах та інших наукових 
цілях (від 18.03.1986  р.), Директиви Європейського 
Союзу 2010/63/EU та наказів МОЗ України № 690 від 
23.09.2009 р., № 944 від 14.12.2009 р. і наказу МОН 
№  249 від 01.03.2012  р. Протокол наукового дослі-
дження затверджений Комісією з питань біомедичної 
етики БДМУ від 15.02.2024 р. 

З метою ідентифікації c-Fos у гістологічних зрізах 
переднього гіпоталамуса тварин використовували 
метод непрямої імунофлуоресценції. Насамперед де-
парафінували в ксилолі гістологічні зрізи завтовшки 
14 мкм, а згодом здійснювали процес регідратації в 
розчинах етанолу 6 низхідних концентрацій (100-40%) 
та тричі тривалістю 10 хв відмивали в фосфатному бу-
фері (0,1 M, pH 7,2).

В якості первинних антитіл використовували кро-
лячі антитіла (імуноглобулін – IGG) до c-Fos (“Sigma-
Aldrich”, США). Спочатку впродовж 45 хв здійснювали 
інкубацію  зрізів при 37оС у 0,3% розчині Triton X-100 

«надранньої відповіді» c-fos – білка c-Fos – у медіальних дрібноклітинних суб’ядрах пришлуночкового ядра 
гіпоталамуса щурів має виражений ритмічний характер. За умов світлової депривації спостерігаються 
суттєві зміни його продукції: зокрема, індекс концентрації цього протеїну в денний період експерименту 
становив 0,543±0,0128 Оіф і достовірно перевищував контрольні значення.

Kлючові слова: пришлуночкове ядро, гіпоталамус, ген c-fos, білок c-Fos, світлова депривація.
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(“Sigma-Aldrich”, США) на 0.1  М фосфатному буфері 
(pH 7.2) з додаванням 1,0% розчину козячої сироват-
ки. Згодом на послідовні серійні зрізи проводили на-
несення первинних антитіл до c-Fos (1:1000) та впро-
довж 24 год здійснювали інкубацію у вологій камері 
за умов температури 4оС. Після відмивання надлишку 
первинних антитіл у 0.1  М фосфатному буфері про-
водили інкубацію гістологічних зрізів впродовж 60 хв 
при 37оС з вторинними антитілами при розведенні 
у співвідношенні 1:200. В якості  вторинних антитіл 
використовували козячий гаммаглобулін, який є ан-
титілом відносно глобулінів кролика, кон’югований 
з флуоресцеїнізотіоціонатом (FITC; “Sigma-Aldrich”, 
США). Після здійснення інкубації гістологічні зрізи 
проводили промивання фосфатним буфером (0.1 М) 
і поміщали в суміш гліцерину й фосфатного буфера 
(співвідношення 9:1) для подальшого дослідження за 
допомогою люмінесцентної мікроскопії.

Контроль специфічності зв’язування антитіл здій-
снювали аналогічним шляхом, не проводячи етап ін-
кубації з первинними антитілами до c-Fos.

Ідентифікацію білка c-Fos у досліджуваних ней-
ронах переднього гіпоталамуса і дослідження вмісту 
цього протеїну проводили із використанням комп’ю-
терної системи цифрового аналізу зображення VIDAS-
386 (“Kontron Elektronik”, Німеччина) в ультрафіолето-
вому спектрі. З метою одержання флуоресцентного 
зображення застосовували високоемісійний фільтр 
із діапазонами збудження та емісії 370-390 нм і 420-
450 нм відповідно, а також спеціалізований об’єктив з 
широкою апертурою. Зображення уводили в комп’ю-
терну систему аналізу зображень VIDAS-386, вико-
ристовуючи 8-бітову CCD-камеру COHU-4922 (“COHU 
Inc.”, США). Водночас унеможливлювали прояв ефекту 
“вигоряння” препарату, що пов’язаний із поступовим 
руйнуванням молекул FITC під дією впливу тривалого 
ультрафіолетового випромінювання. Після уведення 
імунофлуоресцентного зображення проводили оциф-
ровування з використанням денситометричної шкали 
з 256 градаціями сірого кольору. Проведення аналізу 
зображення відбувалося в автоматичному режимі з 
виокристанням пакета прикладних програм VIDAS-2.5 
(“Kontron Elektronik”, Німеччина). Ідентифікацію діля-
нок препаратів, в яких інтенсивність флуоресценції 
була вірогідно вищою щодо фонових значень (харак-
терні т.з. неспецифічній флуоресценції) проведено з 
використанням відповідної програми. Здійснювали 
вимірювання площі вказаних ділянок та повної площі 
перерізу ядер нейронів пришлуночкового ядра гіпота-
ламуса щура, які містили імунопозитивний матеріал 
(Sі та Sя відповідно, мкм2). Проводили обчислення по-
казників, що характеризують концентрацію білка c-Fos 
та його вміст в ядрах імунопозитивних клітин, – Kі = │lg 
(Dі/D0)│ та Cі = Ki∙Sі (умовні одиниці – у.о.) відповідно, 
враховуючи інтенсивність флуоресценції в імунопози-
тивних ділянках та інтенсивність флуоресценції фону 
(Dі та D0). Так, як дані показники є відносними величи-
нами, а не абсолютними, у подальшому ми називати-
мемо їх як індекси концентрації та вмісту білка c-Fos в 
імунопозитивних нейронах гіпоталамуса. 

Проведення картування топографічної приналеж-
ності імунопозитивних нейронів до окремих структур 
переднього гіпоталамуса здійснювали із використан-
ням стереотаксичного атласу мозку щура.

Опрацювання отриманих нами даних експери-
ментальних досліджень здійснювали з викорис-
танням пакета прикладних і статистичних програм 
VIDAS-2.5 (“Kontron Elektronik”, Німеччина) і EXCEL 
(“Microsoft Corp.”, США). Для отримання вибірок всіх 
показників нами розраховані значення таких показни-
ків як середньоарифметичне, середньоквадратичне 
відхилення та похибки середнього. У різних групах 
експериментальних тварин вибірки імунопозитивних 
нейронів пришлуночкового ядра гіпоталамуса, в яких 
нами виміряно Sі та Sя і розраховано значення Ki∙ та Cі, 
складалися із 120-153 одиниць. 

Крім вищенаведеного, ми також розраховували 
щільність локалізації c-Fos-імунопозитивних клітин у 
межах досліджуваних зрізів пришлуночкового ядра 
гіпоталамуса. З цією метою нами попередньо визна-
чено кількість вказаних нейронів у кількох (4-7 для 
кожного щура) випадково відібраних полях зору і 
розраховано значення середньої кількості подібних 
клітин на 1 мм2 площі перерізу. Для встановлення ві-
рогідності відмінностей значень між контрольними і 
дослідними групами тварин використовували крите-
рій Стьюдента (t). Значення, для яких p<0,05 вважали 
статистично вірогідними.

Результати дослідження та їх обговорення.
В умовах режиму освітлення 12.00С:12.00Т у меді-

альних дрібноклітинних суб’ядрах пришлуночкового 
ядра гіпоталамуса щурів ми реєстрували зростання 
показника інтенсивності флуоресценції матеріалу, що 
є імунореактивним до с-Fos о 02.00 год, порівняно з 
14.00 год. Так, у денний період спостереження інтен-
сивність флуоресценції матеріалу, імунореактивно-
го до с-Fos перебувала на рівні 26,34±1,510 мкм2, а 
при дослідженні о 02.00 год становила – 27,50±1,422 
мкм2. Зміни тривалості світлового режиму спричи-
нили зміщення інтенсивності флуоресценції у меді-
альних дрібноклітинних суб’ядрах пришлуночкового 
ядра гіпоталамуса з нічного на денний проміжок. 

При обчисленні індексу площі перерізу медіаль-
них дрібноклітинних суб’ядер пришлуночкового 
ядра гіпоталамуса щурів виявлено, що в контрольній 
групі тварин у денний період її значення становило 
34,54±0,564 мкм2, а о 02.00 год вірогідно знижувався 
до 32,12±0,412  мкм2. В умовах світлової депривації 
нами відмічено вірогідне зниження площі у денний 
період спостереження на 25,45%, а о 02.00 год цей 
показник не зазнавав істотних змін порівняно з такою 
в контролі. У той же час, слід відмітити зміщення по-
казника більшої площі суб’ядер з 14.00 на 02.00 год 
спостереження.

В умовах режиму освітлення 12.00С:12.00Т та 
24.00С:00Т нами відмічено міжгрупові відмінно-
сті при аналізі отриманих показників як вдень, так і 
вночі. Показники нормованих площ досліджуваних 
суб’ядер гіпоталамуса щурів інтактної групи о 14.00 
год становили 77,4%, а вночі – 86,8% щодо показника 
повної площі перерізу гіпоталамічних структур, а ви-
явлені зміни – вірогідні. Середнє значення показника 
о 14.00 год перебувало у межах 90,2%, а о 02.00 год 
– 74,9% відносної повної площі. Світлова деприва-
ція призводила до зміщення максимальних значень 
нормованої площі. У досліджувані проміжки показ-
ники між собою не мали вірогідних відмінностей, 
однак були більшими щодо показників щурів інтак-
тної групи в аналогічні періоди доби.
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Модифікація фотоперіоду віддзеркалилися і на 
показнику концентрації білка с-Fos у досліджува-
них суб’ядрах гіпоталамуса щурів. Зростання індек-
су виявляли у денний проміжок експерименту в 
зрізах гіпоталамуса щурів, які перебували в умовах 
світлової депривації. У цій підгрупі індекс становив 
0,543±0,0128Оіф, при цьому був вірогідно вищим на 
47,5% щодо такого у підгрупі інтактних щурів. Під час 
нічного етапу спостереження нами встановлено про-
тилежну картину, а саме індекс був вірогідно нижчим 
на 61,0% відносного такого у підгрупі тварин, забір 
зразків в якої здійснювали о 14.00  год та на 10,4% 
щодо тварин, які перебували в умовах світлового ре-
жиму 12.00С:12.00Т (рис. 1).

Нами встановлено і збільшення такого показни-
ка, як індекс сумарного вмісту білка с-Fos, що ста-
новив 17,82±1,256  Оіф, так, як констатовано істотне 
зростання концентрації білка с-Fos у досліджуваних 
суб’ядрах гіпоталамуса щурів о 14.00 год у тварин, що 
перебували в умовах постійної темряви. При нічно-
му етапі експерименту у щурів даної серії індекс був 
вірогідно знижувався, однак істотних відмінностей 
щодо такого в аналогічний проміжок спостереження 
в групі інтактних тварин не виявлено.

Беручи до уваги значення інтегральної щіль-
ності матеріалу, імунореактивного до с-Fos, кон-
статовано найбільші показники щільності розташу-
вання с-Fos-позитивних нейронів у досліджуваних 
суб’ядрах гіпоталамуса щурів, яких утримували за 
режимів освітлення – 12.00С:12.00Т та 00С:24.00Т 
о 02.00  год спостереження. Слід звернути увагу на  
відсутність вірогідної відмінності між групами у всіх 
сформованих серіях спостереження. Це, ймовірно, 
зумовлено значною похибкою показника у ділянках 

зрізів гіпоталамічних суб’ядер, що були випадково ві-
дібраних для дослідження. 

Продемонстровані зміни створюють підстави зро-
бити припущення, що вагомим чинником, який здійс-
нив суттєвий вплив на показник індексу інтегральної 
щільності c-Fos у тканині досліджуваних суб’ядер гіпо-
таламуса тварин слугували зміни показника концен-
трації білка c-Fos, а також щільності індексу вмісту 
білка c-Fos у гіпоталамічних суб’ядрах щурів. Такий 
показник, як індекс інтегральної щільності c-Fos у 
кожній з двох досліджуваних серій о 02.00 год був ві-
рогідно меншим, аніж о 14.00 год (рис. 2).  

Так, в умовах стандартного світлового режиму 
(12.00С:12.00Т) – на 26,3%, а в умовах світлової де-
привації (00С:24.00Т) – на 62,9% відповідно.

Висновки.
1. Експресія продукту активності гена „надранньої 

відповіді” c-fos – білка c-Fos у медіальних дрібноклі-
тинних суб’ядрах пришлуночкового ядра гіпоталамуса 
щурів характеризується циркадною ритмічністю.

2. В умовах світлової деривації продукція білка 
c-Fos зазнає істотних змін. Зокрема, індекс концен-
трації вказаного протеїна у денний проміжок екс-
перименту становив 0,543±0,0128Оіф і був вірогідно 
вищим від контрольних показників.

Перспективи подальших досліджень.
У подальшому планується з’ясувати динамі-

ку експресії гена c-fos у медіальних дрібноклітин-
них суб’ядрах пришлуночкового ядра гіпоталамуса 
щурів за тривалого освітлення (світлового стресу) для 
глибшого пізнання механізмів залучення мозкових 
структур у регуляцію нейроендокринних процесів.

Рисунок 1 – Коливання індексу вмісту білка с-Fos у досліджува-
них гіпоталамічних структурах щура при світловій депривації.

Рисунок 2 – Добові варіації індексу сумарного вмісту білка c-Fos 
у медіальних дрібноклітинних суб’ядрах пришлуночкового ядра 

гіпоталамуса щурів за умов світлової депривації.
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ВПЛИВ СВІТЛОВОЇ ДЕПРИВАЦІЇ НА ЕКСПРЕСІЮ ГЕНА c-fos У ПРИШЛУНОЧКОВИХ ЯДРАХ ГІПОТАЛАМУСА 
ЩУРІВ

Федоряк І. В., Булик Р. Є., Сметанюк О. В., Агранов О. С.
Резюме. Зміни тривалості фотоперіоду, як основного часозадавача, є стресовим чинником, що десин-

хронізує ритмічність соматичних і вісцеральних функцій та порушує координацію і модуляцію механізмів 
пристосування організму до дії різноманітних чинників. З метою вивчення стресових реакцій актуальним є 
вивчення рівня експресії гена «надранньої» відповіді с-fos у субпопуляціях нейронів пришлуночкового ядра 
гіпоталамуса. Експериментальні дослідження проведено на самцях білих щурів, яких поділено на три групи 
(у кожній по дві підгрупи). Тварин утримували 14 діб: 1-ї групи (LD) – за умов стандартного режиму освітлення 
12.00С:12.00Т; 2-ї групи (DD) за умов постійної темряви 00С:24.00Т (світлова депривація). Дослідження прово-
дили о 14.00 та 02.00 год. З метою ідентифікації c-Fos у гістологічних зрізах переднього гіпоталамуса тварин 
використовували метод непрямої імунофлуоресценції. В умовах режиму освітлення 12.00С:12.00Т у медіаль-
них дрібноклітинних суб’ядрах пришлуночкового ядра гіпоталамуса щурів зареєстровано зростання показ-
ника інтенсивності флуоресценції матеріалу, імунореактивного до с-Fos о 02.00 год, порівняно з 14.00 год. У 
денний період спостереження інтенсивність флуоресценції матеріалу, імунореактивного до с-Fos перебувала 
на рівні 26,34±1,510 мкм2, а вночі зростала. Зміна тривалості світлового режиму (світлова депривація) спри-
чинила зміщення інтенсивності флуоресценції у медіальних дрібноклітинних суб’ядрах пришлуночкового 
ядра гіпоталамуса з нічного на денний проміжок. Встановлено найбільші показники щільності розташування 
с-Fos-позитивних нейронів у досліджуваних суб’ядрах гіпоталамуса щурів, яких утримували за режимів освіт-
лення – 12.00С:12.00Т та 00С:24.00Т о 02.00 год спостереження. Таким чином, експресія продукту активності 
гена «надранньої відповіді» c-fos – білка c-Fos – характеризується ритмічністю у медіальних дрібноклітинних 
суб’ядрах пришлуночкового ядра гіпоталамуса щурів. Продукція білка c-Fos зазнає істотних змін за умов світ-
лової депривації. Зокрема, індекс концентрації вказаного протеїна у денний проміжок експерименту стано-
вив 0,543±0,0128Оіф і був вірогідно вищим від контрольних показників.

Ключові слова: пришлуночкове ядро, гіпоталамус, ген c-fos, білок c-Fos, світлова депривація.

EFFECT OF LIGHT DEPRIVATION ON c-fos GENE EXPRESSION IN THE PARAVENTRICULAR NUCLEI OF THE 
HYPOTHALAMUS IN RATS

Fedoriak I. V., Bulyk R. Ye., Smetaniuk O. V., Agranov O. S.
Abstract. Changes in photoperiod duration, as the main time-setting factor, represent a stressor that 

desynchronizes the rhythmicity of somatic and visceral functions and disrupts the coordination and modulation 
of mechanisms of the organism’s adaptation to the action of various factors. In order to study stress reactions, the 
investigation of the expression level of the immediate-early response gene c-fos in neuronal subpopulations of the 
paraventricular nucleus of the hypothalamus is of current relevance.

Experimental studies were performed on male albino rats, which were divided into three groups (each consisting 
of two subgroups). The animals were maintained for 14 days: group 1 (LD) under conditions of a standard lighting 
regime 12.00L:12.00D; group 2 (DD) under conditions of constant darkness 00L:24.00D (light deprivation). The 
studies were carried out at 14:00 and 02:00.

To identify c-Fos in histological sections of the anterior hypothalamus of the animals, the method of indirect 
immunofluorescence was used. Under the lighting regime 12.00L:12.00D, an increase in the fluorescence intensity 
of material immunoreactive to c-Fos was recorded in the medial parvocellular subnuclei of the paraventricular 
nucleus of the hypothalamus in rats at 02:00 compared with 14:00.

During the daytime observation period, the fluorescence intensity of the material immunoreactive to c-Fos was 
26.34±1.510 μm², whereas at night it increased. A change in the duration of the lighting regime (light deprivation) 
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caused a shift in fluorescence intensity in the medial parvocellular subnuclei of the paraventricular nucleus of the 
hypothalamus from the nighttime to the daytime period.

The highest values of the density of c-Fos-positive neurons in the studied hypothalamic subnuclei were observed 
in rats maintained under lighting regimes 12.00L:12.00D and 00L:24.00D at 02:00 of observation.

Thus, the expression of the product of the activity of the immediate-early response gene c-fos – the c-Fos 
protein – is characterized by rhythmicity in the medial parvocellular subnuclei of the paraventricular nucleus of the 
hypothalamus in rats. The production of the c-Fos protein undergoes significant changes under conditions of light 
deprivation. In particular, the concentration index of this protein during the daytime period of the experiment was 
0.543±0.0128 a.u. and was significantly higher than the control values.

Key words: paraventricular nucleus, hypothalamus, c-fos gene, c-Fos protein, light deprivation.
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Reactive oxygen species are a necessary condition for the maturation, existence and ability of spermatozoa to fer-
tilize the oocyte. The excess of reactive oxygen species in semen can initiate pathological changes in sperm, causing 
oxidative damage to cell membranes, proteins and DNA. Currently, several scientific studies indicate that high levels 
of reactive oxygen species in the ejaculate are one of the causes of low male reproductive function. On the other 
hand, the measurement of reactive oxygen species is hampered by the lack of standardization, including the choice 
of controls and sample selection. The published data about the effects of oxidative stress on standard fertility sperm 
parameters (sperm motility, concentration and morphology) and on the integrity of sperm DNA in the ejaculate are 
controversial.

The aim of the present work was to investigate the effect of reactive oxygen species in ejaculate on standard mi-
croscopic sperm parameters and on the early embryo development in vitro in couples with male factor of infertility.

The development of the embryos from 26 married couples with combined factors of infertility was analyzed. 
Microscopic analysis of ejaculate was performed according to WHO recommendations from 2021. The level of reac-
tive oxygen species (ROS) in ejaculate was analyzed using Oxisperm kits (Halotech DNA, Spain). Donor oocytes were 
fertilized by the method of intracytoplasmic sperm injection (ICSI). Embryos that reached the blastocyst stage were 
evaluated by morphological characteristics according to the criteria of D. Gardner. Preimplantation genetic testing 


