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1. АНОТАЦІЯ Грушка Н.Г. Механізми функціонування імунокомпетентних та оваріальних клітин при активації
імунної відповіді. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису. Дисертація на здобуття наукового
ступеня доктора біологічних наук за спеціальністю 03.00.13 – фізіологія людини і тварин – Інститут фізіології
ім. О.О. Богомольця Національної академії наук України, Київ, 2026. Дисертаційна робота присвячена
вивченню механізмів дисфункції імунокомпетентних та оваріальних клітин за умов імунної гіперактивації.
Надмірна імунна активація супроводжується надлишковою продукцією цитокінів, активних форм кисню та
азоту, дисрегуляцією клітинних транскрипційних факторів і гіперактивацією ПАРП-1 - ключового ферменту
репарації ДНК, що призводить до розвитку генотоксичного стресу, ушкодження ДНК і клітинної загибелі. Ці
порушення зумовлюють зниження репродуктивного потенціалу та імунної резистентності. У роботі
використано комплекс сучасних методів, зокрема культивування ооцитів, метод ДНК-комет, флуоресцентне



мікроскопічне забарвлення, імуноцитохімічне дослідження, визначення продуктів перекисного окислення
ліпідів (ПОЛ), НСТ-тест, ПЛР-аналіз, імуноблотинг (Western-blot) та статистичні методи обробки результатів.
За умов імуноопосередкованого ушкодження, змодельованого за допомогою БСА, КонА та ЛПС, встановлено
розвиток оксидативного та генотоксичного стресу, ушкодження ДНК, активацію NF-κB та вивільнення DAMP-
молекул (HMGB1). Показано, що імуноопосередковане ушкодження супроводжується підвищенням відсотка
клітин із вираженим ушкодженням ДНК, активацією механізмів клітинної загибелі з переважанням некрозу
та прозапальних сигнальних шляхів, зокрема NF-κB. Ці зміни супроводжуються порушенням функціонального
стану імунокомпетентних органів і погіршенням якості оваріальних клітин. У моделі БСА спостерігалася
фіксація ЦІК у печінці, селезінці та аорті, ураження судин і активація вродженого імунітету, порушення
мейотичного дозрівання ооцитів і зміни експресії генів HAS2, COX2 і GREM1, які є маркерами функціональної
активності кумулюсних клітин та регуляції мейотичного дозрівання ооцитів. У моделі КонА відзначалося Т-
клітинно-опосередковане ушкодження печінки з розвитком некрозу та апоптозу і активацією ПАРП-1 та NF-
κB. У моделі ЛПС переважали системні прояви ендотоксемії, інтенсивний оксидативний стрес, активація
клітин вродженого імунітету та залучення DAMP-молекул, зокрема HMGB1, до підтримання запальної
відповіді. За умов імунокомплексного ушкодження відбувається гіперактивація ПАРП-1, що супроводжується
розвитком некрозу, тоді як застосування його інгібітора 4-гідроксиквіназоліну знижує ступінь ушкодження
ДНК і відсоток некротичних клітин, виявляючи виражений цитопротективний ефект. В яєчнику за умов дії
БСА встановлено активацію ПАРП-1, що супроводжується зниженням життєздатності гранульозних клітин,
посиленням апоптозу та некрозу, а також дисрегуляцією експресії генів мейотичного дозрівання, що
супроводжувалося суттєвим зниженням якості ооцитів. За умов імуноопосередкованого ушкодження,
індукованого ЛПС, показано участь амфотерину (HMGB1) у підтриманні запальної відповіді та
генотоксичного стресу, оскільки його інгібування призводило до зменшення ушкодження ДНК і відсотка
некротичних клітин. Досліджено роль NF-κB у регуляції імуноопосередкованої запальної відповіді. Показано
транслокацію NF-κB до ядер клітин печінки та імунних клітин, що свідчить про його провідну роль у Т-
клітинно-опосередкованому ушкодженні. Встановлено, що 4-ГК та андрографолід пригнічують активацію
NF-κB, зменшуючи ядерну локалізацію p65, крім того, андрографолід і куркумін проявляють цитопротективну
дію та зменшують клітинну загибель. Антиоксидантні сполуки та наноматеріали здатні коригувати клітинні
порушення при імуноопосередкованому ушкодженні, знижуючи ступінь ушкодження ДНК, обмежуючи
некротичну загибель клітин та покращуючи функціональний стан імунних і оваріальних клітин,
життєздатність гранульозних клітин і якість ооцитів. У дисертаційній роботі вперше комплексно
охарактеризовано роль ПАРП-1, HMGB1 (амфотерину) та NF-κB у розвитку імуноопосередкованих ушкоджень
імунокомпетентних та оваріальних клітин. Встановлено взаємозв’язок між ступенем ушкодження ДНК,
рівнем оксидативного стресу та типом клітинної загибелі. Обґрунтовано доцільність фармакологічної
корекції цих процесів шляхом модуляції сигнальних шляхів ПАРП-1/HMGB1/NF-κB. Показано, що така
корекція знижує ушкодження ДНК, оксидативний стрес і некротичну загибель клітин та сприяє збереженню
їх функціональної активності. Обґрунтовано використання показників ушкодження ДНК, активності ПАРП-1 і
оксидативного стресу як ранніх маркерів клітинної дисфункції.

2. The dissertation focuses on the mechanisms underlying dysfunction of immunocompetent and ovarian cells
under conditions of immune hyperactivation. Excessive immune activation is accompanied by overproduction of
cytokines, reactive oxygen and nitrogen species, dysregulation of transcription factors, and hyperactivation of
PARP-1, a key DNA repair enzyme, leading to genotoxic stress, DNA damage, and cell death. These disturbances
result in decreased reproductive potential and impaired immune resistance. The present study employed a
comprehensive set of modern methods, including in vitro oocyte culturing, the DNA comet assay, fluorescent
microscopic staining, immunocytochemical analysis, determination of lipid peroxidation (LPO) products, the
nitroblue tetrazolium (NBT) test, PCR analysis, immunoblotting (Western blotting), and statistical analysis of the
obtained results. Under conditions of immune-mediated injury induced by BSA, ConA, and LPS, the development of
oxidative and genotoxic stress, DNA damage, activation of NF-κB, and the release of DAMP molecules (HMGB1) were
demonstrated. It was shown that immune-mediated injury is accompanied by an increased percentage of cells



with pronounced DNA damage, activation of cell death pathways with a predominance of necrosis, and activation
of pro-inflammatory signaling pathways, particularly NF-κB. These alterations are associated with impaired
functional status of organs of the immune system and reduced quality of ovarian cells. In the BSA model,
deposition of circulating immune complexes (CICs) was observed in the liver, spleen, and aorta, along with vascular
damage, activation of innate immunity, impaired meiotic maturation of oocytes, and altered expression of HAS2,
COX2, and GREM1 genes, which are markers of cumulus cell functional activity and regulators of oocyte meiotic
maturation. In the ConA model, T cell-mediated liver injury was characterized by the development of necrosis and
apoptosis, accompanied by activation of PARP-1 and NF-κB. In the LPS model, systemic manifestations of
endotoxemia predominated, including pronounced oxidative stress, activation of innate immune cells, and
involvement of DAMP molecules, particularly HMGB1, in sustaining the inflammatory response. Under conditions
of immune complex–mediated injury, PARP-1 hyperactivation occurs and is accompanied by the development of
necrosis, whereas the use of the PARP-1 inhibitor 4-hydroxyquinazoline reduces the degree of DNA damage and
the percentage of necrotic cells, demonstrating a pronounced cytoprotective effect. In the ovary, under BSA
exposure, activation of PARP-1 was also observed, which was associated with decreased viability of granulosa cells,
increased apoptosis and necrosis, and dysregulation of genes involved in meiotic maturation, resulting in a
significant decline in oocyte quality. Under LPS-induced immune-mediated injury, the involvement of amphoterin
(HMGB1) in maintaining the inflammatory response and genotoxic stress was demonstrated, as its inhibition
reduced DNA damage and the percentage of necrotic cells. The role of NF-κB in the regulation of the immune-
mediated inflammatory response was investigated. Nuclear translocation of NF-κB in liver cells and immune cells
was demonstrated, indicating its key role in T cell–mediated injury. It was established that 4-hydroxyquinazoline
and andrographolide suppress NF-κB activation by reducing the nuclear localization of p65; in addition,
andrographolide and curcumin exert cytoprotective effects and reduce cell death. Antioxidant compounds and
nanomaterials are capable of correcting cellular dysfunction in immune-mediated injury by reducing the extent of
DNA damage, limiting necrotic cell death, and improving the functional state of immune and ovarian cells, as well
as granulosa cell viability and oocyte quality. In this dissertation, the roles of PARP-1, amphoterin and NF-κB in the
development of immune-mediated damage to immunocompetent and ovarian cells were comprehensively
characterized for the first time. A relationship between the degree of DNA damage, the level of oxidative stress,
and the type of cell death was established. The feasibility of pharmacological correction of these processes
through modulation of PARP-1/HMGB1(amphoterin)/NF-κB signaling pathways was substantiated. It was shown
that such correction reduces DNA damage, oxidative stress, and necrotic cell death, while preserving cellular
functional activity. The use of DNA damage indices, PARP-1 activity, and oxidative stress parameters as early
markers of cellular dysfunction was also substantiated.
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