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РЕФЕРАТ

Дана робота викладена на 62 сторінках друкованого тексту, містить 11 таблиць та 7 рисунків. Список літератури включає 70 джерел.
Об’єкт дослідження біологічні та терапевтичні ефекти від впливу дозованого водно-сольового екстракту отриманого з тканин  Нirudo verbana. 
Метою роботи було вивчення загальної кількості еритроцитів та лейкоцитів, лейкоцитарної формули крові, рівня гемоглобіну, фізичних параметрів тіла та морфометричних параметрів селезінки та тимусу у новонароджених щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту отриманого із тіл Hirudo verbana.


Методи дослідження – визначення вмісту еритроцитів та лейкоцитів, підрахунок лейкоцитарної формули крові, визначення гемоглобіну , визначення фізичних параметрів тіла та морфометричних параметрів селезінки та тимусу. Нами встановлено, що біологічно активні речовини взяті з їх медичної пявки виду Hirudo verbana підвищують в межах фізіологічних норм даного віку гематологічні та імунологічні показники крові. 
Новизна роботи. Виявлено збільшення в межах фізіологічних норм гематологічних (вміст еритроцитів, гемоглобін) та імунологічних (вмісту лейкоцитів) показників крові, фізичних параметрів тіла та морфометричних параметрів селезінки та тимусу новонароджених щурів на фоні дозованого впливу водно-сольового екстракту  отриманих із тіл медичної пявки виду Hirudo verbana. Тератогенного ефекту у тварин на введення водно-сольового екстракту не виявлено. Значущість роботи – отримані результати дослідження розширюють та доповнюють  уявлення стосовно біологічних та терапевтичних ефектів гірудологічного впливу. 
HIRUDO VERBANA, БІОЛОГІЧНО АКТИВНІ РЕЧОВИНИ, ЩУРИ, ЕРИТРОЦИТИ, ЛЕЙКОЦИТИ, ЛЕЙКОЦИТАРНА ФОРМУЛА, ГЕМОГЛОБІН. 
ABSTRACT

This work is presented on 62 pages of printed text, contains 11 tables and 7 figures. The bibliography includes 70 sources.
The object of study is the biological and therapeutic effects of exposure to dosed water-salt extract obtained from Нirudo verbana tissues.
The aim of the study was to study the total number of erythrocytes and leukocytes, leukocyte blood count, hemoglobin level, physical parameters of the body and morphometric parameters of the spleen and thymus in newborn rats under the influence of water-salt extract obtained from the bodies of Hirudo verbana.
Research methods - determination of erythrocytes and leukocytes, calculation of leukocyte blood formula, determination of hemoglobin , determination of physical parameters of the body and morphometric parameters of the spleen and thymus. We found that biologically active substances taken from their medical leeches Hirudo verbana increase hematological and immunological parameters of blood within the physiological norms of this age.
Novelty of work. Increased within the physiological norms of hematological (erythrocyte content, hemoglobin) and immunological (leukocyte content) blood parameters, physical parameters of the body and morphometric parameters of the spleen and thymus of newborn rats on the background of dosed effect of water-salt extract obtained from the bodies of medical species. Teratogenic effect in animals on the introduction of water-salt extract was not detected. Significance of the work - the results of the study expand and supplement the understanding of the biological and therapeutic effects of hirudological effects.

HIRUDO VERBANA, BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES, RATS, ERYTHROCYTES, LEUKOCYTES, LEUKOCYTIC FORMULA, HEMOGLOBIN.
ЗМІСТ
	ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ, ОДИНИЦЬ, СКОРОЧЕНЬ І ТЕРМІНІВ……………………………………………..…........
	8

	ВСТУП……………………………………………………………………………
	9

	1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ………………………………………….
	11

	1.1 Загальна характеристика щурів …………………………........................
	11

	1.1.1
Способи взяття крові у лабораторних щурів …………………………...
	11

	1.1.2
Морфологічна характеристика крові щура……………………………...
	12

	1.1.3 Догляд за лабораторними щурами …………………………………….
1.2 Загальна біологія медичної п’явки ………………………………………...
1.2.1 Біологічно активні речовини cлинних залоз медичних п’явок застосуванню……………………………………………………………………..

1.2.2 Використання медичних п’явок у медицині та ветеренарії……………………………………………………………………….
1.2.3 Антистатини як представник сімейства білків із слинних залоз медичних п’явок……………………………………………………………….
	18

18

20

21

23

	2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ……………………................
	25

	2.1 Об’єкти і матеріали  дослідження……………………...…………………...
	25

	2.2 Схема дослідження статевозрілих щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту медичної п’явки Hirudo verbana ……………...……….

2.3 Методи дослідження………………………………………………………...

2.3.1 Приготування дозованого водно-сольового екстракту з медичної п'явки……………………………………………………………………………..

2.3.2 Визначення в екстракті кількості білка за Лоурі………………………
	25

26

26

27

	2.3.3 Спосіб взяття крові у щура……………......................................................
	27

	2.3.4 Визначення кількості еритроцитів  ………………………………………

2.3.5 Визначення кількості лейкоцитів пробірковим способом за П’ятницьким……………………………………………………………………..

2.3.6 Виготовлення мазка крові та підрахунок в ній лейкоцитарної формули крові ………………………………………………………………….
2.3.7 Визначення рівня гемоглобіну……………………………………………

2.4 Статистична обробка отриманих результатів……………………………...
	28

29

29

30

30

	3  ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА……………………………………….
	33

	4 ОХОРОНА ПРАЦІ ............................................................................................
	45

	ВИСНОВКИ...…..……………………………………………………….............
	54

	ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ………………………………………………
	55

	ПЕРЕЛІК ПОСИЛАНЬ….………………………………………………………
	56


ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ, ОДИНИЦЬ, 

СКОРОЧЕНЬ І ТЕРМІНІВ

БАР – біологічно активні речовини

ГТ – гірудотерапія

ГВ – гірудологічний вплив

П – п’явка 

МП – медична п’явка

ВСТУП
Лікування за допомогою медичних п'явок (МП) – гірудотерапія (ГТ) є однією з найдавніших терапевтичних процедур використання у медицині, про яку згадували ще у 1500 р. до н.е. в Єгипті. На санскриті писали, що лікування п’явками (П) з 1300 р. в Греції до нашої ери ввів Гіппократ, але сам метод також був відомий ще до древніх месопотаміїв, єгиптян, ацтеків та майя [1]. В останні роки до лікування МП зростає інтерес особливо до реконструктивної хірургії, лікування болю та інших захворювань. Існують дані, щодо порятунку клапанів та трансплантатів за допомогою медичних препаратів отриманих із слини МП. Використання їх при лікуванні хронічних ран, постфлебітичного синдрому, стенокардії, артритах, остеоартрозах, дерматитах [1-3]. Досліджено їх вплив на Mycobacterium tuberculosis та тканини раку, де в результаті отримані ефективні результати, і це тільки частина від усіх її терапевтичних та біологічних ефектів.  В останнє десятиліття всерівно гірудотерапію не використовують офіційно в медицині, але із-за погіршення екологічного стану та розширення використання різних ксенобіотиків, які мають багато побічних факторів після використання. Науковці все більше приділяють увагу природним біологічно активним речовинам (БАР). Тому метою нашої роботи стало актуально вивчення загальної кількості еритроцитів та лейкоцитів, лейкоцитарної формули крові, рівня гемоглобіну, фізичних параметрів тіла та морфометричні параметри селезінки та тимусу у новонароджених щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту отриманого із тіл Hirudo verbana.

Для реалізації поставленої мети необхідно було вирішити наступні завдання: 

1. Проаналізувати фізичні параметри тіла та морфометричні показники селезінки та тимусу контрольної та дослідної груп. 
2. Визначити загальну кількість еритроцитів у новонароджених щурів контрольної та дослідної груп. 
3.
Дослідити гемоглобін у новонароджених щурів контрольної та дослідної груп. 
4. Проаналізувати загальну кількість лейкоцитів у новонароджених щурів контрольної та дослідної груп. 
5. Дослідити лейкоцитарну формулу крові у новонароджених щурів контрольної та дослідної груп. 
Об’єктом дослідження були біологічні та терапевтичні ефекти від дозованого водно-сольового екстракту отриманого з тканин  Нirudo verbana. 


Методи дослідження – визначення вмісту еритроцитів та лейкоцитів, підрахунок лейкоцитарної формули крові, визначення гемоглобіну , визначення фізичних параметрів тіла та морфометричних параметрів селезінки та тимусу.
Новизна роботи. Виявлено збільшення в межах фізіологічних норм гематологічних (вміст еритроцитів, гемоглобін) та імунологічних (вмісту лейкоцитів) показники крові, фізичних параметрів тіла та морфометричних параметрів селезінки та тимусу новонароджених щурів на фоні дозованого впливу водно-сольового екстракту  отриманих із тіл МП виду Hirudo verbana. Тератогенного ефекту у тварин на введення водно-сольового екстракту не виявлено.
Теоретичне значення роботи - отримані результати дослідження розширюють та доповнюють  уявлення стосовно біологічних та терапевтичних ефектів гірудологічного впливу (ГВ).
Практичне значення роботи полягає в тому, що отримані наші результати можуть бути використані в ветеренарії та сільському господарстві для стимуляції еритропоезу та лейкопоезу в кінцевому результаті відновлення гомеостазу тварин.
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Загальна характеристика щурів 

Щурі належать до роду Rattus, сімейства Muridae. Для експериментальних досліджень у лабораторіях найчастіше використовують білих щурів, які є альбіносами чорної (Rattus rattus) та сірої (Rattus norvegicus) порід [4].

Важливою перевагою у використанні білих щурів є їх резистентність до багатьох інфекційних захворювань і вони в більшості дають велику кількість приплоду. Із-за їх невеликої маси, простого утримування і успішного розведення в умовах віварію дозволяють проводити на них велику кількість дослідів одночасно.
1.1.1 Способи взяття крові у лабораторних щурів. 
У щурів незначну кількість крові можна взяти з вушних раковин за допомогою невеликих надрізів. Цей спосіб дозволяє повторне взяття крові через 3–5 діб, при цьому вміст еритроцитів, лейкоцитів і лейкоцитарна формула залишаються без змін, тимчасом як після ампутації кінчика хвоста через розвиток запальної реакції збільшується кількість лейкоцитів [4].

Для отримання великої кількості крові застосовують пункцію хвостової вени. Для цього хвіст зігрівають теплою водою, дезінфікують, перетискають вену біля краю хвоста, вводять голку в судину і шприцем витягують кров. Нерідко відрізають кінчик хвоста і збирають кров, що витікає з рани.

Кров зі стегнової вени беруть у наркотизованої тварини, відпрепаровуючи судину і розтинаючи її. 

Досить поширеним способом взяття крові є пункція ретроорбітального венозного сплетення. Для цього загострену пастерівську мікропіпетку вводять у внутрішній кут ока і проводять між очним яблуком й орбітальною кісткою на глибину 1–2 мм [4].

Пункція серця: у наркотизованої тварини ділянку гаданого уколу вистригають і дезінфікують. Пальпаторно визначають місце серцевого поштовху. На 1 см краніальніше визначеної точки, відступивши на 1–2 мм від лівого краю грудини, роблять прокол, тримаючи голку вертикально. Таким способом можна дістати 6–8 мл крові [4].
1.1.2 Морфологічна характеристика крові щура
Загальна кількість крові становить приблизно 7,5 % від їх маси тіла. Вміст гемоглобіну — 60–80 г/л таблиця 1.1. Кількість еритроцитів — 5–6·1012/л таблиця 1.2. Еритроцити крові у них досить великі до 7,0 мкм, у периферійній крові часто трапляються поліхроматофільні форми. Кількість ретикулоцитів: 3–4,6 %, у новонароджених — 91–96 %. Тривалість життя еритроцитів до 8 днів. Кількість лейкоцитів від 7,3 до 14,3·109/л. Дослідження гематологічних показників, проведені різними авторами в різні роки, не мають принципових відмінностей [4].

Ядро гранулоцитів розвивається за кільчастим типом, тому серед юних і паличкоядерних гранулоцитів нерідко виявляються кільцеподібні форми (рис. 1.1).

Базофільні гранулоцити великих розмірів, мають блідо забарвлену сірувато-блакитну цитоплазму з рідко розташованими в ній базофільними гранулами різного розміру. Ядро неправильної форми, сферичне чи посегментоване, дуже блідо фарбується за рахунок переважання еухроматину (рис. 1.1).

[image: image1]
Рисунок 1.1 — Гранулярні лейкоцити крові щура: 1–5 — базофіли (1 — паличкоядерний; 3 — мієлоцит; 2, 4, 5 — сегментоядерні); 6–16 — еозинофіли (6 — мієлоцит; 7 — юний; 8–11 — паличкоядерні; 12–16 — сегментоядерні) [4].
Еозинофільні гранули дрібні, округлі, густо виповнюють цитоплазму (рис. 1.2). 
[image: image2.emf]
Рисунок 1.2 — Нейтрофільні гранулоцити крові щура: 1 — промієлоцит; 2, 3 —мієлоцити; 4–6 — юні; 7–12 —паличкоядерні; 13–20 — сегментоядерні [4].
Зернистість нейтрофільних гранулоцитів дуже дрібна, проте добре помітна на фіксованих і забарвлених за Паппенгеймом мазках крові.
Агранулоцити (лімфоцити та моноцити) мають типовий вигляд (рис. 1.3 та 1.4).
[image: image3.emf]
Рисунок 1.3 — Агранулярні лейкоцити крові щура: 1–4 — моноцити; 5–16 —лімфоцити: 5–8 — великі (7 — з азурофільною зернистістю в цитоплазмі); 9–12 — середні; 13–16 — малі [4].

Біла кров щурів надзвичайно лабільна. У двох здорових тварин одного віку і навіть у однієї і тієї ж тварини відмічаються значні коливання співвідношення між окремими видами лейкоцитів (табл. 1.2).

[image: image4.emf]
Рисунок 1.4 — Загальний морфологічний вигляд крові щура:

1 — базофільний гранулоцит; 2, 3 — еозинофільні гранулоцити (паличкоядерні); 4–6 — нейтрофільні гранулоцити (4 — мієлоцит; 5 — паличкоядерний; 6 — сегментоядерний); 7 — моноцит; 8–10 — лімфоцити (8 — великий; 9 — середній; 10 — малий); 11 — тромбоцити; 12 — еритроцити [4].
Таблиця 1.1 — Лейкоцитарна формула крові білих щурів, %
	Базофіли
	Еозинофіли
	Нейтрофіли
	Лімфоцити
	Моноцити

	
	
	юні
	паличко-ядерні
	сегменто-ядерні
	
	

	-
	0,8-5,0
	-
	0,1-0,7
	13,7-30,26
	44,06-97,94
	1,6-5,2


Слід зауважити, що кров білих щурів підлягає помітним сезонним коливанням. Так, в осінньо-зимовий період збільшується загальна кількість лейкоцитів, еритроцитів, тромбоцитів, проте кількість гемоглобіну найвища навесні. Загальний вигляд крові щура представлено на рис. 1.1 [4].

Таблиця 1.2 — Гематологічні показники здорових білих щурів
	Показники
	За Д. І. Гольдбергом, 1973
	За І. П. Западнюком, 1983



	Гемоглобін, г/л
	70,2–91,3
	128–192

	Еритроцити, ×1012/л
	4,3–6,84
	5,3–11

	Резистентність еритроцитів
	
	0,36 % NaCl

	Ретикулоцити, %
	
	0,6–4,9

	Тромбоцити, ×109/л
	268,05–354,65
	430–1000

	ШОЕ, мм/год
	0,5–4,0
	3,0

	Лейкоцити, ×109/л
	7,23–14,41
	5,0–25,6


Згідно таблиці ми бачимо, що показники крові щурів не рівномірні між собою. Чому і важливо брати не дуже малу кількість тварин.

Селезінка бере участь у формуванні лімфоцитів. Вона відносно велика. У щурів масою 130–250 г селезінка має масу 0,7–2 г. За формою вона плоска, вузька, розташована поблизу шлунка. Біла пульпа у вигляді лімфоїдних фолікулів добре розвинена, в ній відбуваються проліферація й дозрівання лімфоцитів. 

Вилочкова залоза щура досить велика, розташована під трахеєю, складається з двох часточок. Вона є місцем Т-лімфоцитопоезу.
1.1.3 Догляд за лабораторними щурами

У приміщеннях, де утримуються тварини, необхідно досягти максимальної рівності зоогігієнічних умов (температура, газовий склад, освітленість, вологість, рух повітря і т.д.), які повинні відповідати прийнятим вимогам. Умови годівлі та утримання повинні відповідати видовим особливостям тварин. Для експерименту бронюються доброякісні корми, їх зберігають окремо, періодично контролюють їхній хімічний склад і органолептичні властивості. Корм повинен бути свіжим, мати нормальний колір і смакові якості. В іншому випадку корми не використовуються. Раціони повинні бути збалансовані за всіма показниками відповідно до існуючих норм. Корми бажано включати в раціон у вигляді кормосумішей або повнораціонних комбікормів, якщо це не суперечить меті досліджень. При введенні в комбікорми різних добавок, які слід вивчити, необхідно ретельно їх перемішувати, щоб домогтися максимальної рівномірності введення [4].
1.2 Загальна біологія медичної п’явки
Європейські лікарські П роду Hirudo є кровоносними анелідами. Лише 15 з більше 600 відомих видів класифікуються як МП [1].

Найактуальніші види - H. orientalis, H. medicalis та H. verbana. Всі три види - це ектопаразити, які мешкають у прісноводних ставках і повільно протікаючих струмках [5]. Вони мають від 33 до 34 сегментів тіла, бурі або чорні і мають шість довгих червонуватих смуг на спині. Хоча вони мають 5 пар очей, вони використовують нюхову систему, щоб знайти своїх господарів. 
Дорослі тварини мають дві присоски на кінці свого тіла, велику задню присоску і меншу біля голови, що містить пащі з щелепами. Щелепи складаються приблизно з 100 зубів та слинних залоз, які виділяють більше 100 відомих біологічно активних речовин [1]. 
П прикріплюються до поверхні тіла господаря та врізаються у шкіру, використовуючи сотні кальцинованих зубів [6]. Процес смоктання крові приблизно до однієї години. Біологічно активні речовини переважно білкової природи досягають судинної системи господаря через тисячі крихітних клітинних протоків слинних залоз [6]. Після потрапляння крові хазяїна в організм П, вона згущується шляхом виведенням води та солей [7]. Високовязка кров містить білки плазми і клітини крові і може зберігатися в організмі П до дного року [6]. 
Існує думка, що морфологія концентрованих еритроцитів залишається стабільною під час зберігання [6], що означає, що протеоліз, індукований протеазами-господаря, що вивільняються з лейкоцитів - гальмується [7]. Крім того, П неминуче контактують (і, таким чином, проковтують) деякі бактерії на поверхні шкіри господаря під час годування, але накопичена кров не заповнюється патогенами. Дійсно, передові симбіотичні бактерії, такі як Aeromonas veronii, A. hydrophila та Rikinella-like виживають у харчовому тракті п’явки [6]. Передбачається, що такі симбіонти, як А. veronii підтримують перетравлення крові господаря шляхом сприяння гемолізу [6], а також можуть сприяти придушенню росту інших бактерій в посіві П [6]. 
П можуть вижити рік від одноразового прийому їжі. Крові вони поглинають приблизно в 10 разів більше власної маси тіла [1].
Зараз дослідниками вже доведено, що МП можуть проявляти канібалізм, як видовий, так і міжвидовий [8]. Дослідниками охарактеризовані детально внутрішні та зовнішні морфологічні характеристики [9]. Розширена характеристика про фоторецептори П [10].
1.2.1 Біологічно активні речовини cлинних залоз медичних п’явок
До біологічно активних речовин, що існують у слині П і найбільш вивчені на сьогоднішній день відносять:

Гірудин – це БАР у секреті слинних залоз П, яка діє, як потужний антикоагулянт (розріджувач крові). Вона пригнічує згортання крові шляхом зв’язування з тромбіном [6]. Коагуляція крові у хребетних - це складний механізм, який передбачає точно скоординовану та регульовану дію каскаду факторів, щоб запобігти надмірній крововтраті при пораненні. Однак будь-який ектопаразит, який смокче кров, повинен обійти цей механізм, щоб забезпечити поглинання достатньої кількості крові. Тромбін як ключовий фактор згортання крові є головною мішенню таких інгібіторів, і гірудин, є найбільш відомим серед інгібіторів тромбіну. Окрім кількох ізоформ гірудину, є новий клас, який називають гірудин-подібним фактором [2].
Гіалуронідаза речовина, яка полегшує проникнення та дифузію фармакологічно активних речовин у тканини, особливо при болях у суглобах та має антибіотичні властивості [6].

Калін пригнічує згортання крові, блокуючи зв'язування фактору фон Віллебранда до колагену. Він інгібує опосередкований колагеном агрегацію тромбоцитів [11].

Дестабілаза: розчиняє фібрин та має тромболітичну дію [12]. Цей фермент також стимулює ріст нервових клітин, він пригнічує ріст бактерій руйнуючи пептилоглікани, які знаходяться в клітинних стінках мікроорганізмів [2].
Гірустазин: пригнічує калікреїн, трипсин, хімотрипсин та нейтрофний катепсин G [13, 14].

Бделліни речовини, які мають протизапальні ефекти та пригнічують трипсин, плазмін та акроцин [6]. Стимулюють розмноження та регенерацію нервових клітин. Беруть участь у процесі загоєння ран [2]. 
Хлороміцетин: за ефектами відповідає, як потужний антибіотик [15].

Інгібітор триптази: пригнічує протеолітичні ферменти тучних клітин господаря [6].

Егліни протизапальні речовини. Вони пригнічують активність альфахімотрипсину, субстилізину, еластази та катепсину G [6, 16]. Інгібують гранулоцитарні запальні фактори, знижують медіатори запалення: інтерлейкін 2 та ендотелін. Інші є інгібіторами вироблення вільних радикалів кисню у нейтрофілів. Цим самим запобігає діленю ракових клітин. Вони запобігають руйнуванню тканин [2]. 
Інгібітор фактора Ха: пригнічує активність фактора згортання Ха (дуже важлива роль під час лікування остеоартриту та ревматоїдного артриту) [13, 14]. До них відносяться антистазин та гілантен [2].
Анестезуючі БАР: зменшують біль під час укусу п’явкою [6]. До них відноситься і ряд нейромедіаторів як дофамін або серотонін, які зменшуються

сприйняття болю у господаря [2].

Гістаміноподібні БАР мають судинорозширювальну дію, збільшують приплив крові у місці укусу [6, 16]. 
Інгібітори комплементу речовини які можуть замінити природні інгібітори комплементу, якщо вони в дефіциті. [6]

Інгібітори карбокси-пептидази-А збільшують приплив крові [6].

Ацетилхолін: судинорозширювальний засіб [6].

Колагеназа: зменшує колаген [6]. Також сприяє загоєню ран.

Інгібітор триптази сприятливий ефект при лікуванні алергій, астм, анафілаксії, ревматоїдному артриті та атеросклерозі [2].

Антиеластаза розщеплює еластин тим самим затримує процеси старіння шкіри. Відіграє важливу роль при лікуванні вугрів, псоріазу, екземи та целюліті [2].

Естераза холестерину та тригліцеридаза знижують концентрацію ліпопротеїдів, нормалізують рівень тригліцеридів і холестерину [2].

Гементин та гементерин проявляють фібринолітичні властивості [2]. 
1.2.2 Використання медичних п’явок у медицині та ветеренарії
МП використовувались ще єгипетськими, індійськими, грецькими та арабськими лікарями ще тисячі років тому. Основним застосуванням їх було кровопускання, але також рекомендували П для лікування системних захворювань, таких як запалення, шкірні захворювання, ревматичний біль або проблеми з репродуктивною системою [17]. Як прихильник лікуванням П, грецький лікар Гален Пергамський (130–201 н.е.) їх описував, як ефективне лікування численних захворювань. Пізніше, в середньовіччі лікування п’явками стало популярним, оскільки воно було менш болючіше, ніж звичайні методи лікування, і рекомендувалося навіть при лікуванні захворюваннь нервової системи та очей. Використання П зменшилось у епохи сучасної медицини, але інтерес до неї знову відродився, коли із її речовин було відкрито найсильніший природний антикоагулянт – гірудин, який було виявлено у слині П Джоном Беррі Хейкрафтом у 1884 р., а пізніше охарактеризовано Фріцем Марквардом у 1950-х рр. [18].

У 1960-х роках лікарі знову відкрили фармакологічний потенціал слини П. Наприклад, МП використовувались для профілактики судинних розладів після реконструктивної операції [18], у відновлені порушення мережі кровоносних судин та як альтернативний протизапальний препарат. Більшість досліджень, що стосуються лікування П, зосереджуються на косметичній та реконструктивній хірургії. Однак терапія П була протестована при лікуванні багатьох захворювань протягом останніх двох десятиліть, включаючи мігрень [19, 20], артроз колінного суглобу [21–27], серцево-судинні захворювання [28–30], шкірні розлади [31], діабетичні виразки стопи [32–34], приапізм [35], макроглосія [36], рак [37, 38] та рани шкіри [39]. Дослідники показали, що лікування П може покращити симптоми артрозу колінного суглоба і зменшити біль [39]. Важливо, що П, розміщені на коліні, порівняно з іншими препаратами краще зменшували біль, і пацієнти повідомляли, що рухливість була відновлена [40]. 
Дослідниками було показано ефективна терапевтична дія використання гірудологічного впливу при варикозному розширені вен [41]. Лікування показало помітне полегшення набряку та болю. Зміна кольору шкіри, звивистість і свербіж значно зменшились. Знайшла широке використання в дерматології та косметології [42]. Було доведено, що гірудин покращує інтерстиціальний фіброз нирок у щурів завдяки регулюванню сигналізації TGF-β1 [43]. Іншим дослідником було доведено позитивний вплив ГВ на гостру травму легенів щурів [44]. З цих двох дослідів ми бачимо регенераційні та відновлювальні ефекти від впливу БАР МП. Проведені дослідження щодо загоєння ран на моделі щурів показали, що після приставок МП швидше загоюються рани у тварин [45]. У ветеренарії та сільському господарстві дослідники показали їх широке використання при різних захворюваннях тварин [46, 47].
1.2.3 Антистатини як представник сімейства білків із слинних залоз медичних п’явок

У видів П було виявлено кілька антистатинів, у тому числі ізольований антистатин із слинних залоз мексиканської П, гементерії, гірустазин та бделластазин, ідентифікований у H. medicalis, гілантен, ідентифікований у Haementeria ghilianii, пігуамерин, ідентифікований в H. nipponia та гуамерин I (H. nipponia) і гуамерин II, виділені з Whitmania edentula [18, 48].

Прототип антистатину - це поліпептид із 119 амінокислот, що включає 10 дисульфідних містків і подвійне внутрішнє повторення, припускають, що воно виникло після події розмноження гена [18]. Цей білок є потужним конкурентним інгібітором фактора згортання Ха, серинової протеази, яка розщеплюється в антистатині в положенні Arg34 з отриманням фрагмента 10 кДа [18]. Отже, наявність антистатину підтримує кров господаря у рідкому стані [18]. Медичне застосування антистазину не обмежується його роль як антикоагулянта, оскільки його здатність інгібувати серинові протеази також було показано для запобігання поширення пухлин, ймовірно, за рахунок зменшення ймовірності метастазування [18]. Додаткові білки антистазинового типу, які, як відомо, інгібують фактор Ха, включають гілантен [49] та ягін [18].

На противагу цьому, гуамерин I та гуамерин II [18] є специфічними інгібіторами нейтрофілів та підшлункової залози.

Еластази, тоді як гірустазин є потужним інгібітором трипсину, хімотрипсину, катепсину G та тканинного калікреїну [18]. На відміну від гірустазину, пігуамерин не інгібує тканинний калікреїн, але інгібує плазмовий калікреїн та трипсин [18]. Залишок Р1 реакційноздатної ділянки визначає специфічність інгібітора серинової протеази [48]. Якщо це лізин або аргінін, інгібітор націлений на трипсин і трипсин-подібниі ферменти. Однак якщо це тирозин, фенілаланін, лейцин або метіонін, тоді хімотрипсин або хімотрипсин-подібні ферменти є більш імовірними мішенями [18]. Якщо це аланін або серин, інгібітор буде як правило, націлений на еластазоподібні ферменти [18, 50]. Це було підтверджено для інгібітора серинової протеази, що містить домени антистазину та сироваткового кислого білка (WAP) (StmAW-SPI), виділені з тропічного морського огірка Stichopus monotuberculatus [50]. 
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Об’єкти і матеріали дослідження 
Кількість тварин в експерименті була вибрана, щоб нівелювати індивідуальні особливості тварин, при яких можна було визначити вплив дослідної БАР на отримані результати. Так, як відомо, що при взятому невеликому числі тварин у дослід може різко знижуватися статистична достовірність результатів. Велика кількість тварин у досліді створює великі труднощі у визначенні індивідуальних реакцій тварин, створення ідентичних умов утримання, годівлі та порушує принципи біоетики [51]. Експериментальні дослідження було виконано на 30 новонароджених нелінійних лабораторних щурах. Дослідження проводилися в навчально-науково-дослідній лабораторії клітинної та організменної біотехнології Запорізького національного університету. Для дослідження використовували тварин, які пройшли карантинний режим та не мали зовнішніх проявів захворювань. Маніпуляції з тваринами проводили з дотриманням регламентованих норм і правил поводження з лабораторними тваринами: принципів біоетики, законодавчих норм та вимог згідно з положенням «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та наукових цілей» (м. Страсбург, Франція, 1986) [51, 52], Закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» та Гельсінської декларації, прийнятої Генеральною Асамблеєю Всесвітньої медичної асоціації, 1964-2000 рр. [51, 53], спрямованих на мінімізацію страждань, а також на зменшення кількості задіяних в експерименті тварин. 
2.2 Схема дослідження статевозрілих щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту медичної п’явки Hirudo verbana 
Тварини були поділені на 2 підгрупи: 
1) контрольна група:  щурам-самицям шляхом короткочасного фіксування тварини у пристрої [78] внутрішньочеревно один раз на тиждень вводили 0,5 мл фізіологічного розчину (5 разів). 
2) дослідна група: щурам-самицям шляхом короткочасного фіксування тварини у пристрої [54], самицям внутрішньочеревно вводили 5 разів, один раз на тиждень в об’ємі 0,5 мл з кінцевою концентрацією речовини 5 мкг/г тварини [55]. В обох групах речовини вводили 2 рази до злучки та 3 рази після неї.
Тривалість досліду вибрана така, при якій можна було отримати обєктивні і вичерпні дані з досліджуваної БАР. Для дослідження індивідуальних показників кожну тварину маркували нанесенням фарби: розчином фіксатора Буена [51].

Після народження у приплоду від самиць обох груп, досліджували їх гематологічні та імунологічні показники крові. 

Об’єктом дослідження були біологічні та терапевтичні ефекти дозованого водно-сольового екстракту отриманого з тканин  Нirudo verbana. 
Матеріалом дослідження була периферична кров щурів стабілізована кристалічним гепарином.
В якості об’єкту впливу взятий дозований водно-сольового екстракт із тканин  Нirudo verbana.У отриманих зразках крові підраховували загальний вміст лейкоцитів, лейкоцитарну формулу крові, загальний вміст еритроцитів, гемоглобін. У тварин досліджували фізичні параметри тіла та морфометричні параметри селезінки та тимусу.
2.3 Методи дослідження

2.3.1 Приготування дозованого водно-сольового екстракту з медичної п'явки 
Для приготування дозованого водно-сольового екстракту із тіл МП Н. verbana (Carena, 1820) було відібрано 40 особин вагою 1,0-1,3 гр., після чого їх просушували, фрагментували та розтирали їх тіла у битому стерильному склі із фізіологічним розчином у масовому співвідношенні 1:10, екстрагували суміш фізіологічним розчином у холодильнику пів доби, потім центрифугували, пропускали через фільтрувальний стерильний папер та стерилізували надосад у стерильних міліпорових бакфільтрах. Після цього в частині екстракту визначили концентрацію білка за методом Лоурі, яка дорівнювала 5,9 мг/л. Для проведення експериментального дослідження отриманий екстракт розводили фізіологічним розчином до концентрації 5 мкг/гр тварини [55].
2.3.2 Визначення в екстракті кількості білка за Лоурі

Кількість білка в екстракті визначали за допомогою Лоурі. До 0,4 мл екстракту додавали 2,0 мл робочого розчину (1 мл CuSO₄·5H₂O-0,5 % розчин в 1% цитраті натрію змішують з 50 мл Na₂CO₃-2% розчин в 0,1 н. розчині NaOH) змішували і залишали при кімнатній температурі на 10 хвилин. Потім додавали 0,2 мл реактиву Фоліна – Чокальтеу, вміст пробірки ретельно перемішували і через 30 хвилин колориметрували при 750 нм. Зміст білка розраховували по калібрувальному графіку. [56, 57].

2.3.3 Спосіб взяття крові у щура

Взяття крові у приплоду проводили шляхом надрізу кінчика хвоста навскіс, по спіралі. Спочатку хвіст обігрівали теплою водою, дезінфікували етиловим спиртом та робили надріз хвоста над чашкою петрі. Така рана менш травматична, вона швидко гоїться. Витікаючу кров в чашки Петрі розводили антикоагулянтом 2% кристалічний гепарин, з розрахунком 1:10.Для визначення морфометричних параметрів селезінки та тимусу тваринам робилась декапітація за допомогую методу здвигу шийних хребців.  [51, 56]. 
2.3.4 Визначення кількості еритроцитів  

Для підрахунку кількості еритроцитів  досліджувану кров розводили фізіологічним в 200 разів. До чистої стерильної сухої пробірки точно відміряли варіпіпеткою 4,0 мл фізіологічного розчину і закривали її гумовою пробкою, потім обережно набирали 0,02 мл крові варіпіпеткою та видували до пробірки.
Для підрахунку кількості еритроцитів заповнювали камеру Горяєва і залишали в горизонтальному положенні на 1 хвилину. Після чого горизонтально поміщали на столик мікроскопа і за допомогою малого збільшення мікроскопа знаходили верхній лівий край сітки. Еритроцити рахували в 5 великих квадратах, розділених на 16 малих, тобто, в 80 малих квадратах. 
Кількість еритроцитів в 1 мкл крові розраховували за формулою (2.1):

                                                   X = (а×4000×c)/b                                                 (2.1)
де X– кількість еритроцитів у 1 мкл крові; 

а – кількість еритроцитів, порахованих у певній кількості малих квадратів; 

b – кількість порахованих малих квадратів; 

с – ступінь розведення крові; 

4000 – коефіцієнт для приведення результату до об’єму 1 мкл крові.

Замість вище приведених розрахунків можна кількість еритроцитів, підрахованих у 5 великих квадратах та помножити на 10000 [57]. 

2.3.5 Визначення кількості лейкоцитів пробірковим способом за П’ятницьким

Взяття та розведення крові здійснюють пробірковим методом. До пробірки наливали 0,4 мл 3% розчину оцтової кислоти і додавали 0,02 мл крові. Отримане розведення вважають за 1:20. Як рідину розведення використовують 3–5%-й розчин оцтової кислоти, забарвленої метиленовим синім (оцтова кислота лізує еритроцити, метиленовий синій забарвлює ядра лейкоцитів). Порцію крові перемішували піпетуванням і залишали на 1-2 хв. до повного лізису еритроцитів. Підрахунок лейкоцитів проводили теж в рахунковій камері Горяєва. Експозиція в камері Горяєва суспензії клітин складає близько 1 хвилини для їх рівномірного осідання на поверхні камери. Для підрахунку лейкоцитів камеру розглядали під мікроскопом на малому збільшені. Лейкоцити підраховували у 100 великих порожніх квадратах (20 x5) ділили загальну кількість лейкоцитів на 4 і перемножували на 200, одержували кількість лейкоцитів в 1мм3 крові. Замість вище приведених розрахунків можна кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих квадратах, помножити на 50 [56, 57].
2.3.6 Виготовлення мазка крові та підрахунок в ній лейкоцитарної формули крові
Виготовлення мазків крові проводили за стандартною методикою. Огляд мазка починали з малого збільшення, при якому оцінювали якість мазка, але аналіз його проводили під імерсією. Слід мати на увазі, що не зважаючи на достатньо правильне технічне виконання мазка, клітини крові розподіляються не рівномірно по всьому препарату. Тому  для отримання достовірних даних при підрахунку лейкоцитарної формули прийнято рахувати лейкоцити в різних ділянках мазка крові. Щоб уникнути повторного підрахунку одних і тих же лейкоцитів рекомендується рухатись по мазку крові зигзагами – лінією Меандра. Прийнято рахувати 100 лейкоцитів, відступаючи 0,3-0,5 см від основи «вусиків», рухаючись зигзагами на всю ширину мазка через 2-3 поля зору. Необхідно прагнути набрати дану кількість клітин на Ѕ мазка, де клітини розподілені найбільш оптимально без накладень. Після закінчення  перегляду 100 лейкоцитів, визначали процентний вміст кожного з видів лейкоцитів. Це і є відносна лейкоцитарна формула крові [56, 57].
2.3.7 Визначення рівня гемоглобіну

В пробірку відміряли 5 мл трансформуючого розчину (ацетонціангідрин 0,5 мг, калій залізо-ціаністий 0,2 г, натрію гідрокарбонат 0,2 г, дистильована вода 1 г)  та додавали 0,02 мл крові. При цьому отримували розведення крові в 251 раз. Вміст пробірки добре перемішували і залишали на 10-15 хв. при кімнатній температурі. Оптичну густину досліджуваного розчину вимірювали на ФЕК при λ = 500-560 нм проти холостої проби (вода або трансформуючий розчин). Концентрацію гемоглобіну визначали за калібрувальним графіком [57].
2.4 Статистична обробка отриманих результатів
Статистичну обробку результатів проводили методом обчислення середньої арифметичної, помилки середньої арифметичної, середнього квадратичного відхилення [58]. При порівнянні більше як двох незалежних вибірок використовували однофакторний дисперсний аналіз за допомогою комп'ютерної програми Microsoft Office Excel 2010. Вірогідність відмінностей між середніми величинами оцінювали за критерієм Ст'юдента [59],  попередньо перевіривши вибірки на нормальність розподілу, при цьому значення в таблицях представлені у вигляді Х ± SE, де Х – вибіркове середнє, SE – стандартна помилка середнього, за допомогою пакету прикладних програм Microsoft XP «Exсel» та IBM SPSS Statistics 21,0 (USA). Основним показником, що характеризує сукупність за величиною ознаки, яка вивчається, є середня арифметична ( X ). Прямий спосіб її обчислення полягає в складанні усіх варіант ( X1 + Х2 + . . . Xn) з наступним діленням суми на число варіант сукупності ( N ) за формулою [2.3]:
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Потім знаходили величину середньої помилки (т[image: image10.wmf]X

),яка прямо пропорційнасередньому квадратичному відхиленнюта обернено пропорційна числу проведених досліджень за формулою[2.5]:
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Середня помилка для долі (m P) за формулою [2.6]:

                                                 [image: image12.png]
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Вірогідність різниці (td) за формулою [2.7]:
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Показник вірогідності (р) встановлювали по таблиці Ст'юдента на підставі даних td і (n1+n2-2) [59].

3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА

При аналізі фізичних параметрів тіла у кожної тварини, як у контрольної так і дослідної групи всі показники в межах фізіологічних норм даного віку таблиця 3.1 та 3.2. Експериментальна група порівняно з контрольною проявляла себе активніше: при візуальному спостережені за ними, вони поїдали більшу кількість корму та овочей. Проявляли більшу рухову активність. Шерстяний покрив був сильніш блискучим порівняно з контролем, що може опосередковано свідчити про їх високий здоровий стан. 

Таблиця 3.1 - Фізичні параметри тіла новонароджених щурів контрольної групи

	Параметри тіла 

	Група тварин
	Маса 
тіла (г)
	Довжина 
тіла (см)
	Довжина хвоста (см)
	Окр. Грудної клітки (см)
	Окр. Живота (см)

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Контроль 1 доба 
	1
	5,5
	5,0
	1,6
	4,9
	5,0

	
	2
	5,4
	4,9
	1,4
	4,0
	4,9

	
	3
	4,9
	5,0
	1,5
	5,1
	5,1

	
	4
	5,0
	4,8
	1,4
	4,8
	4,9

	
	5
	5,7
	5,0
	1,4
	5,0
	5,1

	
	6
	4,8
	4,9
	1,7
	4,7
	4,8

	
	7
	4,9
	4,8
	1,6
	4,9
	5,0

	
	8
	5,4
	5,0
	1,8
	5,3
	5,4

	
	9
	5,3
	4,8
	1,7
	5,0
	5,1

	
	10
	5,1
	4,9
	1,5
	4,8
	5,0


Продовження таблиці 3.1
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	11
	4,7
	5,1
	1,4
	5,0
	5,1

	
	12
	5,2
	5,0
	1,6
	4,7
	4,8

	
	13
	5,8
	4,7
	1,6
	4,8
	5,0

	
	14
	4,6
	4,9
	1,7
	5,1
	5,0

	
	15
	5,7
	5,3
	1,4
	5,0
	5,2


Примітка: Окр. – окружність.
Таблиця 3.2 - Фізичні параметри тіла новонароджених щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту з тіл медичної пявки
	Параметри тіла 

	Група тварин
	Маса 
тіла (г)
	Довжина 
тіла (см)
	Довжина хвоста (см)
	Окр. грудної клітки (см)
	Окр. живота (см)

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Експеримент 1 доба 
	1
	6,7
	5,3
	1,9
	5,0
	5,2

	
	2
	6,8
	5,5
	2,0
	4,9
	5,5

	
	3
	7,0
	4,9
	1,8
	5,1
	5,3

	
	4
	6,6
	5,4
	1,7
	5,2
	4,9

	
	5
	7,2
	5,0
	1,9
	5,0
	5,1

	
	6
	6,6
	4,9
	1,7
	4,7
	5,3

	
	7
	7,0
	4,8
	1,8
	4,8
	5,0


Продовження таблиці 3.2
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	8
	6,3
	5,0
	1,9
	5,2
	5,6

	
	9
	7,5
	4,9
	1,8
	5,3
	5,2

	
	10
	6,6
	4,7
	2,0
	4,8
	5,0

	
	11
	6,7
	5,1
	1,7
	5,1
	5,1

	
	12
	6,8
	5,0
	1,6
	4,9
	4,8

	
	13
	6,9
	4,5
	1,9
	4,8
	5,2

	
	14
	7,0
	4,8
	1,8
	5,3
	5,3

	
	15
	7,3
	5,2
	1,7
	5,1
	5,5


Примітка: Окр. – окружність.
При досліджені середніх показників новонароджених щурів на фоні впливу БАР МП у них зареєстроване збільшення всіх фізичних параметрів тіла (табл. 3.3) порівняно з контрольною групою, але найбільший приріст відбувався у масі тіла, що могло відбутися зарахунок підвищення маси лімфоїдних органів.
Таблиця 3.3 - Фізичні параметри тіла новонароджених щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту з медичної пявки порівняно з контролем
	Параметри тіла 

	Група тварин
	Маса 
тіла (г)
	Довжина 
тіла (см)
	Довжина хвоста (см)
	Окр. грудної клітки (см)
	Окр. живота (см)

	Контроль
	Х ± SE
	5,20± 0,1
	4,94± 0,04
	1,55± 0,03
	4,87± 0,07
	5,03± 0,04

	Експеримент
	
	6,87±0,08*
	5,00±0,07
	1,81±0,03*
	5,01±0,05*
	5,20±0,06*


Примітка: * – р < 0,05 порівняно із контрольною групою, Окр. – окружність, n=15 для кожної групи.
Отримані дані можуть вказувати про ефективність грудного вигодовування та формування гормональних систем приплоду після введення водно-сольового екстракту отриманого з тіл медичної пявки.
При аналізі морфометричних показників селезінки та тимусу експериментальної та контрольної групи в межах фізіологічних норм даного віку таблиця 3.4 та 3.5. 

Таблиця 3.4 - Морфометричні показники лімфоїдних органів контрольної групи тварин 
	Показники лімфоїдних органів 

	Група тварин
	Тимус
	Селезінка

	
	Маса (мг)
	Довжина (см)
	Ширина (см)
	Маса (мг)
	Довжина (см)
	Ширина (см)

	Контроль 1 доба
	1
	10,1
	0,20
	0,21
	16,25
	0,84
	0,18

	
	2
	9,9
	0,15
	0,19
	14,89
	0,79
	0,16

	
	3
	8,8
	0,25
	0,20
	15,10
	0,86
	0,18

	
	4
	8,9
	0,10
	0,15
	15,22
	0,75
	0,15

	
	5
	10,5
	0,15
	0,18
	16,01
	0,83
	0,19

	
	6
	11,0
	0,25
	0,20
	15,90
	0,80
	0,17

	
	7
	9,5
	0,18
	0,18
	16,50
	0,69
	0,15

	
	8
	12,0
	0,20
	0,25
	15,10
	0,75
	0,19

	
	9
	9,7
	0,15
	0,25
	15,90
	0,80
	0,20

	
	10
	9,9
	0,20
	0,20
	16,02
	0,86
	0,15

	
	11
	10,3
	0,15
	0,15
	15,80
	0,87
	0,17

	
	12
	8,8
	0,15
	0,18
	14,75
	0,77
	0,16

	
	13
	9,5
	0,25
	0,20
	15,60
	0,84
	0,18

	
	14
	9,9
	0,10
	0,15
	16,30
	0,78
	0,17

	
	15
	10
	0,15
	0,17
	14,95
	0,81
	0,16


Таблиця 3.5 - Морфометричні показники лімфоїдних органів контрольної групи тварин 
	Показники лімфоїдних органів 

	Група тварин
	Тимус
	Селезінка

	
	Маса (мг)
	Довжина (см)
	Ширина (см)
	Маса (мг)
	Довжина (см)
	Ширина (см)

	Експеримент

1 доба
	1
	14,9
	0,31
	0,30
	20,11
	1,01
	0,26

	
	2
	15,0
	0,29
	0,29
	19,95
	1,00
	0,24

	
	3
	14,6
	0,30
	0,31
	21,10
	0,99
	0,20

	
	4
	13,2
	0,30
	0,32
	20,15
	0,98
	0,19

	
	5
	15,2
	0,32
	0,29
	21,50
	1,03
	0,27

	
	6
	14,6
	0,29
	0,30
	20,10
	1,02
	0,25

	
	7
	14,8
	0,33
	0,31
	19,50
	1,00
	0,28

	
	8
	15,3
	0,28
	0,32
	20,20
	0,99
	0,27

	
	9
	15,1
	0,29
	0,31
	19,50
	0,98
	0,26

	
	10
	14,8
	0,29
	0,28
	19,90
	1,10
	0,29

	
	11
	15,2
	0,30
	0,29
	20,10
	1,03
	0,26

	
	12
	15,3
	0,31
	0,30
	21,20
	1,02
	0,26

	
	13
	14,6
	0,33
	0,31
	20,50
	1,00
	0,28

	
	14
	14,9
	0,27
	0,32
	21,30
	0,98
	0,29

	
	15
	15,0
	0,29
	0,29
	19,70
	0,99
	0,30


При аналізі середніх показників лімфоїдних органів (тимусу та селезінки) у експериментальної групи новонароджених щурів зареєстроване збільшення усіх морфометричних показників лімфоїдних органів: селезінки та тимусу (табл.3.6) порівняно з контрольною групою. Максимальне збільшення реєструється при аналізі їх маси.
Таблиця 3.6 - Морфометричні показники лімфоїдних органів новонароджених щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту з тіл медичних пявок порівняно з контрольною групою
	Показники лімфоїдних органів (Х ± SE)

	Група тварин
	Тимус
	Селезінка

	
	Маса (мг)
	Довжина (см)
	Ширина (см)
	Маса (мг)
	Довжина (см)
	Ширина (см)

	1 доба
	Контроль
	10,1±0,8
	0,23±0,03
	0,21±0,02
	16,25±0,80
	0,84±0,03
	0,18±0,03

	
	Експер.
	14,9±0,9*
	0,31±0,04*
	0,30±0,03*
	20,11±1,01*
	1,01±0,07*
	0,26±0,04*


Примітка: * – р < 0,05 порівняно із контрольною групою, Окр. – окружність, Експер. – експеримент, n=15 для кожної групи.
При дослідженні кожної тварини контрольної групи порівняно з реферативними значеннями щурів відповідного віку, всі гематологічні та імунологічні показники крові були в межах фізіологічних норм, які  представлені у таблиці 3.7. Важливо відмітити збільшення ваги тіла і лімфоїдних органів рівномірно, а не одного чогось, що дає змогу зробити припущення про стимуляцію морфогенетичної функції імунної системи.
Таблиця 3.7 –  Загальна кількість лейкоцитів та еритроцитів, рівень гемоглобіну та кольоровий показник у новонароджених щурів контрольної групи 

	Група тварин
	Номер тварини
	Лейкоцити, х109/л
	Еритроцити, х1012/л
	Рівень гемоглобіну, г/л

	Контроль 1доба
	1
	5,0
	2,8
	66,7

	
	2
	5,2
	3,0
	70,5

	
	3
	5,4
	3,3
	73,2

	
	4
	5,1
	2,8
	65,1

	
	5
	5,4
	3,8
	90,3

	
	6
	5,8
	3,3
	88,2

	
	7
	6,0
	2,8
	90,4

	
	8
	7,0
	3,8
	70,4

	
	9
	6,4
	2,2
	68,4

	
	10
	5,1
	2,8
	76,1

	
	11
	6,0
	2,7
	88,2

	
	12
	7,8
	2,3
	78,3

	
	13
	8,1
	2,1
	68,3

	
	14
	5,0
	2,9
	71,2

	
	15
	5,2
	3,8
	81,2


Дослідивши показники кожної дослідної тварини, всі показники, також були в межах фізіологічних норм, які  представлені у таблиці 3.8. Отриманні нами експериментальнні данні  в межах реферативних значеннях відповідного віку, свідчить про стимуляцію еритропоезу та лейкопоезу в межах фізіологічного стану організму. 

Таблиця 3.8 – Вміст лейкоцитів та еритроцитів, рівень гемоглобіну та кольоровий показник у новонароджених щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту з тканин  Нirudo verbana.

	Група тварин
	Номер тварини
	Лейкоцити, х109/л
	Еритроцити, х1012/л
	Рівень гемоглобіну, г/л

	Експеримент 
1 доба 
	1
	8,8
	4,4
	100,8

	
	2
	7,5
	5,1
	110,1

	
	3
	15,1
	3,6
	99,4

	
	4
	11,5
	4,1
	115,1

	
	5
	8,9
	3,0
	120,4

	
	6
	9,5
	4,4
	118,0

	
	7
	8,4
	5,0
	111,2

	
	8
	9,0
	5,3
	113,1

	
	9
	9,4
	3,0
	119,2

	
	10
	8,0
	6,1
	99,3

	
	11
	9,5
	5,2
	120,2

	
	12
	11,5
	4,6
	116,5

	
	13
	13,2
	6,2
	97,3

	
	14
	12,0
	4,5
	112,0

	
	15
	7,9
	1,8
	123,3


При аналізі середніх показників загальної кількості лейкоцитів у дослідної групи щурів достовірно зростала їх кількість порівняно з контрольною групою тварин на 41,6±3,1 % (р < 0,05), рисунок 3.1.
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Рисунок 3.1 – Середні показники кількості лейкоцитів (х109/л) новонароджених щурів, n = 15 для кожної підгрупи тварин.
Примітка: * – р < 0,05 порівняно із контрольною групою. 
Середня кількість еритроцитів у дослідній групі приплоду щурів порівняно з контролем теж статистично збільшувалося на 33,0 ±1,8% (р < 0,05), рисунок 3.2. Таке контрастне підвищення еритропоезу можна пояснити також і підвищенням потреби в обміні речовин. 

[image: image15]
Рисунок 3.2 –  Середні показники кількості еритроцитів (х1012/л) новонароджених щурів, n = 15 для кожної підгрупи тварин.

Примітка: * – р < 0,05 порівняно із контрольною групою.

Паралельно з кількістю еритроцитів підвищувався рівень гемоглобіну на 32,14±1,9% (р < 0,05), рисунок 3.3. 

[image: image16]
Рисунок 3.3 –  Середні показники рівня гемоглобіну (г/л) новонароджених щурів, n = 15 для кожної підгрупи тварин.
Примітка: * – р < 0,05 порівняно із контрольною групою.

При аналізі відносної кількості лейкоцитів на фоні впливу водно-сольового екстракту, гомеостатичне диферинціювання лейкоцитів в мієлопоезі та лімфопоезі у дослідної групи тварин, в межах фізіологічної норми. На першу добу зсув лейкоцитарної формули крові вліво зменшувався за рахунок зниження клітин вродженого імунітету (гранулоцитів) та збільшення клітин адаптивного імунітету (лімфоцитів), що свідчить про прискорену диференційовку лімфоїдної системи новонароджених щурів, у напрямок дорослих тварин за рахунок дії водно-сольового екстракту таблиця 3.9. Гемостатичний вплив водно-сольового екстракту здійснювався в гомеостатичних межах норми, на що також вказує відсутність тератогенних ознак у дослідної групи тварин.
Таблиця 3.9 – Лейкоцитарна формула крові контрольної та дослідної груп щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту медичної пявки, Х ± SE
	Група тварин
	Доба
	Лейкоцитарна формула крові

	
	
	Нейтрофіли, %
	Еозинофіли, %
	Моноцити, %
	Лімфоцити, %
	Лейкоцити, Г/л



	
	
	Палич.
	Сегмент.
	Загальна кількість
	
	
	
	

	Контроль
	1 
	35,1 ±3,7
	16,0 ±3,21
	51,1±3,3
	0,44 ±0,08
	3,20±1,01
	45,26± 3,7
	5,9±0,3

	Експеримент
	
	25,4±  3,5*
	15,4 ± 3,32
	40,8±3,7*
	0,53±0,09
	3,44±1,09
	55,23 ±4,1*
	10,0±0,6*


Примітка: * –  р < 0,05 порівняно із контрольною групою.
В результаті наших дослідженнь ми виявили стимулюючий ефект на тканину внутрішнього середовища: гемопоетичну, структурною основою якої є ретикулярна тканина, яка відноситься до спеціалізованої пухкої сполучної тканини, а основні властивості якої: трофічна, захисна, регуляторна, що в повній мірі пояснює в наших дослідах збільшення еритроцитарних (кількість еритроцитів, гемоглобін) та лейкоцитарних (кількість лейкоцитів) показників крові. Також слід відмітити, що БАР водно-сольового екстракту не вводилися самим новонародженим, але були отримані такі позитивні зрушення аналізованих показників еритропоезу та лейкопоезу у щурів дослідної групи. Це можна охарактеризувати тим, що хоча самим ембріонам інєкціонно не вводили водно-сольовий екстракт з тканин, але вони могли їх отримувати на ранніх етапах розвитку – трансплацентарно. Також, більш ймовірно, що стимуляція показників приплоду була опосередкована спочатку через імунну систему матері, а потім вже через стимуляцію імунної системи самих плодів. Збільшення у дослідної групи тварин фізичних параметрів тіла та морфометричних параметрів лімфоїдних органів селезінки та тимусу, збільшення гематологічних та імунологічних показників в межах фізіологічних норм може, також свідчити про стимуляцію морфогенетичної функції імунної системи, яка контролює процеси росту та розвитку клітин та тканин, їх ділення та диференціювання. 
4 ОХОРОНА ПРАЦІ 

Експериментальна частина моєї кваліфікаційної роботи полягала у вивчені впливу водно-сольового екстракту медичної пявки на вміст еритроцитів та лейкоцитів крові, фізичні параметри тіла та морфометричні параметри лімфоєдних органів (селезінки та тимусу) новонароджених щурів.
Дослідження проводилися в навчально-науково-дослідній лабораторії клітинної та організменної біотехнології Запорізького національного університету.

В процесі написання своєї дипломної роботи зі мною перед початком досліду був проведений інструктаж з протипожежної безпеки (інструкція № 62) та з охорони праці (інструкція № 296).

Основні небезпечні виробничі фактори при виконанні моєї кваліфікаційної роботи – це використання реактивів, електричного  устаткування, оптичних приладів, робота з біологічною рідиною та тваринами (умовно патогенні).

Оптимальні умови роботи створювалися завдяки підтримці санітарно-гігієнічного режиму лабораторії. Так, параметри температури, вологості, освітленості, швидкості переміщення повітря протягом усього експерименту, відповідали вимогам [60]. 

Працювати в лабораторії необхідно було в халаті з бавовняної тканини згідно ст. 163 кодексу законів про працю України [61], захищаючи одяг і шкіру від попадання і роз’їдання реактивами. Без халату до лабораторії я не допускалася. У тканині не повинно бути добавок синтетичних волокон, тому що у випадку займання оплавленні частинки важко видаляти від одягу.  

Відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії встановленим нормам є запорукою  безпечної роботи дослідника. У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкість переміщення повітря. Параметри мікроклімату повинні бути такими в теплий період: температура 23-25 ˚C, вологість 40-60% і швидкість переміщення повітря 0,35 м/с, а в холодний: температура 22-24 ˚C, вологість 40-60% і швидкість переміщення повітря 0,25 м/с. Гранично допустимі концентрації пилу i мікроорганізмів у зоні дихання працюючих. Для забезпечення оптимальних параметрів мікроклімату передбачено:  природня вентиляція; водяне опалення; вологе прибирання один раз на день [62].

Робоче місце варто підтримувати в чистоті, дотримуватися правил техніки безпеки, не захаращувати його посудом і побічними речами, так як безладність, поспішність або неохайність у роботі часто призводять до нещасних випадків з тяжкими наслідками. Забороняється в лабораторії пити воду, вживати їжу. Студентам забороняється працювати в лабораторії без присутності викладача або лаборанта, а також в невстановлений час без дозволу викладача. Про, що я зазделегідь була проінформована.
Приступаючи до роботи необхідно: усвідомити методику роботи, правила її безпечного виконання; перевірити відповідність взятих речовин, які вказані в методиці роботи. Забороняється користуватися (з навчальною чи науковою метою) несправними приладами. 

Хімічний посуд повинен бути абсолютно чистим, без виконання цієї умови працювати не можна. Для відмірювання кожного реактиву потрібно мати мірний посуд (піпетки, бюретки, мензурки, циліндр або мірний стакан); не слід виливати надлишок налитого в пробірку реактиву назад в ємність, щоб не зіпсувати реактив. При проведенні дослідів у лабораторії використовується хімічний посуд загального і спеціального призначення. Дуже часто використовуються пробірки. Неприпустимо, щоб пробірка була наповнена до країв, щоб уникнути вихлюпування і попадання рідин на шкіру експериментатора. Зовсім неприпустимо закривати пробірку пальцем і струшувати її в такому виді, оскільки можна зашкодити шкіру пальця чи одержати опік. При нагріванні відкритий кінець пробірки повинен бути звернений убік від працюючого і від сусідів по столу, щоб уникнути попадання на шкіру чи в очі випадково виплеснутої рідини. 

При митті посуду треба стежити за тим, щоб йорж не вдарявся об дно і стінки посуду, тому що так можна вибити дно чи проломити стінку і поранитися. У раковину не можна виливати і викидати концентровані розчини кислот і лугів, що сильно пахнуть, та отруйні речовини. При виливанні в раковину таких речовин можливе їхнє випаровування й отруєння повітря лабораторії. Концентровані кислоти і луги необхідно попередньо сильно розбавити чи нейтралізувати, щоб уникнути руйнування каналізаційної мережі [63].

Повітря в лабораторних кімнатах забруднюється виділеннями шкідливих речовин. Кожна лабораторія повинна бути обладнана системою природної і припливної вентиляції. Припливні системи забезпечують поновлення повітря, що видаляється системою вентиляції, місцеві системи забезпечують технологічні потреби. Попередження застою повітря досягається шляхом відчиняння вікон лабораторії ще до початку досліду, а у разі використання отруйних речовин та речовин, що неприємно пахнуть – витяжної вентиляції [64].

При виконанні досліджень важливу роль грає освітлення робочого місця. Освітлення створюється сонцем і за допомогою ламп накалювання і люмінесцентних ламп, яке може бути природним та штучним [64]. Природне освітлення створювалось під час роботи боковим світлом, а штучне – за допомогою ламп розжарювання та люмінесцентних ламп.

Що стосується роботи з комп’ютером, то особливістю роботи на комп’ютері являється постійна напруга  зорового аналізатора, викликана необхідністю розрізнення об’єктів, що висвічуються (символів, знаків та ін.), при наявності відблисків на екрані, обумовлених строчковою структурою зображення, мерехтінням зображення, недостатньою чіткістю об’єктів розрізняння [64, 65]. 

Умови праці користувача, що працює з дисплеєм, визначаються умовами освітлення і на робочому місці, параметрами мікроклімату, ергономічними характеристиками робочого місця.

Якщо проводиться робота з персональним комп’ютером, то необхідно відрегулювати яскравість і контрастність монітора. Не слід робити зображення занадто яскравим, від цього втомлюються очі.

Відстань від ока користувача до екрану дисплея повинна становити 50-70 см, кут зору 10-20º, але не більше 40º. Переважним є розташування площі екрана перпендикулярно до лінії зору користувача. 

Щоб запобігти впливу шкідливого високочастотного електромагнітного  випромінювання, не слід сідати ближче до екрану ніж 50-70 см [64]. 

Об’єктом дослідження моєї кваліфікаційної роботи була периферична кров новонароджених лабораторних щурів, тому у цьому розділі я розглянула особливості роботи у віварію; правила утримання лабораторних тварин, їх використання в експерименті.

Тварини для проведення дослiдiв повиннi надходити тiльки до вiварiю. Категорично забороняється приводити на кафедру тварин, які не були перевiрені ветеринарним лiкарем i тих, що не пройшли покладений карантинний термiн [60-67].

Категорично забороняється: тримати тварин поза клiтками, залишаючи їх на кафедрi на нiч. Наприкiнцi робочого дня тварини повиннi бути зданi у вiварiй.

Для віварію відводять окреме приміщення з окремим входом, відокремлене від лабораторії і робочих кімнат. Приміщення, де розміщуються тварини, має бути обладнане шафами для кліток, від яких відходить витяжка. Повітря, що викидається назовні, повинно очищуватися.

Вентиляція віварію повинна працювати цілодобово без перерв на вихідні і святкові дні. Для знезараження повітря встановлюють бактерицидні опромінювачі. Підлогу роблять з щільного водонепроникного матеріалу з ухилом убік водостоків-трапів, які доступні для миття і мають перфоровані кришки; плінтуси робити не слід.

Стіни приміщень, в яких містяться тварини, і кормокухні від підлоги до стелі покривають глазурованою плиткою.

Прибирання віварію проводять щодня в наступному порядку:

– столи, полиці, табурети, стіни і підлогу протирають вологою ганчіркою, змоченою дезинфікуючим розчином;

– чищення кліток з тваринами починають з контрольних банок (кліток), в яких незаражених тварин;

– годівниці для очищення від залишків корму витягують банок (кліток) корнцангом, поміщають в бак дезинфікуючим розчином, після чого ретельно промивають водою;

– у зв’язку з дезинфікуючих розчинів, щоб уникнути псування, дерев’яні клітки мають бути фарбою.

Після закінчення прибирання все зібране у віварію сміття (кал, залишки їжі, сіно, солома тощо) спалюють або утилізують [51,68].

Основною специфічною небезпекою для експериментатора, що працює з дрібними лабораторними тваринами, є можливість зараження збудниками інфекцій, небезпечних для людини. Особливо небезпечні в цьому випадку укуси тварин.

Для попередження травматизму (подряпин і укусів) усі маніпуляції з лабораторними тваринами виконують в спеціальних фіксаторах, а з дрібними тваринами працюють у рукавичках.

При фiксацiї щурiв варто попередньо мiцно захопити шкiру в потиличнiй областi мiж вухами, пiсля чого, тримаючи тварину у вертикальному положеннi, накинути лямки на заднi i переднi кiнцiвки i закрiпити їх. Тiльки пiсля такої попередньої пiдготовки тварину можна остаточно фiксувати у верстатi. Там, де це можливо, краще перед фiксацiєю тварину наркотизувати. Пiсля кожного дослiду варто ретельно вимити руки теплою водою з милом, або протерти дезрозчином.

У віварії та лабораторії обов'язково повинна бути аптечка з йодом, перекисом водню, бинтом, ватою. При покусах чи порізах рану дезінфікують спиртом, 5 % розчином йоду, 2 % розчином діамантової зеленки [51]. Зі щурами слід поводитися спокійно, лагідно і впевнено. Це дозволяє проводити з ними багато маніпуляцій. Лабораторні щури при частому доторканні, якщо їм не завдавати болю, стають ручними. Краще брати щура зі спини під лопатки так, щоб її передні кінцівки перехрещувалися. У такому положенні вона не зможе вкусити. Тварин необхідно заспокоїти, погладжуючи їх між вухами і по спині, але неприпустимі грубе поводження, різкі рухи, тим паче побої.

Введення препаратів здійснюють звичайно удвох, проте при достатній практиці ін'єкції можна робити і одному.
 При проведенні експериментального дослідження обов'язково потрібно одягти чистий халат, гумові рукавички, необхідно стежити за чистотою рук та інструментів. Руки треба мити як до, так і після роботи з твариною, а також їх обробити дезинфікуючою рідиною.

До нещасних випадків, які можуть статися в лабораторії, відносяться електротравми,  попадання  біологічних рідин, крові на одяг, шкіру і слизові оболонки, хімічні опіки; при виникненні пожежі можливе виникнення термічних опіків.

При  забрудненні  рук  кров’ю  та  іншими біологічними рідинами слід ретельно протерти їх тампоном, змоченим шкірним  антисептиком, після чого вимити проточною водою з милом. При забрудненні  рук, захищених  рукавичками – рукавички обробити серветкою, потім  вимити  проточною  водою, зняти рукавички робочою  поверхнею всередину, вимити руки і обробити їх шкірним антисептиком [69].

При попаданні крові або рідин на слизову оболонку носа –закапати 0,05% розчин марганцевокислого калія, рот і горло негайно прополоскати 70% спиртом  або  0,05%  розчином  марганцевокислого  калія [70].

При попаданні біологічних рідин в очі слід негайно промити їх проточною водою, потім промити  їх  розчином  марганцевокислого  калія  за  допомогою  одноразового шприца  в співвідношенні  1: 10000. Розчин готують  з  «основного»  1%  розчину  марганцевокислого  калія,  беремо  1  мл  розчину  і  додаємо  його  до  99  мл  дистильованої  води.

При попаданні  біологічного  матеріалу  на  халат,  одяг  зробити  наступне:

–  одяг  зняти  і  замочити  в  одному  з  дезрозчинів;

–  шкіру  рук  і  інших  ділянок  тіла  при  їх  забрудненні, через одяг, після  зняття  одягу, протерти  70%  розчином  етилового  спирту;

–  поверхню  промити  водою  з  милом  і  повторно  протерти  спиртом;

– забруднене  взуття  двократно протерти тампоном, змоченим в розчині  одного  з дезінфекційних  засобів.

Хімічні реакції виконуються з такою кількістю та концентрацією, в такому посуді та приладах і в таких умовах, як це вказано в відповідних інструкціях. Враховуючи вивчені основи охорони праці, проводила дослідження, додержуючись правил безпеки в роботі з агресивними речовинами, кислотами та лугами. Хімічні опіки виникають при потраплянні на шкіру розчинів кислот і солей важких металів (характеризуються невеликою глибиною), а також лугів (глибокі опіки) [68]. 

Надання першої допомоги при хімічних опіках починається з рясного промивання ураженої ділянки водою (за винятком опіків, отриманих при потраплянні на шкіру негашеного вапна). Згодом речовини, що залишилися на поверхні шкіри, варто нейтралізувати. Для нейтралізації кислот використовують 2 %-й розчин питної соди, для нейтралізації лугів – 2%-й розчин борної, оцтової або лимонної кислот. Потім на опік накладається стерильна пов'язка. Опіки дуже болючі і небезпечні, тому що при опіках ушкоджується один з головних органів людини – шкіра, що виконує захисну функцію. Необхідно якнайшвидше надати першу медичну допомогу, щоб уникнути больового шоку і проникнення інфекції крізь обпалену поверхню.

При виникненні аварійної ситуації необхідно ліквідувати джерело її виникнення. При пожежі, в першу чергу, дії повинні бути спрямовані на забезпечення безпеки та евакуації людей. При виявленні пожежі, необхідно вимкнути від енергопостачання прилади та обладнання; приступити до гасіння пожежі первинними засобами пожежогасіння, а при неможливості здійснення даних дій, вийти з приміщення, щільно зачинити за собою двері та вікна, щоб запобігти приливу свіжого повітря, яке сприятиме швидкому поширенню вогню. Негайно викликати пожежну охорону [69].

Якщо на потерпілому горить одяг, його потрібно повалити на землю (звичайно людина в такій ситуації втрачає контроль над собою і починає метатися в паніці) і накрити ковдрою, брезентом, пальтом, щоб припинити доступ повітря до полум’я, а потім облити водою тлінну одежу. При опіках 1 ступеня слід промити уражені ділянки шкіри антисептичними засобами, потім обробити спиртом. До обпечених ділянок не можна торкатися руками, не можна проколювати пухирі та обривати шматки одягу, що прилипли до місця опіку, поверхню опіку не можна змазувати або засипати порошками. Обпечену поверхню необхідно накрити чистою марлею або бавовняною тканиною. Якщо у обпеченого з’явилась остуда, його необхідно зiгрiти. Потерпілому дають тепле пиття, водно сольовий розчин. Якщо потерпілий знепритомнів через отруєння чадним газом, необхідно дати йому понюхати нашатирний спирт. У випадку зупинки дихання слід зробити штучну вентиляцію легень [70]. 

Електротравми можуть виникати при доторканні за провід, який знаходиться під напругою. Із-за скорочення м’язів людина не може самостійно звільнитися. Електротравми можуть призвести до зупинки серця, дихання, ураження головного мозку. 

Рятування потерпілого від електротравми повинно починатися з звільнення його від джерела струму. При цьому повинно пам’ятати і дотримуватися деяких правил техніки безпеки. По-перше, для зупинення дії струму краще всього повернути вимикач, вимкнути рубильник, вивернути пробки на щітку. Якщо це з яких то причин не можливо, треба звільнити потерпілого від електропроводу. Для цього потрібно одягти гумові рукавички або обмотати руки шматком шовкової тканини і користуватися сухою дерев’яною палкою. Ні в якому разі не можна доторкатися до потерпілого голими руками. 

По-друге, при відсутності ознак  життя після звільнення потерпілого від дії електричного струму потрібно почати проведення реанімаційних заходів.

По-третє, якщо ваші дії виявилися успішними і потерпілий ожив, вам необхідно, не втрачаючи часу, накласти асептичні пов’язки на «мітки струму», які є опіками, і відвезти потерпілого в лікарню [66, 67, 70]. 

По закінченню роботи необхідно вимкнути обладнання, електроприлади, закрити  воду, вимкнути електроенергію. Реактиви та інші речовини і матеріали покласти у відведене для них місце. Прибрати робоче місце. Витерти від імерсійного масла об’єктив мікроскопу та препарат. Спецодяг, спецвзуття та засоби індивідуального захисту покласти у відведене для них місце. Помити руки, лице теплою водою з милом [63-66]. 
Тому знання з охорони праці допомогли мені під час виконання дослідів захистити себе та оточуючих.
ВИСНОВКИ
1. На фоні впливу БАР МП у новонароджених щурів зареєстроване збільшення усіх фізичних параметрів тіла порівняно з контрольною групою. При аналізі морфометричних параметрів селезінки та тимусу зафіксоване підвищення їх показників. 
2. При аналізі загальної кількості лейкоцитів у дослідної групи щурів достовірно зростала їх кількість порівняно з контрольною групою тварин на 41,6±3,1 % (р < 0,05).
3. Загальна кількість еритроцитів у дослідної групи приплоду щурів порівняно з контролем збільшується на 33,0 ±1,8% (р < 0,05). Таке контрастне підвищення еритропоезу можна пояснити також і підвищенням потреби в обміні речовин.
4. Підвищується рівень гемоглобіну на 32,14±1,9% (р < 0,05).
5. В лейкоцитарній формулі крові дослідних тварин зниження клітин вродженого імунітету (гранулоцитів) та збільшення клітин адаптивного імунітету (лімфоцитів) порівняно з контрольною групою, що свідчить про прискорену диференційовку лімфоїдної системи новонароджених щурів, у напрямок дорослих тварин.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

Отримані наші результати експериментальних дослідженнь можуть бути використані у ветеренарії та сільському господарстві для стимуляції еритропоезу та лейкопоезу в результаті багатьох патологій, які стосуються саме зниженню цих показників.

Отримані наші результати можуть бути використанні при викладанні дисциплін “Імунологія”, “Цитологія та гістологія”, “Біотехнологія”  та в інших суміжних дисциплінах.
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