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Оптимізація загоєння ран шкіри, скорочення тер-
мінів лікування термічних, у тому числі і холодових,
ран залишається актуальною задачею [12]. Окрім
відморожень, холодові рани є наслідком кріодест-
рукції пухлин шкіри.

Одним з напрямків, які інтенсивно розви-
ваються, є вивчення біологічної дії препаратів клі-
тинної терапії [3–5, 14, 17, 18]. Значна увага приді-
ляється дослідженню ролі пептидів у регулюванні
фізіологічних функцій організму, особливо фізіоло-
гічної і репаративної регенерації [1, 6, 11, 16]. Нарівні
з пептидами, для яких встановлена амінокислотна
послідовність, активно вивчаються тканинноспе-
цифічні комплекси пептидів з різних органів. Основ-
на біологічна дія таких комплексів – модуляція
фізіологічних функцій, нормалізація діяльності
клітин, тканин, органів і цілого організму. Значна
кількість пептидних комплексів проявляє імуномо-
дулюючі властивості. Крім того, вони впливають

Optimizing the healing of skin wounds, reduction
of treatment terms of thermal wounds, including cold
injuiries,  has remained an actual task [12]. Along with
frostbites, cold wounds are the consequences of cryo-
destruction of skin tumours.

One of the directions which are intensively deve-
loped is the study of biological effect of cell therapy
preparations [3–5, 14, 17, 18]. Significant attention is
paid to the investigation of the role of peptides in regu-
lating physiological functions of an organism, especially
physiological and reparative regeneration [1, 6, 11, 16].
Along with the peptides for which there was established
amino acid sequence, there have been actively studied
tissue specific complexes of peptides from different
organs. Basic biological effect of these complexes is
modulation of physiological functions, normalization of
activity of cells, tissues, organs and the whole organism.
Large amount of peptide complexes manifests immune
modulating properties. In addition, they affect neuro-
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The effect of introduction into animals’ peritoneal cavity of the extracts of pigs' spleen and piglets' skin cryopreserved fragments
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на нейроендокринну систему, модулюють реакції
судинно-тромбоцитарного гемостазу, згортання
крові, перекисного окислення ліпідів, вміст реак-
тантів гострої фази, а також впливають на регене-
рацію тканин та інші процеси [2, 6, 11].

Відомо, що екстракти кріоконсервованих фраг-
ментів шкіри поросят і селезінки свиней нормалі-
зують процес загоєння термічних травм та імунний
статус організму відповідно [2, 13]. Певні клітини
імунної системи відіграють важливу роль у регу-
ляції проліферації всіх соматичних клітин [7].

Мета роботи – дослідити в порівняльному плані
вплив екстрактів кріоконсервованих фрагментів се-
лезінки свиней і шкіри поросят на швидкість за-
гоєння ран і лейкоцитарний профіль крові щурів з
холодовою травмою шкіри.

Матеріали та методи
Експерименти проведені відповідно до «Загаль-

них етичних принципів експериментів на тваринах»,
які схвалені III Національним конгресом з біоетики
(Київ, 2007 р) і погоджених з положеннями «Єв-
ропейської конвенції про захист хребетних тварин,
які використовуються для експериментальних та
інших наукових цілей» (Страсбург, 1986 р.).

Екстракти одержували з кріоконсервованих
фрагментів шкіри поросят (ЕШП) та селезінки сви-
ней (ЕСС) шляхом їх інкубації в фізіологічному роз-
чині 60 хв. Отриманий екстракт звільняли від
термолабільних білків [15].

Для визначення впливу екстрактів на показники
крові здорових щурів в черевну порожнину вводили
фізіологічний розчин (норма), ЕСС або ЕШП. Холо-
дову травму шкіри моделювали на лабораторних
щурах масою 190–210 г. Під поверхневим наркозом
у щурів видаляли шерсть на стегні. Холодову трав-
му наносили охолодженим у рідкому азоті мідним
аплікатором діаметром 10 мм, експозиція станови-
ла 60 с. Щури з холодовою травмою були розділені
на групи: контрольні (введення фізіологічного роз-
чину) та дослідні (введення ЕСС або ЕШП). Екс-
тракти з концентрацією пептидів 100 мкг/мл вводи-
ли щурам у черевну порожнину по 1 мл один раз
на добу. В кожній групі було по 6 тварин.

Площу ран визначали планіметричним методом
[8], концентрацію еритроцитів та лейкоцитів як опи-
сано раніше [9], а гемоглобіну – за допомогою на-
бору реагентів «Диагем-Т» (НПФ «Ренам», Росія).

Аналіз лейкоцитарної формули проводили на
мазках, забарвлених азур II – еозином за Романов-
ським-Гімза, підраховуючи по 500 клітин у світло-
вому мікроскопі (ЛОМО, об. ×90, ок. ×10). Кров
для досліджень брали з хвостової вени тварин.
Лейкоцитарний індекс інтоксикації модифікований

endocrine system, modulate the reactions of vascular-
platelet hemostasis, blood coagulation, lipid peroxidation,
content of acute phase reactants as well as influence
the tissue regeneration and other processes [2, 6, 11].

It is known that extracts of cryopreserved piglet
skin and pig spleen fragments normalize the healing
process of thermal traumas and immune status of an
organism, correspondingly [2, 12]. Certain cells of im-
mune system play an important role in regulation of
proliferation of all somatic cells [7].

The research aim was to investigate comparatively
the effect of extracts of cryopreserved fragments of
pig spleen and piglet skin on the rate of wound healing
and leukocyte profile of blood of the rats with skin
cold trauma.

Materials and methods
The experiments were carried-out in accordance

with the General Ethical Principles of Experiments in
Animals, approved by the 3rd National Congress in Bio-
ethics (Kiev, 2007) and coordinated with the statements
European Convention about the Protection of Verteb-
rate Animals Used for Experimental and Other Scien-
tific Purposes (Strasbourg, 1986).

The extracts were derived from cryopreserved
fragments of piglet skin (PSkE) and pig spleen (PSlE)
by means of their incubation in physiological solution
for 60 min. The resulted extract was purified from
thermolabile proteins [15].

To examine the effect of extracts on blood indices
of healthy rats peritoneal cavity was injected with phy-
siological solution (norm), and with PSlE or PSkE. Skin
cold trauma was modelled in laboratory rats of 190–
210 g. Under seminarcosis in rats the hair on hip was
removed. Cold trauma was made by cooled by liquid
nitrogen 10 mm copper applicator, the exposure was
60 s. The rats with cold trauma were divided into the
groups: control (introduction of physiological solution)
and experimental ones (introduction of PSlE and PSkE).
The extracts with the concentration of peptides of
100 µg/ml were injected into rat peritoneal cavity by
1 ml once per day. Each group comprised 6 animals.

The area of wounds was examined by planimetric
method [8], concentration of erythrocytes and leukocy-
tes as described earlier [9] and haemoglobin content
was studied using Diagem T kit (Renam, Russia).

Leukogram was analyzed in the smears, stained
with azur-II-eosin according Romanowsky-Giemsa,
counting 500 cells in light microscope (LOMO,
objective ×90, and ocular ×10). Blood for the studies
was taken from tail vein of animals. Modified leukocyte
intoxication index (MLII) was calculated according
Ostrovsky [10]. The results were statistically proces-
sed with non-parametric MANOVA method.
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(ЛІІМ) розраховували за методом В.К. Остров-
ського та співавт. [10]. Статистичну обробку ре-
зультатів проводили непараметричним методом
МANOVA.

Результати та обговорення
На 3-ю добу експерименту статистично досто-

вірних відмінностей в площі ран контрольної і до-
слідних груп не спостерігалося (табл. 1). Починаю-
чи з 7-ї доби площа ран у тварин, яким вводили
ЕСС або ЕШП, статистично достовірно менша,
ніж у контрольних щурів. Таким чином, досліджені
екстракти прискорюють загоєння холодових ран в
експерименті. Однак механізм їхньої дії, скоріш за
все, різний. Можна припустити, що тканинноспеци-
фічні пептиди, які входять до складу ЕШП, норма-
лізують або стимулюють проліферативну актив-
ність клітин шкіри при травмі [5, 11]. Розвиток і пе-
ребіг запалення, а також перехід фази запалення в
фазу регенерації в значній мірі залежить від стану
імунної системи організму. Прискорення загоєння
ран при введенні ЕСС може бути пов’язано з нор-
малізацією імунної відповіді на травму. Відомо, що
відповідна популяція клітин імунної системи прий-
має активну участь у регуляції проліферації сома-
тичних клітин [7], а застосування ЕСС нормалізує
стан імунної системи при запальних захворюваннях
[2].

При введенні інтактним щурам ЕСС або ЕШП
протягом 21-ї доби концентрація гемоглобіну, ерит-
роцитів і лейкоцитів у крові щурів статистично дос-
товірно (р < 0,05) не відрізнялася від норми протя-
гом всього строку спостереження. Отже, введення
здоровим тваринам екстрактів не впливало на стан
еритро- та лейкопоезу.

Ці показники у тварин з холодовою травмою та
при введенні екстрактів на фоні травми на 3-ю добу
не відрізнялися від норми (табл. 2). На 7-у добу
експерименту у контрольних тварин спостерігався
лейкоцитоз і концентрація лейкоцитів становила
147% від норми. У тварин, яким вводили екстракти
в цей і подальші строки спостереження, статистич-
но достовірного підвищення концентрації лейкоцитів
у порівнянні з нормою не спостерігалося. У конт-
рольних тварин на 14 добу цей показник також нор-
малізувався.

Дослідження лейкоцитарної формули має велике
значення для визначення вираженості процесу запа-
лення, оцінки стану організму та ефективності тера-
пії [9]. На 3 добу після моделювання холодових ран
у щурів відносна кількість нейтрофільних лейкоци-
тів була практично однаковою при всіх умовах екс-
перименту. Відносна кількість лімфоцитів перифе-
ричної крові зменшилася з 77,8% в нормі до 52,9%
в контролі та 56,1 і 50,3% – при введенні ЕСС або

Results and discussion
To the 3rd day of experiment no statistically signi-

ficant differences in the area of wounds of the control
and experimental groups were observed (Table 1).
Starting from the 7th day the area of wounds in the
animals treated with PlSE or PSkE was statistically
and significantly less than in the control animals. Thus
the studied extracts accelerate the healing of cold
wounds in the experiment. However, the mechanisms
of their effect are likely different. One may suppose
that tissue specific peptides being the components of
PSkE normalize or stimulate proliferative activity of
skin cells during trauma [5, 11]. Development and cour-
se of inflammation as well as transition of inflammation
phase into regeneration one in a great extent depend
on the state of organism immune system. Accelerated
wound healing at PSlE treatment can be referred to
the normalization of immune response to trauma. It is
known that corresponding cell population of immune
system participates actively in regulating the prolife-
ration of somatic cells [7], and application of PSlE nor-
malizes the state of immune system at inflammatory
diseases [2].

When administering to intact rats of PSlE or PSkE
during 21 days the concentration of haemoglobin, eryth-
rocytes and leukocytes in rat blood did not differ statis-
tically and significantly (p < 0.05) from the norm during
the whole term of observation. So, the introduction to
healthy animals of the extracts did not affect the state
of erythro- and leukopoiesis.

These indices in the animals with cold trauma and
during introduction of the extracts on the background
of trauma to the 3rd day did not differ from the norm
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3 4,0±5,4 3,0±8,3 4,0±7,3

7 3,0±4,3 *2,0±8,2 *2,0±3,2

41 3,0±3,2 *1,0±8,0 *1,0±6,0

12 1,0±5,1 *1,0±5,0 огаЗ є янн
sisolupE

Таблиця 1. Площа холодових ран, (см2)
 у залежності від умов експерименту

Table 1. Area of cold wounds (cm2) depending
on experimental conditions

Примітка: * – відмінності статистично достовірні в порівнянні
з контролем, р < 0,05.
Notes: * – differences are statistically significant if compared to
the control, p < 0.05.
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rol, 56.1% and 50.3% after introducing PSlE or PSkE,
correspondingly. Also there was found a decrease in
content of blood eosinophils and monocytes.

In a week after the experiment start in the control
rats the relative number of neutrophils increased up to
50.7%. In the animals which were treated with the
extracts, their number was significantly lower. Relative
number of lymphocytes in the control made 41.3%,
after introducing PSlE it was 62.7%, and 60.0% in the
case of PSkE. In the animals of the control group there
was also observed the rise in the number of eosinophils
in 1.7 times if compared with the norm. These changes
of leukogram testify to the fact that to the 7th day after
the animals were treated with extracts the positive ef-
fect was observed, i. e. the decreased inflammation in
the zone of trauma and manifested necrosis of tissue
if compared to the control [9].

To the 14th day of experiment the content of neut-
rophil leukocytes made 30.0% in control group of rats
which exceeded the norm in 2.1 times and for eosi-
nophils it was 7.0% which exceeded the norm in 1.8
times (Table 3). In the animals which were introduced
with the extracts the relative content of eosinophils,
monocytes and lymphocytes corresponded to the norm.

To the 21st day in the animals which were introdu-
ced with PSlE or PSkE, the leukogram of blood returned
to the norm. In the control animals the relative content
of rod and segmented neutrophils remained higher than
the norm. So, in this group of animals the inflammation
has not been terminated.

Endogenous intoxication as a rule starts at diseases
and complications related to the strengthened decay

ивомУ
утнемирепске
latnemirepxE
snoitidnoc

абод,яннежеретсопскортС
yad,mretnoitavresbO

3 7 41 12

амроН
mroN 7,0±9,9

ьлортноK
lortnoC 1,1±9,21 *9,0±6,41 9,0±8,01 9,0±3,01

ССЕяннедевВ
ElSP
noitcudortni
9,0±4,11 1,1±7,01 8,0±3,01 8,0±4,01

ПШЕяннедевВ
EkSP
noitcudortnI
1,1±0,21 0,1±3,11 7,0±9,01 1,1±4,11

Таблиця 2. Концентрація лейкоцитів, 109 кл/л, в крові щурів
у залежності від умов експерименту

Table 2. Concentration of leukocytes, 109cells/l in rat blood
depending on experimental conditions

Примітка: * – відмінності статистично достовірні в порівнянні з контролем,
р < 0,05.
Notes: * – differences are statistically significant if compared to the control, p < 0.05.

ЕШП. Спостерігається також зменшення в крові
еозинофілів і моноцитів.

Через тиждень після початку експерименту у
контрольних щурів відносна кількість нейтрофілів
збільшувалась до 50,7%. У тварин, яким вводили
екстракти, їх кількість була значно меншою. Віднос-
на кількість лімфоцитів у контролі становила 41,3%,
при введенні ЕСС – 62,7%, при введенні ЕШП –
60,0%. У тварин контрольної групи також спостері-
галося збільшення кількості еозинофілів в 1,7 рази
в порівнянні з нормою. Такі зміни лейкоцитарної
формули свідчать, що на 7-у добу при введенні
тваринам екстрактів спостерігається їх позитивний
вплив, а саме – зменшення запалення в зоні травми
та вираженість некрозу тканин у порівнянні з конт-
ролем [9].

На 14-у добу експерименту вміст нейтрофіль-
них лейкоцитів становив у контрольній групі щурів
30,0% і перевищував норму в 2,1 рази, а еозинофі-
лів – 7,0%, що перевищувало норму в 1,8 рази
(табл. 3). У тварин, яким вводили екстракти, від-
носна кількість еозинофілів, моноцитів і лімфоцитів
відповідала нормі.

На 21-у добу у тварин, яким вводили ЕСС або
ЕШП, лейкоцитарна формула крові поверталася до
норми. У контрольних тварин відносний вміст па-
личко- і сегментоядерних нейтрофілів залишався
вище норми. Отже, в цій групі тварин процес запа-
лення ще не повністю завершився.

Ендогенна інтоксикація, як правило, наступає при
захворюваннях і ускладненнях, пов’язаних з поси-
леним розпадом тканин, підвищенням процесів

(Table 2). To the 7th day of experiment
in the control animals there was obser-
ved leukocytosis and concentration of
leukocytes made 147% from the norm.
In the animals which were treated with
the extracts no statistically significant
rise in concentration of leukocytes was
found at this and following terms of
observation if compared with the norm.
In the control animals to the 14th day this
index was also normalized.

The investigation of leukogram is of
great value to examine the manifestation
rate of inflammation, estimation of the
state of an organism and efficiency of
the therapy [9]. To the 3rd day after simu-
lation of cold wounds in rats the relative
number of neutrophil leukocytes was al-
most similar at all the conditions of expe-
riment. Relative amount of lymphocytes
in peripheral blood reduced from 77.8%
in the norm down to 52.9% in the cont-
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катаболізму, недостатністю функції печінки і нирок
[10]. Тому в літературі все частіше з’являються
повідомлення про використання інтегральних по-
казників ендогенної інтоксикації, частина яких змі-
нюється вже на початкових стадіях захворювання.
Це дозволяє оцінити в динаміці стан різних ланок
імунної системи, не вдаючись до спеціальних ме-
тодів дослідження [9, 10].

Одним з показників процесів тканинної дегра-
дації і рівня інтоксикації є ЛІІМ. Цей індекс на
сьогодні є найпоширенішим індексом інтоксикації
в різних галузях медицини. Зростання даного показ-
ника свідчить про підвищення рівня ендогенної ін-
токсикації і активації процесів розпаду [9, 10].

На 3-ю добу після нанесення холодової травми
ЛІІМ перевищував норму в 4,6–5,1 рази (табл. 4).
При цьому відмінності в величині цього індексу між
контрольною і дослідними групами були незнач-

of tissues, increased catabolism, insufficient functioning
of liver and kidneys [10]. Therefore the reports on the
application of integral indices of endogenous intoxi-
cation, the part of those change even at disease initial
stages, have appeared more often. This enables the
estimation of the state of different links of immune
system in dynamics, without recourse to special re-
search methods.

One of the indices of tissue degradation and intoxi-
cation level is MLII. The increase in this index testifies
to a rise in the level of endogenous intoxication and
activation of decay processes [9, 10].

To the 3rd day after cold trauma the MLII exceeded
the norm in 4.6–5.1 times (Table 4). Herewith the diffe-
rences in the values of this index between the control
and experimental groups were non-significant. The most
manifested differences of MLII appeared to the 7th

day of experiment. In the rats of the control group

ивомУ
утнемирепске
latnemirepxE
snoitidnoc

%,slleC%,инитiлK

slihportueNилiфортйеН
илiфонизоЕ
slihponisoE

итицоноМ
setyconoM

итицофмiЛ
setycohpmyL

iнЮ
gnuoY
iнредяокчилаП
doR
iнредяотнемгеС
detnemgeS

амроН
mroN - 1,0±9,0 0,1±5,31 3,0±9,3 2,0±2,3 9,5±5,87

ьлортноK
lortnoC - 2,0±6,1 1,2±4,82 4,0±0,7 2,0±9,2 7,4±1,06

ССЕяннедевВ
noitcudortniElSP - 1,0±7,0 9,1±9,42 2,0±1,3 3,0±9,3 2,4±4,76

ПШЕяннедевВ
noitcudortnIEkSP - 1,0±1,1 2,2±7,72 3,0±4,4 2,0±9,2 9,3±9,36

Таблиця 3. Лейкоцитарний профіль крові щурів з холодовими травмами на 14-ту добу експерименту
Table 3. Leukocyte profile of rats’ blood with cold traumas to the 14th day of experiment

ивомУ
утнемирепске
latnemirepxE
snoitidnoc

абод,яннежеретсопскортС
yad,mretnoitavresbO

3 7 41 12

амроН
mroN 51,0

ьлортноK
lortnoC 66,0 20,1 24,0 92,0

ССЕяннедевВ
ElSP
noitcudortni
85,0 24,0 43,0 51,0

ПШЕяннедевВ
EkSP
noitcudortnI
77,0 74,0 04,0 12,0

Таблиця 4. Величина ЛІІМ у щурів в залежності від умов
експерименту та строку спостереження

Table 4. Value of MLII in rats depending on experimental
conditions and observation term

there was observed its further increase
from 0.66 to 1.02, and in the animals
treated with the extracts there was
found a decrease in MLII if compared
with the 3rd day. After  PSlE treatment
of the animals with cold trauma the
intoxication index was 41% and after
application of PSkE it made 46% of the
control values. The most manifested
reduction was found in the control ani-
mals. To the 21st day in the animals trea-
ted with PSlE this index returned to the
norm, while in the control animals  and
the animals treated with PSkE there was
a surplus of 1.9 and 1.4 times comparing
to the norm, correspondingly. Basing on
the data presented one may conclude that
PSlE and PSkE reduce the manifestation
of destructive processes in skin at cold
trauma.
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ними. Найбільш виражені відмінності ЛІІМ були
на 7 добу експерименту. У щурів контрольної групи
спостерігалося подальше його збільшення з 0,66
до 1,02, у тварин, яким вводили екстракти – змен-
шення ЛІІМ в порівнянні з 3-ю добою. При введенні
тваринам з холодовою травмою ЕСС індекс інток-
сикації становив 41%, а при введенні ЕШП – 46%
від значень в контролі. На 14 добу цей індекс змен-
шувався у всіх групах тварин. Найбільш виражене
зменшення спостерігалося у контрольних тва-рин.
На 21 добу у тварин, яким вводили ЕСС, цей
показник повертався до норми, а в контролі і при
введенні ЕШП перевищував норму в 1,9 і 1,4 рази
відповідно. Виходячи з наведених даних, можна
зробити висновок, що ЕСС та ЕШП зменшують
вираженість деструктивних процесів у шкірі при
холодовій травмі.

Висновки
Екстракти кріоконсервованих фрагментів селе-

зінки свиней та шкіри поросят прискорюють загоєн-
ня холодових ран шкіри у щурів. Вони проявляють
виражений імуномодулюючий вплив: в більш ранні
строки, в порівнянні з контролем, відбувається
нормалізація лейкоцитарної формули крові і ЛІІМ,
а отже зменшується вираженість запалення і де-
структивних процесів в рані. Отримані результати
можуть бути використані при розробці імунобіо-
логічних препаратів для нормалізації процесу за-
гоєння ран.

Conclusions
Extracts of cryopreserved fragments of pig spleen

and piglet skin accelerate healing of skin cold wounds
in rats. They manifest a pronounced immune modula-
ting effect: in earlier terms there is a normalization of
leukocyte formula of blood and MLII if compared to
the control, hence the manifestation rate of inflam-
mation and destructive processes in wound are redu-
ced. The obtained results can be used in development
of immunobiological formulations to normalize the
process of wound healing.
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