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РЕФЕРАТ
Кваліфікаційна робота магістра виконана на 57 сторінках друкованого тексту та містить 3 таблиці та 3 рисунка. Перелік використаної літератури нараховує 75 посилання, з яких 61 –  наукові роботи з іноземних видань. 
Актуальність роботи обумовлена тим, що стрімкий прогрес промисловості та сільського господарства є однією з основних причин накопичення токсичних елементів та сполук у природних екосистемах, що є основною причиною забруднення довкілля.  Гістологічні, цитохімічні та біохімічні дослідження реакцій черевоногих молюсків на подібні хімічні стресори антропогенного походження є шляхом до більш поглибленого розуміння механізмів того, як організм молюсків реагує на стресор на різних рівнях організації організму.
Об’єкт дослідження – вплив нітратного забрудення на організм черевоногого молюска – котушки рогової Planorbarius corneus.
Предмет дослідження – вміст глікогену та пов’язані із ним морфологічні та мікроморфометричні зміни гепатопанкреаса котушки рогової в моделі нітратного забрудення водного середовища.
Мета роботи – полягає у дослідженні вмісту глікогену та супутніх змін в організмі котушки рогової в моделі нітратного забрудення водного середовища.
У роботі досліджено зміни морфологічних, гістологічних та гістохімічних показників організму котушки рогової на вплив нітратного забрудення.
Новизна роботи полягає в тому, що вперше було досліджено вплив нітратного забрудення на вміст глікогену у клітинах гепатопанкреаса  Planorbarius corneus.
ГЕПАТОПАНКРЕАС, ГЛІКОГЕН, КОТУШКА РОГОВА, НІТРАТНЕ ЗАБРУДНЕННЯ, ВОДНЕ СЕРЕДОВИЩЕ
ABSTRACT
The master's thesis counts 57 pages, 3 tables and 3 figures. The list of references includes 72 sources, of which 62 are foreign publications.
The actuality of the work is due to the rapid progress of industry and agriculture is one of the main reasons for the accumulation of toxic elements and compounds in ecosystems, which is the main cause of environmental pollution. Histological, cytochemical and biochemical studies of gastropods to such chemical stressors of anthropogenic origin are a way to a deeper understanding of the mechanisms of the mollusk's body's resonse to stressors.
The object of research is the effect of nitrate pollution on the body of the gastropod mollusk - the ramshorn snail Planorbarius corneus.
The subject of the research is the content of glycogen and related morphological and micromorphometric changes of the hepatopancreas of the  ramshorn snail in the model of nitrate pollution of the aquatic environment.
The aim of the work is to study the glycogen content and concomitant induced changes in the body of the  ramshorn snail in the model of nitrate pollution of the aquatic environment.
The changes of morphological, histological and histochemical parameters of the  ramshorn snail  under the influence of nitrate pollution are investigated in the work.
The novelty of the work is that for the first time the effect of nitrate pollution on glycogen content in the cells of the hepatopancreas Planorbarius corneus was studied.
HEPATOPANCREAS, GLYCOGEN, RAMSHORN SNAIL, NITRATE POLLUTION, AQUATIC ENVIRONMENT
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ВСТУП
Завданням екотоксикології, на відміну гігієнічної токсикології, є вивчення шкідливого впливу хімічних речовин як людини, а й інші види організмів різних рівнях організації — від молекулярного рівня рівня екосистем. При цьому велика увага приділяється оцінці ризику для видів, які не є безпосередньою мішенню цілеспрямованого застосування цих сполук людиною. Тому для подібної оцінки використовуються такі реакції організмів-біоіндикаторів, за допомогою яких можна кількісно судити про спричинені хімічними речовинами зміни та/або токсичний ефект. Перевага використання біомаркерів порівняно з фізико-хімічним моніторингом полягає в можливості з’ясувати, чи знаходиться організм у межах фізіологічної норми або вже вийшов за її межі [1].
Стрімкий прогрес промисловості та сільського господарства є однією з основних причин накопичення токсичних елементів та сполук у природних екосистемах, що є основною причиною забруднення довкілля.  Гістологічні, цитохімічні та біохімічні дослідження реакцій черевоногих молюсків на подібні хімічні стресори антропогенного походження є шляхом до більш поглибленого розуміння механізмів того, як організм молюсків реагує на стресор на різних рівнях організації організму [2, 3, 4, 5].
Об’єкт дослідження – вплив забрудення на організм черевоногого молюска – котушки рогової Planorbarius corneus.
Предмет дослідження – вміст глікогену та пов’язані із ним морфологічні та мікроморфометричні зміни гепатопанкреаса котушки рогової в моделі нітратного забрудення водного середовища.
Мета роботи – полягає у дослідженні вмісту глікогену та супутніх змін в організмі котушки рогової в моделі нітратного забрудення водного середовища.
Для досягнення визначеної мети дослідження вирішувались наступні завдання:
1) дослідити показники виживання котушки рогової при нітратному забрудненні водного середовища, що відповідає реальним показникам у джерелах питної води у окремих регіонах України;
2) визначити наявність візуальних ознак ушкоджень та показники маси тіла котушки рогової при різному рівні нітратного забруденення;
3) дослідити гістоморффологічні зміни гепатопанкреаса котушки рогової при нітратному забруденні водного середовища;
4) визначити вміст глікогену в клітинах гепаптопанкреаса котушки рогової при різному рівні нітратного забрудення.
У роботі досліджено зміни морфологічних, гістологічних та гістохімічних показників організму котушки рогової на вплив нітратного забрудення.
Новизна роботи полягає в тому, що вперше було досліджено вплив нітратного забрудення на вміст глікогену у клітинах гепатопанкреаса  Planorbarius corneus.
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Актуальність дослідження гістохімічних показників гідробіонтів для оцінки ступеня забруднення водойм та рівня його впливу на біоту
Стрімкий прогрес промисловості та сільського господарства, як наслідок широкого застосування наукових здобутків у другій половині 19 століття, став причиною  нерозумного використання природних ресурсів, що призвело до нерівномірного розподілу токсичних елементів та їх сполук у природних екосистемах, що є основною причиною забруднення довкілля [5]. 
Одним із відомих способів оцінки як ступеня впливу антропогенного забруднення, так і його характеру на водні екосистеми, є визначення гістологічних, гістохімічних та біохімічних показників гідробіонтів. Наприклад, представники бентосної біоти, у тому числі й молюски, можуть зазнавати впливу екотоксикантів шляхом проковтування частинок мулу, або при безпосередньому контакті із забрудненою водою, що відображується на стані різноманітних систем їх організму [6]. Отже, гістологічні, цитохімічні та біохімічні дослідження реакцій черевоногих молюсків на подібні хімічні стресори антропогенного походження є шляхом до більш поглибленого розуміння механізмів того, як організм молюсків поводиться зі стресором на біохімічному рівні.
1.2 Екологічне та економічне значення молюсків
Молюски - одна з найбільших і різноманітних груп тварин, які процвітають у водних і наземних екосистемах по всьому світу. На додаток до їх екологічної ролі «інженерів екосистем», багато з цих тварин є важливими для людини як джерела їжі (наприклад, вустриці, мідії та кальмари) або як сировина для декоративних виробів (мушлі та перлини). Морські черевоногі та двостулкові молюски, переважно є донними організмами у дорослій формі, але часто мають планктонні личинкові стадії, що значно підвищує їх здатність для поширення свого ареалу. Перша личинкова форма, трохофора, плаває за допомогою смужки великих війчастих клітин, які називаються прототрохами. Ця личинкова форма поширена у Trochozoa (наприклад, Annelida, Brachiopoda і Nemertea), підгрупі супертипу Lophotrochozoa. Потім трохофора молюска виділяє матеріали оболонки, перетворюється в личинку велігера і плаває у товщі води, перш ніж оселитися для подальшого перетворення у донну дорослу особину [7].
1.3 Зміни метаболізму молюсків за дії екотоксикантів
Відомим є той факт, що біохімічні показники часто є дуже чутливими до смертельно небезпечних токсикантів, і величина біохімічних зрушень відносно нормальних показників, як правило, пов'язана з тяжкістю впливу тих чи інших токсикантів. Дослідження змін тих чи інших біохімічних реакцій молюсків на стресори привели до більшого розуміння того, як вони справляються зі стресором на біохімічному рівні  [8, 9]. 
Найбільш дослідженим є питання впливу катіонів важких металів на метаболізм молюсків, особливо двостулкових, оскільки вони мають важливе комерційне та економічне значення. Дослідження особливостей перебігу біохімічних процесів в організмі молюсків має важливе значення для розуміння механізмів токсичності екотоксикантів на організм безхребетних. Вивчався вплив фтору та хлориду ртуті на біохімічні показники прісноводних двостулкових молюсків Indonaia caeruleus,  вплив хлориду кадмію та хлориду ртуті на біохімічні показники прісноводних двостулкових молюсків Lamellidens marginalis [10]. При дослідженні біоакумуляції та метаболізму цинку та ртуті морськими двостулковими молюсками Mytilopsis sallei були отримані свідчення біохімічних зрушень за дії цих факторів [11]. Також були визначені сезонні зміни білка в багатьох органах Lamellidens marginalis  під впливом катіонів ртуті [12].
Метаболічні шляхи включають до себе ряд реакцій, які відповідають або за синтез складних сполук з однієї або декількох простих сполук або навпаки, за розпад складної сполуки до кінцевих продуктів метаболізму. Певні амінокислоти, полісахариди та жирні кислоти синтезуються у молюсків різними метаболічними шляхами [13]. З’єднання, мічені стабільними ізотопами, використовували для вивчення багатьох аспектів метаболізму білків, вуглеводів та ліпідів. Метаболізм в організмі/клітинах є активним процесом, при цьому більшість сполук у клітині безперервно синтезуються та розкладаються, хоча в дуже різних кількостях.
З біохімічної точки зору дієта будь-якого організму складається з вуглеводів, жирів, білків, вітамінів, мінералів і води, які дають енергію для підтримки тканин організму, які забезпечують перебіг фізіологічних процесів. У нормальному, непорушенному влпивом несприятливих факторів метаболізмі, вуглеводи, білки та ліпіди відіграють важливу роль у перебігу різних біохімічних реакцій.
1.4 Метаболізм вуглеводів у молюсків та його роль в їх адаптації до несприятливих умов зовнішнього середовища
Глюкоза відіграє важливу роль у перенесенні енергії через позаклітинні рідини організму, і серед інших вуглеводівє основним моносахаридом у більшості тварин і [14]. Глікоген у клітинах виконує роль вуглеводного пулу, основне призначення якому полягає у збалансуванні енергетичних потреб, як на клітинному, так організмовому рівнях, оскільки  його можна швидко використати для синтезу гліколітичного АТФ або вивільнити у вигляді глюкози для живлення клітин [15]. Окрім цього, гліколіз відіграє життєво важливу роль в енергетичному обміні в анаеробних умовах, таких як гіпоксія або важкі фізичні навантаження [14]. У ненапружених умовах глюкоза служить первинним енергетичним субстратом для певних типів клітин, таких як глія та еритроцити [16]. Нещодавно було висловлено припущення, що глюкоза сприяє формуванню мозку та появі стовбурових клітин кровотворення у личинок риб [17, 18]. У молюсків повідомлялося про порівнянні ролі глюкози та глікогену у дорослих двостулкових молюсків , але питання про те, чи використовують планктонні личинки молюсків ці цукри та які метаболічні механізми лежать в основі їх розвитку, залишається неясним [19, 20, 21, 22].
Глюконеогенез це процес, який забезпечує синтез глюкози (та глікогену) de novo з таких молекул попередників як лактат, амінокислоти, гліцерин та фруктоза. Ця метаболічна послідовність значною мірою обумовлена особливостями конкретного організму, включаючи склад ферментів та їх локалізацію у тканинах, але демонструє різноманітні адаптаційні схеми, які мають вирішальне значення для підтримки оптимального рівня глюкози в крові для здійснення нормального функціонування організму тварин. Адаптивні реакції глюконеогенезу виникають коли рівень глюкози в організмі зазнає змін внаслідок: зменшення кількості та/або якості вуглеводів у складі їжі, зміні рівня активності організму, а також через зміни навколишнього середовища. Загалом визначено п’ять адаптивних моделей глюконеогенезу: 1) кількісні зміни активності глюконеогенних ферментів та їх субклітинного розподілу; 2) зміни потреб тканин у глюкозі; 3) наявність лактатного циклу в скелетних м'язах in situ; 4) кількість і тип попередників глюконеогенезу; 5) регулювання глюконеогенезу [23].
1.5 Морфофізіологічна та гістологічна характеристика гепатопанкреаса черевоногих молюсків
Травна залоза або гепатопанкреас черевоногих молюсків є ключовим органом метаболізму. Він є основним джерелом синтезу травних ферментів, бере участь у всмоктуванні поживних речовин, а також у їх зберіганні та виведенні продуктів метаболізму [24]. Він інтегрує в собі функції печінки, підшлункової залози, кишечника та інших органів у хребетних [25]. З цієї причини він привертав увагу дослідників більше ніж 180 років  і вважався досконалою моделлю перетравлення їжі та секреції [26, 27, 28]. Але всеж головна роль гепатопанкреаса полягає у синтезі та секреції травних ферментів, перетравленні їжі та подальшому поглинанні поживних речовин. Даний огран також бере участь у накопиченні та виведенні резервів неорганічних (мінеральних) речовин, ліпідів та метаболітів вуглеводного обміну. Крім того, він є основним метаболічним центром синтезу речовин, необхідних для процесів ліньки та вітелогенезу [29].
Крім того, було досліджено ультраструктуру та функціональні аспекти гепатопанкреасу кількох видів водних безхребетних. Гепатопанкреас ракоподібних і двостулкових молюсків, подібний до гепатопанкреаса черевоногих молюсків, характеризується наявністю переважно двох спеціалізованих типів клітин у травних внутрішньопросвітних мішечках (дивертикулах) . Секреторні клітини відповідають за позаклітинне травлення, тоді як травні клітини беруть участь у всмоктуванні, внутрішньоклітинному травленні та транспортуванні поживних речовин. На жаль, травний процес у безхребетних майже не досліджено, і процеси травлення залишаються неясними [30, 31].
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Рисунок 1.1 – Гепатопанкреас морського черевоногого молюска Hexaplex trunculus: 1 – гепатопанреас, 2 – вісцеральна маса [32]
Травні дивертикули складаються з одношарового епітелію, відділеного від навколишньої сполучної тканини та м’язових клітин базальною пластинкою. У деяких молюсків цей епітелій складаються з травних і базофільних клітин [33, 34, 35, 36]. Однак на додаток до цих двох типів клітин у черевоногих молюсків  повідомлялося про інші типи клітин  [37, 38, 39]. Травні клітини є найбільш поширеним типом клітин у травних дивертикулах.
Травні клітини молюсків в основному характеризуються наявністю великої кількості гетеролізосом, в яких власне й завершується перетравлення їжі. Ці клітини мають стовпчасту форму і найбільш поширені в гепатопанкреасі, а їх апікальна поверхня покрита мікроворсинками. У цитоплазмі травних клітин зазвичай присутні ліпідні краплі та гранули глікогену. Базофільні клітини, які також називають секреторними або криптоподібними клітинами, є типовими основними клітинами, що секретують білок. Ці клітини пірамідальної форми містять велику кількість шорсткого ендоплазматичного ретикулюму, мають добре розвинений комплекс Гольджі та накопичують гранули секрету. Найбільш імовірно що вони відповідають за секрецію травних ферментів, які забезпечують процеси позаклітинного перетравлення їжі [33, 34, 35, 40]. Клітини протоків у гепатопанкреасі молюсків  можуть брати участь у накопиченні ліпідів та всмоктуванні поживних речовин. Більш того, деякі результати досліджень свідчать про те, що ці клітини можуть приймати певну участь у травленні [40].
1.5.1 Травні клітини
Що стосується травних клітин, то суттєвих відмінностей між травоїдними та хижими черовоногими не було визначено. В обох цих груп молюсків інтенсивна ендоцитарна активність відбувається на апікальному полюсі клітини [41, 42]. У декількох дослідженях було показано, що поживжні речовини, захоплені шляхом ендоцитозу, транспортуються до ранніх ендосом ендоцитарними везикулами. Ранні ендосоми були ідентифіковані як тубуловакуолярні компартменти, обмежені однією мембраною, що містить кілька внутрішньопросвітних везикул і невелику кількість електронно-щільного матеріалу. Невеликі вакуолі з подібними морфологічними ознаками визначали в апікальній області травних клітин як у травоїдних, так і хижих черевоногих. Найбільш вірогідно, що ці ранні ендосоми, містять електронно-щільний матеріал, який збирається у западнинах клітинної мембрани. Більше того дослідження цих клітинних утворень вказує на можливе утворення везикул, які можуть повертатисся до клітинної мембрану для відновлення мембранних рецепторів, як це відбувається в інших клітинах [43, 44].
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Рисунок 1. – Електронна фотомікрографія гепатопанкреасу Hexaplex trunculus, в якій визначаються числені скупчення гранул альфа-глікогену [32]
У травній залозі легеневих черевоногих молюсків розповсюджені клітини, що містять дуже велику вакуоль, оточену тонким шаром цитоплазми, які традиційно називали екскреторними клітинами. Ідентичні клітини, про наявність яких повідомлялося в інших черевоногих молюсків, вважаються кінцевою стадією дозрівання травних клітин [45, 46]. Ця гіпотеза підтверджується спостереженням за клітинами на проміжних стадіях, які демонстують аспекти, що дозволяють припустити наявність упроцес злиття між лізосомами з утворенням дуже великих вакуолей. У прісноводного равлика Planorbarius corneus деякі травні клітини майже повністю зайняті великою вакуоллю, що містить гетерогенний електронно-щільний матеріал; зрештою, ці клітини піддаються процесу фрагментації, вивільняючи неперетравлені речовини в просвіт травних канальців [41].  Деякі лізосомальні ферменти, такі як кисла фосфатаза та арилсульфатаза, були виявлені як в менших лізосомах молодих травних клітин, так і у великих вакуолях травних клітин на пізніх стадіях дозрівання  Результати цитохімічного визначення арилсульфатази, отримані у черевоногих, підтверджують лізосомальну природу цих великих вакуолей [45, 46].
1.5.2 Базофільні клітини
У черевоногих молюсків, базофільні клітини гепатопанкреасу мають ознаки клітин, що секретують білок, а саме велику кількість шорсткого ендоплазматичного ретикулума та електронно-щільних секреторних везикул, що містять протеїни [41; 47, 48, 49, 50 ]. У багатьох черевоногих молюсків ці клітини містьять мінералізовані гранули з типовою концентрично-шаруватою структурою, розташованими всередині вакуолей [51]. У наземних легеневих черевоногих ці клітини навіть відомі як кальцієві клітини через велику кількість кальцієвих конкрементів, які вони містять. Постачання кальцію для росту та відновлення черепашки, регулювання pH та детоксикації шляхом секвестрації токсичних металів є функціями, які приписують цим конкреціям, що містять у своєму складі з’єднання кальцію, магнію та інших металів, а також фосфат [52].
У багатьох видів черевоногих базофільні клітини мають кілька вакуолей. У рослиноїдних видів, які мають велику черепашку, вакуолі містять гранули, багаті кальцієм, часто з концентрично-шаруватою структурою, типовою для мінералізованих конкрементів. У хижих видів, яким характерна значно менша за розмірами черепашка у вакуолях базофільних клітин мінералізовані конкременти не визначаються. Проте результати, отримані з A. tricolorata, показують, що в цих вакуолях також накопичуються запаси кальцію. У A. tricolorata і рідше у P. depicta вакуолі базофільних клітин містять структури з кільцеподібним перерізом, подібні до вакуолярних клітин A. tricolorata, які також зберігають кальцій у великій вакуолі . Більше того, наявність електронно-щільних відкладень по всіх вакуолях, за винятком тонких кільцевих структур, свідчить про те, що в цих випадках кальцій зберігається в розчинній формі [53].
Гранули, що демонструють концентричну шарувату структуру, також були визначені в клітинах травної залози травоїдних морських і сухопутних слимаків, незважаючи на те, що їх черепашка або дуже зменшена або повністю відсутня [54, 55]. У Aplysia depilans у вакуолях базофільних клітин не було виявлено гранул з концентричним малюнком, але в цих вакуолях виявлена активність арилсульфатази, що свідчить про взаємозв’язок з лізосомами [48]. У Cornu aspersum активність кислої фосфатази була виявлена у зв’язку з гранулами кальцію [45].
У базофільних клітинах ендоцитоз не настільки виражений, як у травних. Тим не менш, спостереження за структурами, що нагадують ендосоми та мультивезикулярні тіла, які вважаються пізніми ендосомами або перехідними стадіями між ранніми та пізніми ендосомами , свідчить про ендоцитозну активність у базофільних клітинах [43]. Крім того, виявлення кальцію в цих структурах підтверджує їх схожість з ендосомами травних клітин. Наявність западнин у апікальній клітинній мембрані та наявність мультивезикулярних тілець у базофільних клітинах двостулкових молюсків також вказують на ендоцитозну активність [50].
Секреторна активність базофільних клітин передбачає злиття секреторних везикул з клітинною мембраною. У цьому процесі екзоцитозу мембрана секреторних везикул приєднується до клітинної мембрани, розширюючи її поверхню. Щоб підтримувати постійну площу клітинної поверхні, цей надлишок мембрани повинен бути компенсований її вилученням. Цього можна досягти за рахунок утворення ендоцитозних везикул. Такий процес інтерналізації мембрани міг би пояснити утворення вакуолей у цитоплазмі базофільних клітин через злиття везикул і ендосом [43]. Крім того, злиття цих вакуолей з лізосомами або везикулами комлпексу Гольджі може у деяких випадках пояснити виявлення лізосомальних ферментів у вакуолях базофільних клітин  [45, 48]. Згідно з цією гіпотезою, старі базофільні клітини, які пройшли кілька циклів екзоцитозу та інтерналізації мембрани, будуть містити більше вакуолей, ніж молодші базофільні клітини. У попередньому дослідженні клітин травних залоз A. depilans також було висловлено припущення, що базофільні клітини з більшою кількістю вакуолей були старшими [48]. Кальцій, зібраний із позаклітинної рідини під час інтерналізації мембрани шляхом ендоцитозу та виявлений в ендосомоподібних структурах базофільних клітин, може транспортуватися до вакуолей, сприяючи накопиченню в них кальцію, як це ймовірно відбуваєтся у лізосомах макрофагів [56]. Ця гіпотеза передбачає, що базофільні клітини мають шлях транспортування кальцію, який відрізняється від того, що існує в травних клітинах, оскільки згідно з поточними результатами в травних клітинах лізосоми не накопичують кальцій, зібраний ендоцитарними везикулами. Повідомлялося також про міцний зв’язок між ендоцитозом та утворенням конкрементів фосфату кальцію в клітинах зябрової сполучної тканини прісноводної двостулкової Anodonta grandis [57].
1.5.3 Слизові клітини
Повідомлялося про рідкісні та дрібні слизові клітини в травних залозах деяких черевоногих молюсків. У прісноводного молюска P. corneus та у морського - Nucella lapillus слизова природа цих клітин була підтверджена виявленням полісахаридів у секреторних везикулах . Було припущено, що їх функція в травній залозі полягає в змащуванні та захисті епітеліальної поверхні [41, 42]. Велика кількість слизових клітин в стравоході, шлунку та кишечнику B. striata та A. depilans, передбачає їх важливу роль у змазуванні травного тракту та аглютинації частинок їжі [46, 48]. З іншого боку, відомо, що муцини, що виділяються клітинами слизової оболонки кишечника, є глікопротеїдами, які можуть виконувати регуляторні функції. Таким чином, секреція глікопротеїнів із захисною або регулюючою активністю є ще однією можливою функцією для клітин слизової оболонки гепатопанкреасу черевоногих молюсків [58].
1.6 Використання гістологічних та гістохімічних показників гепатопанкреаса безхребетних тварин у дослідженнях з біоіндикації середовища
Ідея використання водних організмів як біологічних індикаторів для моніторингу забруднення навколишнього середовища використовується достатньо часто. Зазвичай організмами вибору для подібних досліджень є ендемічні види, що зустрічаються у певній місцевості, яка досліджується на предмет оцінки ступеня та характеру впливу забруднення довкілля на екосистеми [59].
У дослідженні Chiu Yuh-Wen та співаторів досліджувались біохімічні показники прісноводного молюска ампулярії – Pomacea canaliculata, який є одним із 100 найгірших інвазивних чужорідних видів у світі. Широке поширення, висока чисельність і чутливість цих черевоногих до забруднення навколишнього середовища роблять їх потенційним біоіндикатором забруднення навколишнього середовища. Автори дослідували деякі біохімічні показники амплуярій равликів, зібраних з рисових полів по всьому острову Тайвань. Ними було встановлено, що досліджені біохімічні показники молюсків, зібраних з рисових полів, відрізнялись від показників тварин, вирощених та утримуваних у лабораторних умовах. Крім того, певні біохімічні показники молюсків, зібраних з рисових полів до та після сільськогосподарської діяльності, також були різними – білок гемолімфатичного вітеллогеніну був підвищений у самців після впливу естрогеноподібних хімічних речовин, а печінкова монооксигеназа, глутатіон-S-трансфераза, аспартатамінотрансфераза та аланін-1-1-амінотрансфераза в гепатопанкреасі навпаки суттєво зменшувались, що вказує на те, що ксенобіотики руйнують гепатопанкреас. Отримані результати на думку авторів демонструють, що Pomacea canaliculata може бути використаний у якості чутливого біоіндикатора для моніторингу антропогенного забруднення навколишнього середовища. [60].
У іншому дослідженні, проведеному María Victoria Longo та Alcira Ofelia Díaz було проаналіовано гістологічні показники та гістохімічний розподіл глікопротеїнів ліпідів гепатопанкреасу крабів Cyrtograpsus angulatus та Neohelice granulata, акліматизованих до солоності 10 г/л (гіперрегуляція) та 35 г/л (осмоконформація). Зрізи печінки підшлункової залози дорослих крабів-самців забарвлювалигематоксилін-еозином; трихромом за Массоном; альціановим синім (рН 2,8, 1,0, 0,5), толуїдиновим синім (рН 5,6, 4,2) за метом Шиффа; суданом чорним та червоним. При солоності 35 г/л гепатопанкреас обох видів не мав гістологічних ознак ушкоджень, тоді як при солоності 10 г/л спостерігалися: відшарування базальної пластинки, злущений епітелій, порушена межа війчастої облямівки, втрата міжклітинної когезії, гіпертрофований просвіт канальців між клітинами і гемолімфа в деяких зонах. Резорбтивні клітини (R-клітини) і вакуолі блістероподібних клітин (В-клітин) обох видів продемонстрували більший вміст глікогену при солоності 35 г/д, ніж при 10 г/л.  Результати цього дослідження, як зазначають автори, вносять значний внесок до відомих вже даних про гістофізіологію десятиногих ракоподібних, та сприяють усвідомленню складних механізмів пристосуванн до сольового стресу в еврігалінних крабів [61].
Ще у одному досліджені було вивчено ефективність дії сублетальних доз карбаматних молюскоцидів (метомілу та метіокарбу) на гепатопанкреас наземних  равликів E. vermiculata, оскільки вони є руйнівними шкідниками сільського господарства та можуть завдавати великої шкоди овочевим і сільськогосподарським культурам. Автори виходили із того факту, що гепатопанкреас у молюсків є основним місцем накопичення та біотрансформації ксенобіотиків. На 1, 3, 5, 7 та 14 добу після обробки відбирали певну кількість молюсків з кожної групи та  досліджували гістопатологічні та ультраструктурні зміни в травній залозі. Було визначено, що дія молюскоцидів призводила до інфільтрації гемоцитів,  дегенеративих змін ядра, які варіювали від каріолізу до тяжкого каріорексису та повного пікнозу (після обробки метомілом) та обширного руйнування та дезорганізації міжтрубчастої сполучної тканини після обробки метіокарбом. Крім того за дії обох молюскоцидів спостерігалися виражена вакуолізація цитоплазми, порушення та зменшення мікроворсинок, збільшення кількості сфер кальцію в кальцієвих клітинах та аберантне збільшення кількості екскреторних клітин, що містили велику кількість екскреторних гранул або залишкових тіл. Ці результати на думку дослідників є важливими з економічної точки зору, оскільки довели ефективність використання низьких доз молюскоцидів, і відповідно є обгрутуванням для розробки схем боротьби із даними шкідниками, які можуть бути  менш шкідливим для нецільових видів, таких як хребетні тварини та люди [62].
Метою ще одного дослідження було визначення кількісних змін клітин гепатопанкреасу двостулкових молюсків Batissa violaceae як біоіндикаторів забруднення річки Катубіг, Північний Самар, Філіпіни. Молюсків збирали на двох різних ділянках річки Катубіг. Для кількісного аналізу використовували тварин із групи хронічного впливу, лабораторну контрольну групи та молюсків, яких утримували у ріці впродовж 72 годин. Результати дослідження продемонстрували, що наслідки гострого отруєння за кількістю травних канальців суттєво відрізнялися від хронічного отруєння. Висота епітелію гепатопанкреаса також мала значні відмінності у молюсків різних груп. Загалом, підсумовує автор роботи, кількісні зміни, виявлені в клітинах гепатопанкреаса після гострого та хронічного впливу, можуть служити біомаркером впливу забруднюючих речовин [63].
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
2.1 Умови утримання молюсків та модель інтоксикації нітратом натрію
У дослідженні було використано 60 дорослих особин Planorbarius corneus масою 2,0-3,0 г. Усі молюски були поділені на 4 групи (одна контрольна група та три дослідних), по 15 особині в кожній. Молюсків утримували у ємностях зі скла об'ємом 3 л, які заповнювали водопровідною водою відстояною протягом щоннайменше 3 діб. Температуру води підтримували  на рівні 18-19 °C, без додаткової фільтрації та аерації, тварин годували 1 раз на три доби кормом для рослинноїдних донних акваріумних риб. Тварини першої групи були контрольними, їх отримували у  ремініралізованій воді, очищеної за методом зворотнього осмосу. До води у ємностях, у яких знаходились тварини другої-четверної груп, додавали розчин нітрату натрію у вигляді 1 % розчину в такому об'ємі, щоб концентрація нітрат-іону у воді складала 45 мг/л (ГДК) 135 мг/мл (3 ГДК) та  405 мг/л (9 ГДК). Воду в повному об'ємі замінювали  в усіх ємностях кожні три доби, а свіжовиготовлений розчин нітрату натрію у зазначених вище концентраціях додавали при кожній зміні води. Час експозиції для кожної з зазначених концентрацій нітрату становив 3, 15 та 30 діб.
Таблиця 2.1 – Схема дослідження впливу нітрату на організм котушки рогової
	Загальна кількість особин в групі
	Час експозиції, діб

	
	3
	15
	30

	Котроль n = 15
	n = 5
	n = 5
	n = 5

	ГДК 1 n = 15
	n = 5
	n = 5
	n = 5

	ГДК 3 n = 15
	n = 5
	n = 5
	n = 5

	ГДК 9 n = 15
	n = 5
	n = 5
	n = 5


2.2 Методика хімічної фіксації тканини молюсків у 5% розчині формаліну
Через 1 тиждень від початку дослідження усіх тварин анестезували шляхом занурення їх у ємність із 5 % розчином етанолу на 30 хвилин,  видаляли залишки вологи з черепашки сухою серветкою, вимірювали масу тіла, та за допомогою анатомічного пінцету обережно руйнували черепашку і фіксували молюсків у 5% розчині формаліну в 0,05М фосфатному буфері із рН 6,8 впродовж 72 годин, періодично обережно збовтуючи ємність із фіксатором. 
Після завершення процесу фіксації тканину молюсків промивали у проточній водопроводній воді впродовж 30 хвилин, зневоднювали у серії розведень етанолу 30%, 50%, 70% та 96% етанолі (двічі) впродовж 2 годин у кожному розведенні, просвітлювали у ксилолі, двічі по 15-30 хвилин, просочували парафіном при 58 оС продовж 2 годин. Просочену парафіном тканину заливали у парафінові блоки. Для виготовлення зрізів використовували ротаційний мікротом за допомогою якого робили зрізи 6-8 мкм завтовшки [64].
2.3 Забарвлення зрізів тканини гепатопанкреаса гематоксилін-еозіном
Виготовлені зрізи переносили у теплий (43-45 оС) 0,01% розчин желатину у дистильованій воді воду, чекали їх повного розправлення від зморшок, які утворилися під час їх виготовления на мікротомі. Після цього окремі зрізи виловлювали шляхом підведенні під них предметних склець. Наклеєні у такий спосіб парафінові зрізи тканини висушували при кімнатній температурі впродовж 24 годин та забарвлювали гематоксилін-еозіном за методикою Карачі. 
Гематоксилін готували наступним чином: у 10 мл дистильованої води розчиняли 0,5 г калієвих галунів, 1 кристалик йодноватистого калію і 0,01 г гематоксиліну; в розчин додавали 2,5 мл гліцерину та фільтрували, після чого залишали для дозрівання на 48 годин, після чого фільтрували крізь фільтрувальний папір та зберігали у склянці з темного скла при температурі оС.
Висушені зрізи депарафінували у ксилолі (2-3 хв), переносили на 2 хв у спирти різної міцності (96°, 70°, 50°) і поміщали у дистильовану воду на 2-3 хв, після чого наносили на них краплю гематоксиліну Карачі на 10 хв. 
Забарвлені зрізи ополіскували у дистильованій воді впродовж 5-10 хв, диференціювали під мікроскопом аміачною водою (0,01% розчин аміаку у дистильованій воді), знову швидко ополіскували у дистильованій воді та наносили на зрізи краплю 0,1% водного розчину еозину на 1-2 хв, ополіскували їх у дистильованій воді, зневоднювали у спиртах зростаючої міцності (50о, 70°, 96°) по 1-2 хв у кожному, просвітлювали забарвлені зрізи у ксилолі та заводили зрізи у кедрову олію під покривне скельце.
На забарвлених у такий спосіб препаратах ядра клітин гептопанкреаса мали синій колір, а цитоплазма – рожево-червоний [65].
2.4 Мікроморфометричний аналіз гістологічних препаратів тканини гепатопанкреасу котушки рогової
Мікроморфометричний аналіз тканини печінки проводили за допомогою лабораторного мікроскому Мікромед 5520, оснащеного цифровою фотокамерою. Робили цифрові знімки мікропрепаратів, яки переносили до персонального комп’ютера та проводили цифрову мікроморфометрію за допомогою спеціалізованого програмного забезпечення ImageJ, попередньо відкаліброваного за допомогою стандартного об'єкт-мікрометра. Отримані результати лінійних характеристик виражали у мікрометрах (мкм) [66].
2.5 Гістохімічне визначення глікогену в клітинах гепатопанкреаса
Для визначення глікогену в клітинах гепатопанкреаса використовували цитохімічний метод Дрейсенса. Для цього депарафіновані за методикою описаню вище зрізи тканини молюсків забарвлювали галуновим карміном, який готували наступним чином: 0,5 г алюмокалієвих галунів (KAl(SO₄)₂·12H2O) розчиняли у 100 мл дистильованої води. В отриманий розчин вносили 0,2 г карміну та підігрівали на водяній бані впродовж 60 хвилин, після чого охолоджували та фільтрували. До готового розчину додавали 0,1 мл формаліна для попередження росту бактеріальної та грибкової мікрофлори. 
Зрізи забарвлювалипромивали удистильованій воді, зневоднювали у 95% спирті та інкубували забарвлені зрізи 5 хвилин у суміші розчину Люголя і карбол-ксилолу у співвідношенні 1:1, ополіскували у ксилолі та замикали у кедрову олію під покривне скельце. [67]. 
На зрізах при збільшенні ×400 визначали інтенсивність реакції за трьохбальною шкалою у 20 несуміжних клітинах та обраховували середнє значення.
2.6 Статистична обробка даних дослідження
Статистичну обробку даних проводили із використанням методів описової статистики (розрахунок середнього арифметичного, стандартного відхилення) та методів порівняння груп (Т-критерій). Статистично значимими вважали відмінності, якщо показник статистичної достовірності (р) був меншче 0,05. Для збору та обробки даних дослідження використовували табличний процесор Microsoft Excel 2010 [68].
3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 Визначення ступеня толерантності Planorbarius corneus до нітратного забрудення за показниками летальності
Перше завдання дослідження полягало у визначенні толерантності котушки рогової до нітратного забрудення у межах визначених концентрацій (45 – 405 мг/л). При визначенні токсичності речовин використовується такий показник як ЛД50, який полягає у визначенні такої концентрації речовин, яка призводить до загибелі 50% дослдіжуваних особин за термін 96 годин. Але оскільки мета даної роботи полягала у визначенні можливості застосування гістологічних біомаркерів Planorbarius corneus для оцінки впливу нітратного забрудення на організм гідробіонтів за максимальну досліджувану концентрацію нами була прийнята концентрація нітрату у воді, що дорівнює 9 ГДК або 405 мг/л, що часто відповідає реальним показникам нітратного забрудення джерел питної води у деяких регіонах України.
Нами було встановлено, що навіть максимальна концентрація нітрату не призводила до загибелі жодної з досліджуваних тварин впродовж усього терміну дослідження (табл. 3.1).
Таблиця 3.1 – Показники виживання Planorbarius corneus при впливі нітрату натрію у концентраціях 1ГДК, 3ГДК та 9ГДК
	Концентрація нітрату, мг/дм3
	Час експозиції / % виживання

	
	3 доби
	15 діб
	30 діб

	0 мг/л (контроль)
	100%
	100%
	100%

	45 мг/л (1ГДК)
	100%
	100%
	100%

	135 мг/л (3ГДК)
	100%
	100%
	100%

	405 мг/л (9ГДК)
	100%
	100%
	100%


Подібні результати були одержані Corrao N.M. та ін. (2006) у дослідах із вивчення токсичної дії нітрату на організм прісноводного черевоного молюска - ампулярії (Pomacea paludosa). У цьому дослідженні не вдалося визанчити показник ЛД50 для даного виду, оскільки показники смертності навіть при концентрації нітратів у водному середовищі, що перевищував 500 ррm (500 мг/л) не призводив до загибелі а ні молодих, а ні дорослих особин [69].
Отриманий результат дозволяє зробити важливий висновог про те, що на відміну від інших видів гідробіонтів, не здатних переносити високий рівень нітратів у середовищі, котушка рогова здатна існувати в умовах значного нітратного забрудення водного середовища і тому може бути перспективним організмом для подальшого дослідження у якості біомаркера хронічного впливу  нітратного забрудення у концентраціях, які можуть спостерігатись у природних екосистемах.
3.2 Морфометричні показники гепатопанкреаса Planorbarius corneus у моделі нітратного забруднення водного середовища
Відомо, що забруднення водного середовища, у тому числі й нітратне може призводити до зовнішніх змін черепашки черевоногих молюсків, а саме до її деформації під час процесу росту [70]. У нашому дослідженні нам не вдалося визначити наявність будь-яких аномалій черепашки серед особин котушки рогової, яких утримували у середовищі із підвищеним вмістом нітрату.
Але за показником маси тіла були визначені відмінності окремих дослідних груп від показників контрольної групи (табл. 3.2).
Було визначено, що маса тіла молюсків, яких утримували у воді із концентрацією нітрату 45 мг/л на 3 добу суттєво не відрізнялась від контролю, на 15 добу була на 2,4% менше, а на 30 добу – на 5,1 % менше. Але у результаті статистичного аналізу було визначено, що дані відмінності були статистично незначимими. 
Таблиця 3.2 – Показники ваги тіла Planorbarius corneus при впливі нітрату натрію у концентраціях 1ГДК, 3ГДК та 9ГДК
	Концентрація нітрату, мг/дм3
	Маса тіла, г

	
	3 доби
	15 діб
	30 діб

	0 мг/л (контроль)
	2,54±0,24
	2,53±0,29
	2,56±0,25

	45 мг/л (1ГДК)
	2,50±0,22
	2,47±0,27
	2,43±0,22

	135 мг/л (3ГДК)
	2,53±0,26
	2,44±0,21
	2,37±0,19

	405 мг/л (9ГДК)
	2,51±0,23
	2,41±0,15
	2,24±0,16 *


Примітка: * – p < 0,05 порівняно з контролем.
Маса тіла молюсків, яких утримували у воді із концентрацією нітрату 135 мг/л на 3 добу також суттєво не відрізнялась від контролю, на 15 добу була на 3,5% менше, а на 30 добу – на 7,4 % менше; дані відмінності також були статистично незначимими. 
Стосовно даного показника у молюсків, яких утримували у воді із концентрацією нітрату 405мг/л було визначено, що на 15 добу середня маса тіла тварин у цій групі була на 4,8 % менше, а на 30 добу – на 12,5 % (p < 0,05) менше, ніж у контролі. 
Отримані результати свідчать про певну тенденцію до зниження маси тіла котушки рогової при зростанні концентрації нітриту у воді та збільшенні терміну експозиції, і при максимальній з досліджуваних концентрацій нітриту на останньому терміні дослідження вже визначаються статистично значимі відмінності від контрольної групи. Певною мірою дана тенденція може свідчити про наявність негативного дозо- та часозалежного вплив нітрату на організм Planorbarius corneus.
3.3 ГІстоморфометричні показники гепатопанкреаса Planorbarius corneus у моделі нітратного забруднення водного середовища
Наступне завдання дослідження полягало у визначенні впливу нітратного забруднення на окремі гістоморфометричні показники гепатопанкреаса Planorbarius corneus. Було визначено (табл. 3.2) що у тварин контрольної групи на 3, 15 та 30 добу відсутні будь-які суттєві патологічні зміни у тканині гепатопанкреасу. У травній залозі даної групи тварин переважали епітеліальні травні клітини, які утворювали числені травні канальці, характеризувалися невеликою кількості гемолімфатичних протоків. У тканині гепатопанкреасу визначались лише поодинокі амебоцити. Клітини із ознаками некрозу були відсутні.
У молюсків, які зазнавали впливу нітрату визначались певні ознаки ушкодження таканини гепатопанкреасу, які залежали як від концентрації забруднювача у водному середовищі, так і від часу експозиції.
Амебоцитна інфільтрація тканини гепатопанкреаса спостерігалась у тварин усіх дослідних груп починаючи із 3 доби дослідження. Найменше ці показники були виражені у тварин, яких утримували у воді, що містила нітрат у концентрації 45 мг/л. Кількість амебоцитів у полі зору у них була більше на 25,6%, ніж у контролі, але ці відмінності виявилися статистично недостовірними. У тварин, яких утримували у воді із концентрацією нітрату 135 мг/л показник амебоцитної інфільтрації був більшим, ніж у контролі у 6 разів (p < 0,001), а у молюсків, яких утримували у воді із концетрацією нітрату 405 мг/л – майже у 8,5 разів більше (p < 0,001). 
На 15 добу дослідження у молюсків, які зазнавали впливу нітрату у концентраціях 45 мг/л даний показник дещо зростав і був більшим, ніж в контролі на 51,3%, але знов, статистично значимої різииці виявлено не було. У молюсків які зазнавали дії нітрату у концентрації 135 мг/л – у 6,9 рази (p < 0,001), у молюсків, які зазнавали дії нітрау у концентрації 405 мг/л збільшення даного показнику відносно контролю становило 10,1 рази (p < 0,001).
Таблиця 3.2 – Гістологічні зміни гепатопанкреаса котушки рогової при впливі нітрату натрію різної концетрації
	Група
	Час експозиції, діб
	Показник

	
	
	Амебоцитна інфільтрація, клітин у полі зору
	Ширина гемолімфатичних протоків, мкм
	Діаметр травних протоків, мкм
	Некроз травних клітин, клітин у полі зору

	Контроль
	
	0,78±0,32
	120,5±6,28
	298,2±18,33
	0

	45 мг/л
	3
	0,98±0,35
	124,3±7,27
	279,3±20,44
	0

	135 мг/л
	
	4,74±0,64
***
	168,2±11,84 ***
	211,7±19,75 ***
	0

	405 мг/л
	
	6,61±0,78
***
	185,7±14,45 ***
	186,4±21,40 ***
	0

	45 мг/л
	15
	1,18±0,47
	129,1±8,32
	281,2±22,38
	0

	135 мг/л
	
	5,40±0,60
***
	175,0±12,03 ***
	205,8±17,71 ***
	0

	405 мг/л
	
	7,91±0,72***
	201,4±16,78 ***
	179,8±14,39 ***
	0

	45 мг/л
	30
	1,27±0,38
	133,9±7,37
	268,5±24,08
	0

	135 мг/л
	
	6,93±0,84
***
	203,5±15,91 ***
	215,1±19,31 **
	0,9±0,35

	405 мг/л
	
	9,28±1,19
***
	228,7±18,44 ***
	190,4±17,45 ***
	2,3±0,55


Примітка. * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001порівняно з контролем.
На 30 добу дослідження тенденція до подальшого збільшення амебоцитної інфільтрації тканини гепатопанкреаса зберігалась у тварин, яких утримували у воді із вмістом нітрату 3ГДК та 9ГДК, оскільки даний показник у молюсків цих груп був у 8,9 та у 11,9 рази більшим (p < 0,001) порівняно із молюсками контрольної групи. У тварин, які зазнавали дії нітрату у концентрації 1ГДК показники амебоцитної інфільтраціє також дещо зросли, але статистично значимої різниці між цією та контрольною групами, як і у попередні терміни, визначено не було.
Подібні зміни у гепатопанкреасі молюсків були визначені у роботі , у який досліджувались гістологічні зміни гепатопанкреаса двостулкових молюсків при утриманні їх у антропогенно забрудненій воді. На думку автора даної роботи подібні зміни є неспецифічною ознакою хімічного стресу на організм молюсків [63].
При оцінці ширини гемолімфатичних протоків гепатопанкреаса було визначено, що у тварин, які зазнавали впливу нітрату у концентрації 45 мг/л цей показник на 3 добу був більшим на 3,2% (p > 0,05), ніж у тваринконтрольної групи, а у тварин, які зазнавали впливу нітрату у концентрації 135 мг/л та 405 мг/л – на 39,6% (p < 0,001) та 54,1% (p < 0,001) більшим, ніж в контролі. 
Надалі також спостерігалась тенденція до зростання даного показника, адже на 15 добу він був більшим ніж у контролі на 7,1% (p > 0,05), 45,2% (p < 0,001) та 67,1% (p < 0,001) відповідно при концентрації нітрату у середовищі що становила 45 мг/л, 135 мг/л та 405 мг/л. 
На 30 добу даний показник у зазначених групах був відповідно більшим порівняно із тваринами контрольної групи на 11,1%  (p > 0,05), 68,9%  (p < 0,001)  та 89,8% (p < 0,001).
Отримані результати із урахуванням збільшення амебоцитної інфільтрації свідчать на нашу думку про інтенсифікацію процесів детоксифікації у гепатопанкреасі котушки рогової при підвищеній концентрації нітрату у водному середовищі.
Стосовно такого показника як діаметр травних протоків гепатопанкреаса була визначена інша тенденція. На 3 добу дослідження спостерігалося зменшення цього показника у тварин дослідних груп. Так у молюсків, які зазнавали дії нітрату у концентрації 45 мг/л діаметр травних протоків був меншим, ніж у контролі на 6,4% (p > 0,05), у молюсків які зазнавали дії нітрату у концентрації 135 мг/мл – на 29,0% (p < 0,001) менше, а у тварин які зазнавали дії нітрату у максимальній досліджуваній концентрації – на 37,5% (p < 0,001)менше, ніж у тварин контрольної групи. 
У наступний термін (на 15 і 30 добу дослідження) данний показник у тварин дослідних груп вже суттєво не змінювався порівняно із показниками, отриманими на 3 добу дослідження.
Дані зміни у гепатопанкреасі молюсків за дії нітрату на нашу думку є неспецифічними та обумовлені головним чином ознаками запального процесу у травній залозі, на що вказує значно підвищені показники амебоцитної інфільтрації та розширення гемолімфатичних протоків.
Останній із досліджених показників ушкодження тканини гепатопанкреаса – наявність некрозу травних клітин. Було встановлено, що ознаки некрозу травних клітин визначались лише на 30 добу дослідження і лише у молюсків, які зазнавали впливу нітрату у концентраціях, які перевищували гранично допустиму концентрацію нітратів у воді, а саме при концентрації 135 мг/л (3ГДК) та 405 мг/л (9ГДК), причому в останній групі кількість клітин із ознаками некрозу була у 1,55 рази більш, ніж при концентрації нітрату 135 мг/л). При концентрації нітрату 45 мг/л, до дорівнює гранично допустимій концентрації, жодних ознак некрозу травних клітин гепатопанкреасу визначено не було.
Отже, отримані результати впливу підвищеної концентрації нітрату на тканину гепатопанкреаса котушки рогової свідчать про наявність токсичного впливу, який залежить як від концентрації, так і від терміну експозиції. Найбільш показовими на нашу думку є зміни амебоцитної інфільтрації та збільшення ширини гемалімфітичних протоків, що свідчить про активацію процесів детоксифікації в організмі молюсків. Зменшення діаметру травних протоків вірогідно пояснюється набряком тканини гепатопанкреаса. Наявність ознак некрозу клітин в травній залозі Planorbarius corneus при концентрації нітрату 3ГДК та 9ГДК при тривалій експозиції вказує на вичерпання резервів адаптації до данного несприятливого чинника хімічної природи.
3.4 Вміст глікогену в клітинах гептопанкреаса Planorbarius corneus у моделі гострого та хронічного впливу нітратного забруднення водного середовища
Глікоген – головний резервний полісахарид в організмі безхребетних та хребетних тварин. Глікоген міститься практично в усіх органах і тканинах тварин, але найбільша його концентрація визначається у тканині печінки та м’язовій тканині. Безперервний процес синтезу та розпаду глікогену забезпечує сталість концентрації глюкози у гемолімфі або крові, а також створює депо для її використання тканинами по мірі необхідності [71]. Відомо, що при різних патологічних станах, пов’язаних із порушенням функцій печінки у хребетних тварин концентрація глікогену в гепатоцитах стає меншою за норму, тому даний показник може бути використаний в тому числі у якості біомаркера токсичної дії багатьох хімічих речовин на організм тварин.
Оскільки отримані результати про вплив нітратного забрудення на тканину гепатопанкреаса продемонстрували наявність вираженого дозо- та часозалежного ефекту наступне завдання полягало у гістохімічній оцінці вмісту глікогену в травних клітинах гепатопанкреаса котушки рогової за методом Дрейсенса.  Гістохімічні біомаркери, до яких у тому числі можне віднести гістохімічну реакцію визначення глікогену має суттєві переваги перед морфометричними біомаркерами, оскільки потребують меншого часу для проведення аналізу тканини. 
Було встановлено, що вміст глікогену в клітинах гепатопанкреасу котрольної групи молюсків становив 2,84 ± 0,23 у.о. У тварин, які зазнавали впливу нітрату цей показник зменшувався на 3 добу дослідження на 7,7% при концентрації нітрату 45 мг/л, на 19,0%(p < 0,01) – при концентрації 135 мг/л, та на 26,8%  (p < 0,001) – при концентрації 405 мг/л (рис. 3.1).
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Примітка: ** – p < 0,01; *** – p < 0,001порівняно з контролем.
Рисунок 3.1 – Вміст глікогену у клітинах гепатопанкреаса котушки рогової на 3 добу дослідження
На 15 добу дослідження спостерігалось подальше зменшення вмісту гілкогену в клітинах. У цей час даний показник був меншим на 9,2% (p < 0,01), 28,2% (p < 0,001) та у 1,8 рази менше (p < 0,001) ніж у контролі відповідно для  тварин першої-третьої дослідних груп (рис. 3.2).
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Примітка: *** – p < 0,001порівняно з контролем.
Рисунок 3.2 – Вміст глікогену у клітинах гепатопанкреаса котушки рогової на 15 добу дослідження
На 30 добу дослідження зберігалась визначена тенденція до зниження вмісту глікогену, адже у цей термін вміст глікогену у тварин зазначених груп був нижчим, ніж в контролі на 13,3% (p < 0,05), 38,8% (p < 0,001) у 2,5 (p < 0,001)  рази меншим (рис. 3.3).
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Примітка: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001порівняно з контролем.
Рисунок 3.3 – Вміст глікогену у клітинах гепатопанкреаса котушки рогової на 30 добу дослідження.
Отримані результати на нашу думку свідчать про наявність швидких біохімічних змін в організмі молюсків при впливі нітратного забруднення. Адаптація до несприятливих умов середовища є процесом який потребує додаткових енергетичних витрат, які проявляються у тому числі й у вичерпанні депонованого в клітинах травної залози глікогену. Надзвичайно низький вміст глікогену в клітинах гепатопанкреаса молюсків, які зазнавали впливу високих доз нітрату (3ГДК та 9ГДК) свідчать про неспроможність тривалого протисятояння його токсичному впливу, що в тому числі підтверджується наявнчістю ознак некрозу травних клітин у тварин цих груп на 30 добу дослідження.
4 ОХОРОНА ПРАЦІ
Розділ охорони праці складова частина написаної кваліфікаційної роботи на тему: «Вміст глікогену у гепатопакреасі planorbarius corneus при нітратному забруднені води». Задля уникнення нещасних випадків під час роботи в лабараторіїї я дотримувалась правил та нормативних документів, інструкцій з охорони праці.
Охорона праці – це система законодавчих актів, соціально-економічних, організаційно-технічних, гігієнічних і лікувально-профілактичних заходів та засобів, що забезпечують безпеку, збереження здоров'я та працездатність людини у процесі праці [72].
Мета зазначеного розділу продемонструвати практичні вміння,  використовувати теоретичне знання при вивченні охорони праці. Задля виконання дипломної роботи необхідно перебувати в лабораторії, тому потрібно дотримуватись усіх правил. Під час роботи у лабораторії ніколи не залишалась одна. Зі мною перебували особи, що у разі нещасного випадку могли надати першу допомогу. За нормами охорони праці одяг для роботи повинен бути зручним, не стримувати рухів, обов’язкова наявність спецодягу (білого халату, гумових рукавичок). Лабораторія – це приміщення, окреме, із певним мікрокліматом, що може впливати на стан здоров’я людини, яка там перебуває. Під найоптимальнішими мікрокліматичними умовами розуміють поєднання характеристик мікроклімату, які забезпечують при постійній дії нормальну діяльність організму не напружуючи механізми терморегуляції. Даними показниками є: відносна вологість та температура повітря, швидкість руху повітря, атмосферний тиск [73].
Засилаючись на чинні нормативні документи українського законодавства (ВСНиПРВЦ, СН 4088-86 ”Микроклимат производственных помещений” ГОСТ 12.1.005-88) у холодні періоди року:
- температура повітря у лабораторному приміщенні 22-24°C;
- швидкість руху повітря - 0,1 м/с;
- відносна вологість повітря - 40-60 %, та в теплі періоди року:
- температура повітря повинна бути 23-25 °C;
- швидкість руху повітря - 0,1-0,2 м/с;
- вологість - 40-60 %.
Температура повітря, порівнюючи з нормативними документами, була оптимальною (18-24 оС). Коливання температури, що виходять за межі від оптимальної,  несприятливо впливають на організм, призводять до порушень у його роботі. Відносна вологість повітря у приміщенні була такою ж, як в навколишньому середовищі. У разі підвищенні відносної вологості може відбуватись порушення роботи системи терморегуляції, що призводить до зниження працездатності. Оптимальна швидкість руху повітря у приміщенні – 0,25-0,3 м/с. Для дотримання оптимального режиму роботи провітрювала приміщення, згідо графіку провітрювання.
Атмосферний тиск у приміщенні лабораторії рівний, атмосферному тиску в навколишньому середовищі. Оптимальним вважають атмосферний тиск 760 мм.рт.ст. Людина може працювати в інтервалі 550 – 950 мм.рт.ст. [74].
Особливу увагу при роботі в лабораторії слід приділити провітрюванню, воно має бути регулярним, але в межах допустимих та затверджених норм. Провітрювання необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу. 
Згідно з державними санітарними нормами лабораторії повинні бути забезпечені природнім та штучним освітленням, лише окремі приміщення лабораторії допускають відсутність природного освітлення. Освітлення – використання світлової енергії сонця та штучного освітлення для забезпечення нормального зорового сприйняття. Світло необхідно для збереження здоров’я та для підтримки високої продуктивності праці. При виконанні своєї роботи я використовувала обидва види освітлення. Природне – створюється природними джерелами - сонячними променями і світлом небозводу. Штучне – створюється електроприладами. Відповідно до норми освітлення повинно бути 400 лк, але зважаючи на те, що виконувана робота може бути різною, можуть бути і зміни показника освітлюваності, які регламентує державний стандарт. Допустимі мікрокліматичні умови не повинні порушувати стан здоров’я людини. Я працювала в лабораторії в комфортних умовах [73]. 
Правила роботи з електроприладами були вивішені на видному місці. Використовуючи в своїй роботі прилади, які необхідні були для досліджень, користувалась ними дотримуючись відповідних інструкцій. 
Працюючи в лабораторії обов’язково дотримувалась правил протипожежної безпеки. При виникненні пожежі, в першу чергу, дії повинні бути спрямованні на порятунок та евакуації людей. При виявленні пожежі необхідно вимкнути енергопостачання приступити до гасіння пожежі первинними засобами пожежогасіння. Якщо відповідні дії не призвели до ліквідування пожежі, необхідно викликати пожежну допомогу, вийти із приміщення, щільно зачинити за собою двері та вікна щоб запобігти приливу свіжого повітря, що сприятиме швидкому поширенню вогню. Особливо важливо захистити дихальні шляхи, бо їх ураження призведе до швидкого погіршення стану здоров’я, що різко знижує шанси на порятунок [75].
У разі виникнення екстремальної ситуації змогла б застосувати знання, вивчаючи розділи охорони праці, надати домедичну допомогу у разі потреби, знаючи, що перша домедична допомога потерпілим повинна надаватись швидко та за певними правилами. У всіх випадках потерпілому потрібно забезпечити спокій та доступ кисню. Під час роботи в лабораторії можуть виникати травми різного характеру внаслідок невмілого використання приладів та ін. При невеликих пораненнях протрімо, промити рану, обробити настойкою йоду (рану промивати водою не можна), дезінфікувати 3% розчином перекису водню, накласти стерильну пов’язку. При роботі в лабораторії можуть виникати термічні опіки 1-го, 2-го і навіть 3-го та 4-го ступенів. Допомога при термічних опіках 1-го, 2-го ступеня: потрібно, негайно припинити контакт з джерелом опіку, промити місце холодною водою або водою кімнатної температури, накласти стерильну пов’язку, можна дати знеболювальний засіб, звернутися до лікаря. Не можна обробляти опіки спиртом або жирними речовинами. 
Всі легкозаймисті й пожежнонебеспечні реактиви та матеріали зберігаються повинні зберігатсь герметичній шафі, всі леткі рідини повинні міститись у хімічному посуді, що щільно закривається та містить етикетку з назвами речовин. Згідно з інструкціями робота з леткими речовинами здійснювалась у витяжній шафі.
Згідно з нормативними документами, під час роботи в лабораторії працювала у гумових рукавичках, по завершенню роботи обробляла руки згідно інструкцій.
Для оформлення цієї роботи необхідно використовувати комп’ютерну техніку, але для такого виду роботи необхідно дотримуватись санітарних норм для роботи з відео дисплейним терміналом та певних рекомендацій, щоб зберігати власне здоров’я. 
Робоче місце – це простір, що обладнаний технічними засобами, де здійснюється діяльність виконавця (або декількох виконавців). Вимоги до освітлення для візуального сприймання користувачами інформації з двох різних носіїв , будь то електронний дисплей чи паперові засоби інформації відрізняються. Дуже низький рівень освітленості знижує сприймання інформації при читанні паперових носіїв, а дуже високий призводить до зменшення контрасту зображення знаків на екрані. Якщо рівень освітленості знижується на 10 %, відповідно знижується рівень працездатності на 1%. Рівень освітленості можна змінювати від 300 до 700 лк. Найоптимальнішим рівнем освітленості робочих приміщень для роботи з електронними носіями інформації є освітленість від 300 до 500 лк. Яскравості монітору комп'ютера до яскравості оточуючих його поверхонь не повинна перевищувати у робочій зоні відношення 3:1.
Зважаючи на те, що тривала робота з комп’ютером призводить до іонізації повітря в приміщенні позитивними та негативними іонами, я через кожну годину робила перерви на 20 хвилини. Під час перерви провітрювала кімнату, для збереження рівня працездатності. Тривала робота за комп’ютером шкідлива тому, що під час даного виду роботи поза виконавця фіксована (незмінна), потрібно виконувати фізичні вправи, щоб зменшити рівень навантаження на поперек та шию, гімнастику для очей, через напругу на зоровий аналізатор [73].
При виконанні робіт на комп'ютерах необхідно дотримуватись вимог загальної та даної інструкції з охорони праці.
До самостійної роботи на комп'ютерах допускаються особи, які пройшли медичний огляд, навчання по професії, вступний інструктаж з охорони праці та первинний інструктаж з охорони праці на робочому місці. В подальшому вони проходять повторні інструктажі з охорони праці на робочому місці один раз на півріччя, періодичні медичні огляди один раз на два роки.
Під час роботи на комп'ютерах можуть діяти такі небезпечні та шкідливі фактори, як: підвищений рівень статичної електрики; нерівномірність розподілу яскравості в полі зору; підвищена яскравість світлового зображення; ураження електричним струмом; напруга зору та уваги; тривалі статичні навантаження.
Основним обладнанням робочого місця користувача комп'ютера є монітор, системний блок та клавіатура.
Відстань від робочого місця працівника  до стіни з джерелом природного освітлення повинна не менше 1 метру, відстань від стіни не менше 1,4 метрів. Відносно джерела природного освітлення краще розташовувати так, щоб промені світла падали з боку, переважно зліва, для того щоб сонячне проміння не потрапляло в очі та не створювало зайвої напруги на зоровий аналізатор.
За загальними санітарними нормами вимог до безпеки електронних пристроїв зображення з монітору має бути стабільним, яскравість, контрастність регульованим для виконавця роботи, віддаючи перевагу моніторам, що легко змінюють своє положення чи кут нахилу.  Краще надавати перевагу матовим дисплеям, клавіатурі , щоб уникнути ефекту віддзеркалення. Важливо, щоб пристрої не виробляли зайвого шуму та тепла. 
При роботі з текстовою інформацією (в режимі введення даних та редагування тексту, читання з екрану) найбільш фізіологічним правильним є зображення чорних знаків на світлому фоні.
Саме інструкція з роботи за комп’ютером рекомендує враховувати певні фактори, а саме: позу в якій зазвичай виконує роботу працівник; -простір, де розміщується користувач ПК ; можливість огляду простору поза межами робочого місця; можливість робити записи, розміщувати на робочому столі документацію та матеріали, які використовує користувач.
Розміщення елементів робочого місця не має заважати рухам та переміщенню для експлуатування ПК.
Монітор потрібно встановити таким чином, щоб відстань від поверхні екрана до очей працівника або учня була 600-700 мм, зважаючи на розмір екрана монітору.
Робочий стіл повинен мати таку кострукцію, щоб розмістити на поверхні обладнання, для користування, з урахуванням кількості, розмірів, особливостей і характеру роботи.
Робоче крісло має підтримувати доцільну пози під час виконання основних рооти та можливість змінювати позу в процесі виконання роботи. 
Доцільна  поза користувача: ноги розміщенні на підлозі або на підставці для них; стегна розташовані у горизонтальній площині відносно підлоги; руки вертикально;  кут згибу рук у ліктьовому суглобі у межах 70-90°; зап’ястя підігнуті під кутом не більше ніж 20°; кут нахилу голови у межах 15-20°, не допускати частих поворотів голови. Комп’ютер встановлюють на твердій поверхні столу. Не дозволено встановлювати техніку на хитких підставках чи на похилих поверхнях.
Джерело електроенергії повинно бути в доступному місці. Для того, щоб під час аварійних випадків можна було своєчасно його відімкнути. Не рекомендовано використовувати подовжувачі.
Робоче місце повинно міститись у порядку. Перевірити надійність встановленої техніки на робочому місці. Монітор не повинен стояти на краю стола. Монітор розмістити так, щоб зручно дивитися на екран — під прямим кутом (а не збоку) і трохи зверху вниз; при цьому екран має бути трохи нахиленим — нижній край ближче до користувача.
Відрегулювати яскравість свічення, контрасність монітора в межах норми.
Опрацьовуючи розділ з охорони праці користувалась нормативним документами, що були затверджені законодавством, було опрацьовано деякі підручники. Вся робота в лабораторії була виконана згідно з діючих інструкцій та регламентувалась проходженням первинного інструктажу та подальших інструктажів з охорони праці. Подальше оформлення роботи було здійснене за допомогою ПК та відповідно санітарним нормам та рекомендаціям роботи за комп’ютером [74].
ВИСНОВКИ
1. Було встановлено, що у межах концентрації нітрату від 45 мг/л до 405 мг/л, що відповідає реальним показникам нітратного забрудення джерел питної води в Україні не відбувалося загибелі дослідних тварин, тобто спостерігалося 100% виживання котушки рогової.
2. У молюсків усіх дослідних груп, незалежно від концентрації нітрату у середовищі та терміну експозиції були відсутні візуальні ознаки ушкодження внаслідок дії зазначеного несприятливого фактора хімічної природи. Маса тіла молюсків, яких утримували у воді із концентрацією нітрату 45 мг/л на 15 добу була на 2,4% менше, а на 30 добу – на 5,1 % менше, ніж у контрольній групі. При концентрацією нітрату 135 мг/л маса тіла молюсків на 15 добу була на 3,5% менше, а на 30 добу – на 7,4 % менше, порівняно із контрольними тваринами. У молюсків, яких утримували у воді із концентрацією нітрату 405 мг/л на 15 добу середня маса тіла була на 4,8 % менше, а на 30 добу – на 12,5 % (p < 0,05) менше, ніж у контролі. 
3. У молюсків, які зазнавали впливу нітратного забруднення визначались ознаки ушкодження таканини гепатопанкреасу, які залежали як від концентрації забруднювача у водному середовищі, так і від часу експозиції. У тварин, яких утримували у воді, що містила нітрат у концентрації 45 мг/л усі відмінності за досліджуваними показниками виявилися статистично недостовірними. У тварин, яких утримували у воді із вмістом нітрату 3ГДК та 9ГДК, показники амебоцитної іфнільтрації на 30 добу вперевищували показники контрольної групи у 8,9 та у 11,9 рази (p < 0,001). Ширина гемолімфатичних протоків гепатопанкреаса  на 30 добу дослдіження показник у вищезазначених групах був більшим порівняно із тваринами контрольної групи на 68,9%  (p < 0,001)  та 89,8% (p < 0,001).. 
Ознаки некрозу травних клітин визначались лише на 30 добу дослідження і лише у молюсків, які зазнавали впливу нітрату у концентраціях 135 мг/л (3ГДК) та 405 мг/л (9ГДК), причому в останній групі кількість клітин із ознаками некрозу була у 1,55 рази більш, ніж при концентрації нітрату 135 мг/л. 
4. Було встановлено, що вміст глікогену у клітинах гепатопанкреаса молюсків, які зазнавали впливу нітрату  зменшувався на 3 добу дослідження на 7,7% при концентрації нітрату 45 мг/л, на 19,0%(p < 0,01) – при концентрації 135 мг/л, та на 26,8%  (p < 0,001) – при концентрації 405 мг/л. На 15 добу дослідження  даний показник був меншим на 9,2% (p < 0,01), 28,2% (p < 0,001) та у 1,8 рази менше (p < 0,001) ніж у контролі відповідно для  тварин першої-третьої дослідних груп. На 30 добу дослідження визначена тенденція до зниження вмісту глікогену зберігалась, вміст глікогену у тварин зазначених груп був нижчим, ніж в контролі на 13,3% (p < 0,001), 38,8% (p < 0,05) та у 2,5 (p < 0,001) рази.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Отримані результати про вплив нітратного забрудення водного середовища на вміст глікогену у клітинах травної залози черевоного молюска – котушки рогової може бути рекомендований для  оцінки впливу мінеральних добрив на водні екосистеми в програмах екологічного моніторингу.
Дані про вплив нітратного забрудення на черевоногоих молюсків можуть бути використані при викладанні лекційного курсу «Екологічна токсикологія», «Гідробіологія».
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