PAGE  

МІНІСТЕРСТВО ОСВІТИ І НАУКИ УКРАЇНИ

ЗАПОРІЗЬКИЙ НАЦІОНАЛЬНИЙ УНІВЕРСИТЕТ

БІОЛОГІЧНИЙ ФАКУЛЬТЕТ

Кафедра фізіології, імунології і біохімії з курсом цивільного захисту та медицини
Кваліфікаційна робота

магістра
на тему: Цитоморфометричні показники лімфоцитів периферичної крові 
у осіб зрілого віку при згасанні репродуктивної функції
Виконав: студент __2__ курсу, групи_8.0910-б_
спеціальності __091«Біологія»_____________

освітньої програми ___Біологія____________

Гофман О. О.___________________________
Керівник доцент, к.б.н. Копійка В. В.
Рецензент_зав. кафедри фізіології, імунології і біохімії з курсом цивільного захисту та медицини, д. біол. наук, професор Кущ О. Г. 
Запоріжжя 

2021 

МІНІСТЕРСТВО ОСВІТИ І НАУКИ УКРАЇНИ
ЗАПОРІЗЬКИЙ НАЦІОНАЛЬНИЙ УНІВЕРСИТЕТ

Факультет_____Біологічний________________________________________
Кафедра_фізіології, імунології і біохімії з курсом цивільного захисту та медицини__
Рівень вищої освіти__магістр_________________________________________
Спеціальність__091 біологія__________________________________________
Освітня програма _ біологія__________________________________________

                                                                          ЗАТВЕРДЖУЮ

Завідувач кафедри__Бовт В. Д.____

«_____»_____________20____року

З  А  В  Д  А  Н  Н  Я

НА КВАЛІФІКАЦІЙНУ РОБОТУ СТУДЕНТОВІ
__________________Гофману Олександру Олександровичу_______________
1 Тема роботи  _Цитоморфометричні показники лімфоцитів периферичної крові у осіб зрілого віку при згасанні репродуктивної функції____________
керівник роботи __________________________________________________,

затверджені наказом ЗНУ від «_7_»___липня___2021 року №1034-с______

2 Строк подання студентом роботи _листопад 2021 року _______________
3 Вихідні дані до роботи "Сучасний підхід до цитоморфометричних вімірювань лімфоцитів переферичної крові при патогенезному підході до оцінки стану імунітету"
4 Зміст розрахунково-пояснювальної записки (перелік питань, які потрібно розробити) 1) проаналізувати вміст лейкоцитів та лімфоцитів периферичної крові у осіб двох вікових груп (40-45 років; 45-50 років); 2) вивчити цитоморфометричні показники лімфоцитів периферичної крові осіб 40-45 років та 45-50 років; 3) запропонувати математичну модель переведення підрахунку розмірних показників лімфоцитів з планіметричних характеристик до обємних для автоматизації цитоморфометричного методу на проточих цитометрах. 
5 Перелік графічного матеріалу (з точним зазначенням обов’язкових креслень) __3 рисунки; 5 таблиць_____________________________________

6  Консультанти розділів роботи 
	Розділ
	Прізвище, ініціали та посада

консультанта
	Підпис, дата

	
	
	завдання

видав
	завдання

прийняв

	4
	Амінов Р.Ф., к.б.н., ст.. викладач
	
	


7  Дата видачі завдання____________________________________________

КАЛЕНДАРНИЙ ПЛАН

	№

з/п
	Назва етапів кваліфікаційної роботи
	Строк  виконання етапів роботи
	Примітка

	1
	Огляд літературних джерел. Написання відповідного розділу роботи.
	жовтень − грудень 2020
	Виконано

	2
	Вивчення, засвоєння методик дослідження. Написання відповідного розділу роботи.
	січень – 
лютий 2021
	Виконано

	3
	Засвоєння правил техніки безпеки під час виконання експериментальної частини. Написання відповідного розділу роботи.
	квітень − березень 2021
	Виконано

	4
	Проведення експериментальних досліджень. Оформлення результатів експерименту (таблиці, рисунки). Написання відповідного розділу роботи.
	травень, червень, 
вересень 2021
	Виконано

	5
	Оформлення кваліфікаційної роботи.
Передзахист роботи.
	жовтень ‒ листопад 2021
	Виконано

	6
	Рецензування кваліфікаційної роботи
	грудень 2021
	

	7
	Захист кваліфікаційної роботи
	грудень 2021
	


Студент _______________  _________________Гофман О. О.__________
Керівник роботи _______________  __________Копійка В. В.__________

Нормоконтроль пройдено
Нормоконтролер _____________  _____________Р.Ф. Амінов__________
РЕФЕРАТ
Робота викладена на 69 сторінках друкованого тексту, містить 5 таблиць. Список літератури включає 66 джерел із яких 45 іноземних та 16 за останні 5 років.

Обстежено 20 осіб чоловічої та жіночої статі віком 40-50 років. Матеріалом дослідження була венозна кров (для імунологічних методів дослідження).

Метою роботи було дослідити особливості вмісту лімфоцитів та їх цитоморфометричних показників у двох вікових групах 40-45 та 45-50 років.

В результаті аналізу було виявлено, що присутня значна різниця у кількості лімфоцитів та лейкоцитів у абсолютних одиницях (Абс. од.) та їх цитоморфометричних показниках, а саме кількості великих лімфоцитів. Також було виявлено не значні, але замітні відхилення у кількості лімфоцитів у відсотках (%), помітні відхилення у кількості групи малих лімфоцитів. Так же були виявлені помітні відмінності між середнім та граничними об'ємами лімфоцитів цих груп. Це може свідчити про відносне зниження імунітету та імунних реакцій у людей відносно старшої вікової категорії. Більш детальні результати можні отримати застосовуючи сучасні проточні цитометри та методи проточної цитометрії і мас-цитометрії.
ЦИТОМОРФОМЕТРІЯ, ПРОТОЧНА ЦИТОМЕТРІЯ, МАС-ЦИТОМЕТРІЯ, ГЕМОЦИТОМЕТР, ЛЕЙКОЦИТАРНА ФОРМУЛА.
ABSTRACT

The work is presented on 70 pages of printed text, contains 5 tables. The list of literature includes 66 sources, of which 38 are foreign and 19 for the last 5 years.

20 males and females aged 40-50 years were examined. The study material was venous blood (for immunological methods).

The aim of the study was to investigate the features of lymphocyte content and their cytomorphometric parameters in two age groups 40-45 and 45-50 years.

As a result of the analysis it was found that there is a significant difference in the number of lymphocytes and leukocytes in absolute units (Abs. Units) and their cytomorphometric parameters, namely the number of large lymphocytes. There were also insignificant, but noticeable deviations in the number of lymphocytes in percent (%), noticeable deviations in the number of small lymphocytes. There were also noticeable differences between the mean and marginal volumes of lymphocytes in these groups. This may indicate a relative decrease in immunity and immune responses in older people. More detailed results can be obtained using modern flow cytometers and methods of flow cytometry and mass cytometry.

CYTOMORPHOMETRY, FLOW CYTOMETRY, MASS CYTOMETRY, HEMOCYTOMETER, LEUCOCYTIC FORMULA.
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ВСТУП

Об'єктивація та персоналізація оцінки стану імунітету -  це пріоритет сучасної лабораторної діагностики, а розвиток комп'ютерних технологій допоможе автоматизувати та прискорити отримання результатів аналізу. Сучасні досягнення у галузі молекулярної клітинної біології сприяли прогресу фундаментальних розробок у бік модуляції регенеративних процесів в імунної системі за допомогою природних і синтетичних сполук. Однак для оцінки ефективності їх застосування профілактичних або лікувальних засобів необхідні імунологічні методи, що об'єктивно відображають лімфогенез у досліджуваному організмі. Таким вимогам відповідає цитоморфометричний метод аналізу лімфоцитів циркулюючої крові. Цитоморфометрія, як метод комп'ютерного аналізу зображень включає аналіз ядерних та клітинних морфометричних параметрів (радіус, діаметр, периметр, площа, об'єм та ін.), широко використовується в лабораторній діагностиці, медицині та ветеринарії [1, 2, 3]. Кров, як частина внутрішнього середовища, відображає функціональний стан організму та морфогенетичну функцію імунної системи для забезпечення структурного та гуморального гомеостазу при її фізіологічних та патологічних змінах [4]. При цьому з усієї різноманітності лейкоцитів крові саме лімфоцити як основні клітини імунної системи клоноспецифічно реагують на всі зміни в організмі та зберігають клітинну пам'ять про них до подальших імунологічних реакцій. Вивчати процеси морфогенезу, які протікають в лімфоїдних органах при фізіологічних і патологічних регенеративних процесах на лімфоцитах циркулюючої крові, можна цитоморфометричним методом, що враховує стадії активації, проліферації, малі, середні та великі [5]. Згасання репродуктивної функції також відноситься до фізіологічних процесів, отже воно залежить від віку, зовнішніх факторів, робочого навантаження та інших факторів, тому цитоморфометричний метод добре підходить для вивчення цієї функції організму на фоні початку старіння людини.
Тому метою роботи було дослідити особливості вмісту лімфоцитів та їх цитоморфометричних показників у двох вікових групах 40-45 та 45-50 років.

Вказана мета була реалізована через вирішення таких завдань:

1) проаналізувати вміст лейкоцитів та лімфоцитів периферичної крові у осіб двох вікових груп (40-45 років; 45-50 років);

2) вивчити цитоморфометричні показники лімфоцитів периферичної крові осіб 40-45 років та 45-50 років;
3) запропонувати математичну модель переведення підрахунку розмірних показників лімфоцитів з планіметричних характеристик до обємних для автоматизації цитоморфометричного методу на проточих цитометрах. 

1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Фізіологічна характеристика лейкоцитів
Існує три основних типи клітин крові: еритроцити (червоні кров'яні клітини), лейкоцити (білі кров'яні клітини) і тромбоцити (кров'яні пластинки). Частину об'єму крові, що припадає на клітини, називають гематокритом. Більше 99% гематокриту припадає на еритроцити. У жінок його значення в нормі становить 0,37-0,47, у чоловіків - 0,4-0,54. Клітини крові виконують різноманітні функції: переносять кисень і вуглекислий газ (еритроцити), забезпечують роботу імунної системи (лейкоцити) і згортання крові (тромбоцити) . Іноді еритроцити, тромбоцити і лейкоцити в сукупності називають форменими елементами крові в зв'язку з тим, що тромбоцити являють собою фрагменти цитоплазми мегакаріоцитів, не мають власного ядра, тож деякі вчені навіть не вважають їх клітинами [6, 7].

Провідну роль у формуванні імунітету відіграють лейкоцити (Рис. 1). У нормі в людини міститься від 4 до 10 тис. лейкоцитів в 1 мкл крові (4-10 - ІО'Ул). Збільшення їхньої кількості називають лейкоцитозом, а зменшення - лейкопенією. На відміну від інших клітин крові, що виконують свої функції безпосередньо в судинному руслі, лейкоцити діють переважно в сполучній тканині різних органів. У руслі крові вони циркулюють лише впродовж кількох годин (від 4 до 72) після виходу з кісткового мозку. Потім лейкоцити, проходячи крізь стінку капілярів, "розселяються" в тканинах, де можуть перебувати впродовж багатьох днів. Усі лейкоцити здатні до самостійного пересування. Амебоїдний рух здійснюють білки актинового й міозинового походження, що містяться в них. Таким чином, кров для лейкоцитів становить проміжний етап існування. Завдяки кровотоку лейкоцити, що утворюються в кістковому мозку, розносяться до всіх органів [6].
Лейкоцити - це повноцінні клітини, що містять ядро та інші субклітинні структури. За формою ядра й наявні в цитоплазмі різних включень лейкоцити поділяють на п'ять видів, процентне співвідношення яких у крові називають лейкоцитарною формулою (Рис. 1.1) [5, 6, 7].
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Рисунок 1.1 - Характеристика різних видів лейкоцитів у здорових людей

1.1.1 Лімфоцити

Лімфоцити становлять 20-40% від лейкоцитів. Ці мононуклеари, як і моноцити, зберегли здатність до проліферації і диференціювання. Лімфоцити після утворення в кістковому мозку виходять у кровотік. Але більшість їх зазнає повторного дозрівання в лімфоїдних органах. Розрізняють первинні й вторинні лімфоїдні органи. 

Одним з первинних лімфоїдних органів є загруднинна залоза (тимус). Лімфоцити, як і інші клітини крові, утворюються із загальних стовбурових клітин-попередниць, частина яких ще в ембріональний період залишає кістковий мозок і заселяє тимус. Ці клітини започатковують Т-лімфоцити.

Іншим первинним лімфоїдним органом у людини, імовірно, є кістковий мозок, а в птахів - Bursa-Fabricii. Лімфоцити, що дозрівають тут, належать до В-лімфоцитів.

До вторинних органів належать лімфатичні вузли, селезінка й система лімфоепітеліальних утворень, що поєднує скупчення лімфоїдної тканини в слизових оболонках травного тракту, дихальних, сечових і статевих шляхів. Сюди надходять лімфоцити з кісткового мозку і тимусу, тобто В- і Т-лімфоцити. У вторинних лімфоїдних органах відбувається проліферація лімфоцитів у відповідь на потрапляння до організму чужорідного білка-антигену.Лімфоцити беруть участь у реакціях антимікробного й клітинного імунітету, що забезпечує знищення мутованих клітин. Підсумовуючи коротку характеристику функцій лімфоцитів, можна зазначити такі функціональні їх призначення.

Т-лімфоцити:

· слугують основним ефектором клітинного імунітету (Т-кілери);

· регулюють вираженість імунної відповіді (Т-супресори);

· забезпечують дізнавання "чужого". В-лімфоцити:

· здійснюють синтез антитіл (перетворюючись на плазматичні клітини);

· забезпечують імунну пам'ять;

· беруть участь у реакціях клітинного імунітету (В-кілери, В-суп-ресори) [5, 6, 7].
1.2 Історія

1.2.1 Гемоцитометр

Рання історія цитометрії тісно пов'язана з розвитком підрахунку клітин крові Карл фон Віордт, Луї-Шарль Малассе, Карл Бюркер та ін Концентрація клітин крові до кінця 19 століття може бути точно виміряна за допомогою камери для підрахунку клітин крові гемоцитометр, і an оптичний мікроскоп [8, 9].
До 1950-х років гемоцитометр був стандартним методом підрахунку клітин крові [10]. У програмах підрахунку клітин крові гемоцитометр замінено на електронні лічильники комірок. Однак гемоцитометр все ще використовується для підрахунку клітин в лабораторіях клітинних культур. Поступово ручне завдання підрахунку за допомогою мікроскопа береться на невеликі автоматизовані цитометри зображення.

1.2.2 Флуоресцентний мікроскоп

У 1904 р. Моріц фон Рор і Август Келер в Карл Цайс в Єні сконструювали перший ультрафіолетовий мікроскоп. Метою мікроскопа було досягти більш високої оптичної роздільної здатності за допомогою освітлення з коротшою довжиною хвилі, ніж візуальне світло. Однак вони зазнали деяких труднощів з автофлюоресценція при спостереженні біологічного матеріалу. На щастя, Келер побачив потенціал флуоресценції. Техніка фільтрації для флуоресцентного збудження світла була розроблена Генріхом Леманном в Цайсі в 1910 р., заснований на роботі В.Роберт Вуд. Однак розроблений ним "Lumineszenzmikroskop" був лише другим на ринку після того, що був розроблений самостійно Оскаром Хаймштадтом який працював з C Reichert, Optische Werke AG у Відні, який сьогодні є частиною Leica Microsystems [11, 12, 13].
1.2.3 Цитофотометрія

На початку 1930-х років різні фірми виготовляли ультрафіолетові флуоресцентні мікроскопи. Знищення стадії для того, щоб цитометрія  вийшла за рамки вже встановленого гемоцитометра. У цей час, Торбьорн Касперссон, працюючи в Інституті Каролінської в Стокгольмі, розробив низку поступово вдосконалених інструментів цитофотометри. Ці прилади поєднували флуоресцентний мікроскоп з спектрофотометром, що кількісно визначали клітинні нуклеїнові кислоти та їх відношення до росту та функції клітин. Ранні апарати Касперссона тепер здаються безнадійно примітивними. Але навіть цей примітивний апарат отримав результати і привернув увагу інших дослідників. Багато досягнень аналітичної цитології з 1940-х років та в підопічних було зроблено людьми, які здійснили паломництво до Стокгольма [14].
1.2.4 Імпульсна цитофотометрія

Перші спроби автоматизувати підрахунок клітин були зроблені близько Другої світової війни. Гукер та співавтори будують пристрій для виявлення бактерій в аерозолях [15]. Lagercrantz створює автоматизований лічильник клітин на основі мікроскопії [16] і визначає труднощі з вирівнюванням клітин, які підлягають індивідуальному підрахунку за допомогою мікроскопії, як запропонував Молдаван у 1934 році [17]. Йосип і Уоллес Коултер навколо цих труднощів, винайшовши принцип використання електричного імпедансу для підрахунку та розміру мікроскопічних частинок, зважених у рідині [10, 18]. Цей принцип сьогодні відомий як Принцип Коутера і використовувався в автоматизованому лічильнику клітин крові, випущеному Coulter Electronicsу 1954 р. "Лічильник сошника" Був першим комерційним проточним цитометром.

У 1960-х Дітріх, Геде і Каменцький вдосконалюють дизайн, започаткований Касперссоном 30 років тому. імпульсний цитофотометр був побудований навколо флуоресцентного мікроскопа Zeiss і комерціалізований як ICP 11 компанією Partec GmbH у 1968 р. Пристрій Каментського було продано компанією Bio / Physics Systems Inc. під назвою Cytograph у 1970 р [19, 20]. Ці пристрої вміли рахувати клітини, як і попередній лічильник Коултера. Але що більш важливо, вони також могли вимірювати клітинні характеристики, однак ці ранні цитофотометри використовували мікроскопію [21].
1.2.5 Проточна цитометрія

У 1953 р. Кросланд-Тейлор опублікував невдалу спробу підрахунку еритроцитів за допомогою мікроскопії, в якій вирішив проблему вирівнювання клітин за допомогою рідина оболонки до гідродинамічний фокус клітини  [7]. Наприкінці 1960-х Ван Ділла з Національної лабораторії Лос-Аламос побудував перший цитофотометр на основі не мікроскопії. Він зробив це, поєднавши прорив Кросланда-Тейлора з флуоресцентними барвниками, спочатку розробленими для мікроскопії, та флуоресцентною системою детектування на основі лазера - проточним цитометром, яким ми його знаємо сьогодні. Фулвілер, також у Лос-Аламосі, поєднує принцип Коултера з технологія безперервного струменевого принтера створити перший сортувальник клітин у 1965 році.
У 1973 році Steinkamp та команда в Лос-Аламосі продовжують роботу з сортувачем клітин на основі флуоресценції.
У 1978 р. На конференції Американського інженерного фонду в Пенсаколі, штат Флорида, ім пульсова цитофотометріябуло змінено на проточна цитометрія, термін, який швидко став популярним. На той момент імпульсна цитофометрія еволюціонувала до сучасної форми проточної цитометрії, започаткованої Ван Діллою десятьма роками раніше [10, 22].
1.3 Сучасне застосування цитометричних методів у різних галузях

1.3.1 Проточна цитометрія 

Проточна цитометрія, або flow cytometry - це метод реєстрації оптичних параметрів клітин або частинок, що знаходяться в потоці, за сигналами світлорозсіювання і флуоресценції в режимі поштучного аналізу [23].

Для фіксування клітин у потоці рідини використовується гідродинамічний або акустичне фокусування, за допомогою якого клітини вишиковуються в потоці в ряд, одна за одною. У проточному осередку клітини опромінюються лазером, оптика цитометра збирає світловий сигнал від клітин, а електроніка перетворює та оцифровує сигнал для подальшого аналізу [23, 24].

У проточній цитометрії вимірюються такі параметри:

1) пряме світлорозсіювання (розсіювання світла під малим кутом, FSC) для визначення відносного розміру клітин або частинок;

2) бічне світлорозсіювання (розсіювання світла під прямим кутом, SSC) для оцінки неоднорідності внутрішньоклітинного вмісту клітини (наприклад, розміри ядра та гранулярність цитоплазми);

3) флюоресценція – для вивчення клітинних маркерів за допомогою мічених флюорохромними барвниками антитіл до поверхневих та внутрішньоклітинних компонентів клітин. При цьому за інтенсивністю флюоресценції можна судити про експресію антигенів (кількість рецепторів) на клітинах [24, 25, 26].

Проточна цитометрія в імунології активно використовується для імунофенотипування клітин крові, дозволяє ідентифікувати внутрішньоклітинні білки, оцінити ступінь цитотоксичності та багато іншого (Рис. 1.3.1) [25, 27].
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Рисунок 1.3.1 Субпопуляції Т-клітин периферичної крові та поверхневі антигени, що застосовуються для їх виявлення

1.3.2 Мас-цитометрія

Мас-цитометрія (далы як CyTOF) - це відносно новий метод багатопараметричного аналізу одноклітинних характеристик, який відіграє все більш важливу роль у клітинній біології, імунології, фармакології та біомедиці. Цей метод поєднує в собі основи проточної цитометрії з мас-спектрометрією і в основному використовується для поглиблених досліджень імунної системи та захворювань зі значним імунним навантаженням, таких як рак, аутоімунні захворювання та вірусні захворювання, такі як ВІЛ або недавно виник COVID-19, що продукується коронавірусом SARS-CoV-2. На даний момент опубліковано приблизно 937 статей на Web of Science (2010–2019). Аналіз медичних працівників підтвердив великий інтерес до вивчення імунної системи та комплексної обробки даних у галузі досліджень масової цитометрії. і, зокрема, Стенфордський університет, де представлені найвідоміші автори у цій галузі [28] .

Для дослідження клітинних компонентів та біомаркерів за допомогою проточної цитометрії клітини зазвичай забарвлюють моноклональними антитілами, кон'югованими з флуорохромами. Ключовий принцип проточної цитометрії полягає в тому, що після збудження пофарбованих клітин у проточному цитометрі можна виміряти різні аспекти окремих частинок за допомогою світлорозсіювання та флуоресцентного випромінювання. Проточна цитометрія дозволила вивчити численні біологічні особливості, а також клінічно використовується для діагностики гематологічних захворювань, таких як лейкемія [28, 29, 30].

Однак, оскільки проточна цитометрія не позбавлена ​​обмежень, були розроблені повніші підходи до аналізу характеристик окремих клітин, особливо для багатопараметричного аналізу. Деякими прикладами є багатовимірна флуоресцентна цитометрія проточна, секвенування одноклітинної мРНК і масова цитометрія [3, 28, 31]. Технологія масової цитометрії або цитометрія за часом прольоту (CyTOF) - це відносно новий метод, який вперше був описаний Бандурою та ін. Як інструмент аналізу окремих біологічних клітин або інших мікрочастинок в режимі реального часу. CyTOF являє собою гібрид проточної цитометрії та мас-спектрометрії. Замість флуорофорів клітини імунологічно фарбуються антитілами, кон'югованими з унікальними та стабільними металевими частинками. Потім масовому цитометрі зразки іонізувалися і фокусувалися під тим самим прискорюючим потенціалом. Іони надходять у детектор залежно від маси іона, що дозволяє розрізняти параметри окремих осередків. Для аналізу цієї інформації детектор з'єднується з аналізатором часу (далі як TOF), звідки дані збираються і потім обробляються. Завдяки високій доступності різних металевих частинок, масова цитометрія дозволяє вивчати більше 40 різних параметрів одночасно в одному і тому [24, 28, 32].

1.3.3 Функціональна інформативність цитоморфометричного аналізу лімфоцитів крові

Цитологічна характеристика лімфоцитів крові має деякі, у тому числі і видові, особливості. Так, лімфоцити крові людини та лабораторних щурів відрізняються питомою щільністю, яка для перших становить 1,077 – 1,078 г\мл, для других – 1,087 – 1,088 г/мл. Питома щільність лімфоцитів залежить від видових характеристик їхнього ядерно-цитоплазматичного співвідношення, що відображає їх інші цитоморфометричні характеристики. Тим часом лабораторні щури - один із найпоширеніших об'єктів моделювання фізіологічних та патологічних станів людини [23]. Цитоморфометричні досліди на лімфоцитах щурів проводилися, щоб екстраполовати їх динаміку на динаміку лімфоцитів крові людини. Подібні досліди проводилися Фроловим А. К. та іншими. Метою того дослідження було встановлення цитоморфометричних меж малих, середніх та великих лімфоцитів крові лабораторних щурів та їх співвідношення в нормі та при патології (при гострому фекальному перитоніті) з визначенням функціональної активності в імуногенезі кожного розмірного класу лімфоцитів для подальшого вивчення. фундаментальні та прикладні аспекти експериментальної та клінічної імунології з оцінки модуляції процесів регенерації під дією природних та синтетичних факторів.

Вони показали на моделі фекального перитоніту, що у білих нелінійних статевозрілих лабораторних щурів-самців було визначено межі класів статистичних розмірів лімфоцитів, які у контрольних та експериментальних тварин збігаються: малі – діаметром 8,5 мкм та менше. , Середні - діаметром понад 8,5 мкм та менше 11,0 мкм, великі - діаметром 11,0 мкм і більше. Гострий інфекційний процес значно змінив рівні цитоморфометричних класів лімфоцитів залежно від їхньої функціональної активності в імуногенезі: лімфоцити малого, середнього та великого розміру від 42,5 до 7,0%, від 45,0 до 54,0%, від 10,5 до 30,0% відповідно у контролі та експериментальні групи тварин, що демонструє інформативність методу. У цьому випадку малі та великі лімфоцити відносяться до активованих лімфоцитів, які визначають стан імунної системи, тоді як середні лімфоцити переважно становлять пул клітин пам'яті [23].
1.3.4 Застосування проточної цитометрії у клінічній мікробіології, фармакології, вірусології.
Методи класичної мікробіології досить повільні порівняно з іншими аналітичними методами, у багатьох випадках через необхідність культивування мікроорганізмів. Крім того, класичні підходи важкі для некультивованих мікроорганізмів. Зовсім недавно поява методів молекулярної біології, а саме тих, що застосовуються у виявленні антитіл та зондів нуклеїнових кислот у поєднанні з методами ампліфікації, забезпечило швидкість та специфічність мікробіологічної діагностики. Проточна цитометрія (FCM) дозволяє легко, надійно та швидко виявляти один або кілька мікробів у клінічних зразках. Мікроби можна ідентифікувати на основі їх специфічних цитометричних параметрів або за допомогою певних флуорохромів, які можна використовувати незалежно або зв'язати зі специфічними антитілами або олігонуклеотидами. FCM дозволив розробити кількісні процедури для швидкої, точної та відтворюваної оцінки чутливості до протимікробних препаратів та цитотоксичності ліків. Крім того, цей метод дозволяє контролювати антимікробну активність in vitro та лікування антимікробними препаратами ex vivo. Найбільш видатним внеском FCM є можливість виявлення різнорідних популяцій із різною відповіддю на лікування протимікробними препаратами. Незважаючи на ці переваги, застосування FCM у клінічній мікробіології ще не набуло широкого поширення, ймовірно, через відсутність доступу до проточних цитометрів або відсутність знань про потенціал цієї техніки.

При бактеріємії та бактеріоурії FCM не тільки швидко виявляє організми, відповідальні за інфекцію, але також спочатку ідентифікує тип мікроорганізму на основі його цитометричних характеристик. Хоча FCM пропонує широкий спектр потенційних додатків для тестування чутливості, основний внесок буде у тестуванні на повільно зростаючі мікроорганізми, такі як мікобактерії та гриби. Результати досягаються швидко, часто менш як за 4 години; при відповідному поєднанні з класичними методами FCM може дати результати чутливості ще до того, як мікроорганізм буде ідентифікований. Найбільш видатним внеском FCM є виявлення змішаних популяцій, які можуть по-різному реагувати протимікробні препарати. Так же цей метод також може застосовуватися для вивчення імунної відповіді у пацієнтів, виявлення специфічних антитіл та моніторингу клінічного статусу після лікування антимікробними препаратами [33, 34].
Цитометрія за часом прольоту (або CyTOF) – це нова технологія для аналізу окремих клітин у реальному часі. CyTOF - це значний прогрес у таких галузях, як імунологія, гематологія та онкологія. Він дозволяє використовувати кілька зондів, кон'югованих з металами, на комірку з мінімальним перекриттям сигналів, що дозволяє максимально збільшити інформацію, отриману від кожного окремого зразка. CyTOF забезпечує можливість фенотипного та функціонального профілювання клітин у нормальних та хворобливих станах. Одноклітинні технології дозволяють дослідникам вимірювати ефекти ліків на рівні окремих клітин та краще розуміти механізм його дії. Тут ми обговорюємо нові інструменти для аналізу індивідуальних біологічних клітин, впливу останніх інновацій на підтримку розробки ліків та важливу роль CyTOF у профілюванні ліків.
Технологія CyTOF являє собою нову тому, що вона аналізує окремі клітини, мічені стабільними ізотопами важких металів за допомогою TOF – індуктивно пов'язаної плазмою технології мас – спектрометрії (TOF – ICPMS). Це може розширити кількість вимірюваних маркерів за рахунок подолання обмежень, що виникають через спектральне перекриття між сигналами від різних флуоресцентних міток, і є захоплюючим новим напрямом досліджень. Однак поточна практика проточної цитометрії все ще обмежена необхідністю мати антитіла до мішені, що цікавить. Маючи більше 120 доступних каналів виявлення, CyTOF має можливість одночасно визначати кілька елементарних зондів на комірку з високою швидкістю збору даних без необхідності компенсації, тим самим максимізуючи інформацію для кожної комірки, отриману з одного зразка. Сучасні методи CyTOF дозволяють виявляти 40 параметрів лише на рівні окремих осередків; ця ємність буде збільшуватись у міру того, як стане доступно більше ізотопів. Ці можливості надають дослідникам раніше недосяжну можливість генерувати фенотипічні та функціональні профілі з високою роздільною здатністю клітин як у нормальному, так і у хворобливому стані [35, 36].
За останні кілька десятиліть проточна цитометрія змінила визначення галузі біології, значно розширивши наше розуміння клітин, імунології та мікробіології. Проточна цитометрія нещодавно породила проточну вірометрію – новий спосіб виявлення, аналізу та характеристики окремих вірусних частинок. Виявлення вірусів за допомогою проточної цитометрії можливе завдяки вдосконаленню існуючих проточних цитометрів, методів калібрування та налаштування. Недавнє зародження та нові застосування проточної вірометрії, а також прогресивну еволюцію цього інструменту забеспечило швидкий розвиток галузі вірусології. 

Виявлення вірусів за допомогою проточної цитометрії стало можливим після індивідуального удосконалення проточних цитометрів. Ці поліпшення зрештою призвели до створення сучасних проточних цитометрів, які мають нижчу межу виявлення для дрібніших частинок. Важливо відзначити, що більшість проточних цитометрів не призначені для виявлення дрібніших частинок, таких як віруси, проте модифікації проточного цитометра у поєднанні з визначенням фонового шуму, покращеними буферами, відповідним гейтуванням і калібруванням зі стандартними кульками можуть призводити до виявлення дрібних частинок.

Проточні цитометри різних типів, що є у продажу, будуть пропонувати різні результати і методи виявлення. Залежно від необхідності розрізнення частинок за розміром, сортуванням тощо. буд. Дослідники можуть вибрати використання конкретного проточного цитометра. Основними темами проточних цитометрів, які, як повідомлялося, успішно виявляють віруси, є капілярні рідинні системи, оснащені потужними лазерами, оптичними технологіями, фільтрами та покращеними детекторами прямого/бічного розсіювання (FSC/SSC), а також покращеними фотомножниками (замість фотодіоди). Змінені налаштування цитометрів, що використовуються для виявлення вірусів, включають високий тиск, регулювання напруги фотопомножувача та повільну швидкість збирання зразків (Таблиця 1.3.4) [37, 38].
Таблиця 1.3.4 Налаштування цитометрів
	Проточний цитометр
	Компанія
	Лазер/
Обладнаний
	Модифікації/ Стратегії
посилення

	Норма
вибірки
	
Виявлені частинки
	Сортування
	Довідка

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	FACSort
	Бектон Дікінсон
	Лазер з пов. олодженням 15 мВт при 488 нм Стандартний фільтр
	Стандартний фільтр, розведений вірус
	50 мкл/хв
	Бактеріофаги, забарвлені SYBR Green-I
	−
	Марі та ін., 1999

	FACSCalibur
	Бектон Дікінсон
	Лазер з пов. охолодженням 15 мВт при 488 нм Станд. фільтр
	Стандартний фільтр
	50 мкл/хв
	Кілька вірусів, забарвлених SYBR Green-I Influenza A
	−
	Brussaard et al., 2000; Brussaard et al., 2004 ; Ян  2005
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	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	ЕПОС 753
	Coulter Corp.
	5 Вт аргоно-іонний лазер 488 нм; Вихідна потужність 750 мВт
	кварцова плоскоопукла фокусна лінза з фокусною відстанню 38 мм; Проточна комірка Biosense; Детектор PMT з розсіюванням світла під переднім кутом
	--
	Морські віруси, забарвлені SYBR Gold
	−
	Чен та ін., 2001

	EPICS XL-MCL
	Бекман Коултер
	15 мВт аргоно-іонний лазер 488 нм
	550 нм довгопрохідний дихроічний фільтр; Смуговий фільтр 525 нм. Напруга фотопомножувача відрегульована
	10 мкл/хв
	Бакуловірус, забарвлений SYBR-Green I
	−
	Шен та ін., 2002
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	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Люмінекс 100
	Luminex Corp.
	твердотільний лазер 532 нм; 635 нм червоний діодний лазер
	--
	--
	Мікросфери, зв’язані з вірусами грипу А і В, кульки Luminex 100 LabMAP з диференційним кольором
	−
	Ян та ін., 2005

	FC500
	Бекман Коултер
	--
	--
	--
	мікрогранули; Розрізняє дрібні намистини та більші намистини
	−
	Лакруа та ін., 2010
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	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Галліос
	Бекман Коултер
	--
	Сигнал диференціального посилення між внутрішнім і зовнішнім кутами N (1–8°), W (1–19°), W2 (8–19°) варіанти збору кутів; ширший кут збирання може найкраще виявити дрібні частинки
	--
	мікрогранули; Розрізняє намистини 0,3, 0,5 та 0,9 мкм
	−
	Лакруа та ін., 2010

	Приплив
	BD наук
	--
	Система Pinhole
	--
	мікрогранули; Розрізняє намистини 0,3, 0,5 та 0,9 мкм
	−
	Lacroix et al., 2010 Martinez et al., 2014
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	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Apogee A50 Micro
	Apogee Flow Systems
	70 мВт 405 нм лазер; Лазер 200 мВт 488 нм
	Тонка оптична технологія; Трубка фотопомножувача налаштована на високу чутливість 150 мбар тиск рідини в оболонці Детектор світлорозсіювання великого кута (LALS) Детектор світлорозсіювання малого кута (SALS)
	1,5 мкл/хв або 2000–6000 частинок с -1
	мікрогранули; Дискримінаційні дуже добре в межах від 0,3, 0,5 і 0,9 мкм кульок; HCMV
	−
	Лакруа та ін., 2010 ; Власак та ін., 2016 ; Бонар та ін., 2017

	Guava easyCyte 8HT
	Millipore
	--
	Стандартний фільтр Напруга фотопомножувача регулюється
	--
	Імуномічені вірусні частинки Nipah, псевдотипні вірусні кульки
	−
	Ландовський та ін., 2014
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	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	FACSAria (I або II або Fusion) Спеціальне замовлення (SORP)
	BD Biosciences
	355-, 407-, 488-, 640-, 594 нм лазери
	Потужний 488 нм 300 мВт лазер спеціального замовлення Змінна цифрова система фокусування та програмне забезпечення для лазерної настройки (Coherent Inc.) Високочутливий фотопомножувач (FCS-PMT) Покращена оптика збирання Потужні лазери, детектор PMT-SSC, фільтр 1,0 FCS ND 70 мкм насадка; тиск оболонки 70 фунтів на квадратний дюйм
	--
	бактеріфаги E. Coli λ і T4; вірус хуніну; капсиди ВПГ-1 із забарвленою ДНК; Pandoravirus, Mimivirus, Faustovirus, Marseillevirus всі забарвлені зеленими кульками SYBR
	+
	Аллен та ін., 2011 ; Лорет та ін., 2012 ; Годін та ін., 2015 ; Власак та ін., 2016 ; Бонар та ін., 2017 ; Білалі та ін., 2017 ; Халіл та ін., 2017 ;
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	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	MoFlo ® Astrios ™ EQ
	Бекман
	
	насадка 100 мкм; Тиск оболонки 27 psi
	--
	Вірус вакцини
	+
	Тан та ін., 2016


1.3.5 Порівнльна оцінка цитоморфометричного методу аналізу чоловічої фертильності (оцінки структури хроматину сперматозоїдів), та цитоморфометричного методу оцінки лімфоцитів переферичної крові.
Вирішальне значення для валідності будь-якого тесту – його точність та достовірність. Без сумніву можна сказати, що FCM безцінний для виконання цієї вимоги для тестів SCSA та TUNEL. Вимірювання за допомогою FCM виконується дуже швидко з винятковою механічною точністю, що дозволяє уникнути спотворень людського ока. І SCSA, і тест TUNEL вимірюють від п'яти до десяти тисяч окремих осередків по одному зі швидкістю близько 250 осередків/сек. SCSA має істотну перевагу, що полягає в тому, що він дозволяє вимірювати подвійні параметри. Таким чином, кожен сперматозоїд характеризується 1024×1024 одиниць (каналів) зеленої флуоресценції порівняно з червоною. Дані представлені у вигляді точкового графіка (по одній точці на кожну з 5000 сперматозоїдів) з осями X та Y 1024 каналів або 1024 ступеня пошкодження ДНК, як показано на (Рисунок 1.3.5) [39, 40, 41].
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Рисунок 1.3.5 Ступені пошкодження ДНК
Дані SCSA для клінічного звіту. (A) Вихідні дані проточного цитометра, що показують кожну із 5000 сперматозоїдів у вигляді однієї точки на діаграмі розсіювання. Y = фарбування нативної ДНК, X = фрагментована ДНК; висока фарбування ДНК (HDS) сперматозоїдів з неконденсованим хроматином; (B) перетворення програмного забезпечення SCSA soft ® в: Y = загальна офарблюваність ДНК, X = індекс фрагментації ДНК; (C) частотна гістограма даних на середній панелі. Три рівні фрагментації ДНК: невиявлений, середній рівень та високий рівень. SCSA, аналіз структури хроматину сперматозоїдів [39].
1.4 Вплив різних факторів і речовин на репродуктивну функцію

Фертильний (репродуктивний) вік — період в житті жінки, протягом якого вона здатна до виношування та народження дитини.
В демографії фертильний (репродуктивний) вік вважається від 15 до 49 років, у країнах з низькою народжуваністю — від 15 до 44 років (у цілих роках). Загальне число народжених, і, відповідно, загальний коефіцієнт народжуваності залежить від частки жінок у фертильному (репродуктивному) віці в суспільств. Чим більше ця частка, тим за інших рівних умов більше загальне число народжених і загальний коефіцієнт народжуваності [42].
Пік фертильного періоду може істотно варіюватися навіть у жінок з регулярним менструальним циклом.

Вірогідність зачаття залишається відносно незмінною від циклу до циклу в окремих індивідуумів, у цілому в популяції вона зазвичай є найбільш високою протягом перших місяців регулярного статевого життя без використання протизаплідних засобів або потрапляння сперми до жіночих статевих шляхів, після того поступово знижується [43].
Поняття «фертильність» належить до демографічних показників (характеризують стан і якісний склад населення). У демографії цим терміном позначають репродуктивну здатність жінки, чи здатність жінки до дітонародження. Для кількісного вираження цієї характеристики в популяційному масштабі використовують коєфіцієнти:
1) Загальний коефіцієнт фертільності — середне число дітей, що були народжені однією жінкою [44].
2) Брутто-коефіцієнт відтворення населення — обчислюється на основі кількості дівчаток, яка в середньому народжує кожна жінка за весь свій репродуктивний період і дорівнює сумарному коефіцієнту народжуваності, помноженому на частку дівчаток серед новонароджених.

3) Нетто-коефіцієнт відтворення населення — середнє число дівчаток, народжених жінкою за все життя і дожили до кінця репродуктивного періоду при даних рівнях народжуваності і смертності.

Демографія вивчає лише фертильність людини, в той час як популяційна біологія вивчає фертильність всіх живих організмів. Народжуваність може вимірюватись кількісно, фертильність (плодючість) — ні.

У фізіологічному плані під фертильністю розуміють здатність жіночого чи чоловічого організму до участі в заплідненні та народженні дитини. Чоловіча фертильність часто зводиться до поняття «фертильності сперматозоїдів». Фертильність варіюється серед різних груп населення та знижується з віком як у чоловіків, так і в жінок, однак ефект старіння є набагато більш вираженим серед осіб жіночої статі.

На чоловічу фертильність впливають наступні фактори:

- куріння і вживання алкогольних напоїв;

- анаболічні стероїди;

- підвищення температури тіла в області яєчок, наприклад, при відвідуванні сауни;

- надлишок ваги;

- брак вітаміну С і цинку;

- запальні хвороби сечостатевої сфери;

- особливості способу життя.

Вплив на зниження фертильності може бути бажаним — наприклад, у разі застосування засобів контрацепції і небажаним — вимушений прийом цитотоксичних лікарських засобів, що викликає зниження репродуктивної функції. Зниження фертильності може бути зворотним (частіші у чоловіків) і незворотним — коли відновлення репродуктивної функції неможливе [45]. Кореляції між оргазмом і фертильністю не встановлено.
Вітамін Е широко відомий як важливий антиоксидант, що захищає репродуктивну систему. Вільні радикали постійно виробляються в організмі людини через нестачу метаболізму та поживних речовин. Ці вільні радикали є відповідальними за виробництво окислювального стресу в організмі тварин. Це виробництво великого окисного стресу справило згубний вплив на  переданий генетичний матеріал та різні інші параметри чоловіків. Цей дисбаланс між антиоксидантами та окислювальним стресом призводить до безпліддя у чоловіків. Антиоксиданти відіграють важливу роль у усуненні цих вільних радикалів в організмі. Вітамін Е - один із найкращих антиоксидантів для зняття окисного стресу в чоловічій репродуктивній системі. Його вживання збільшує репродуктивні функції та ефективність чоловічої репродуктивної системи. Дефіцит цього вітаміну призводить до дегенерації зародкового епітелію та клітин Лейдіга у насіннєвих канальцях. Використання селену та вітаміну Е надає синергетичний вплив на чоловічу репродуктивну систему [46].
2 Матеріали та методи дослідження

2.1 Об’єкт та предмет дослідження

Група із 10 людей віком 40-45 років та група із 10 людей віком 45-50 років. Взяття їх венозної крові для дослідження. Лімфоцити периферичної крові осіб зрілого віку у яких спостерігається згасання репродуктивної функції, або іншими словами фертильності.
2.2 Методи дослідження

2.2.1 Визначення кількості лейкоцитів та лейкограми периферичної крові за методом П’ятницького 
Обладнання: скляні піпетки П’ятницього на 0,38 мл, капіляри об’ємом 0,02 мл, лічильна камера із сіткою Горяєва, мікроскоп, пробірки Флоринського або флакони з-під антибіотиків. 

Реактиви: рідина Тюрка. 

Хід роботи. У пробірки Флоринського або флакони піпеткою вносять 0,38 мл розчину Тюрка, добавляють 0,02 мл крові. Отримують розведення у 20 разів. Перемішують і заправляють лічильну камеру. Підрахунок лейкоцитів ведуть так само, як і за використання меланжерного методу. Кількість лейкоцитів вираховують за такою ж формулою. Якщо піпеток П’ятницького об’ємом 0,38 мл немає, то 0,4 мл розчину Тюрка набирають звичайною піпеткою. 
Діагностичне значення. Кількість лейкоцитів залежить від виду тварин, віку та фізіологічного стану. Збільшення кількості лейкоцитів у крові називають лейкоцитозом. Лейкоцитоз буває фізіологічним, медикаментозним, реактивним і патологічним. 
До фізіологічних лейкоцитозів відносять: травний – спостерігається через 2–3 год після приймання корму; міогенний – кількість лейкоцитів збільшується під час м’язового навантаження; лейкоцитози вагітних і новонароджених. 

Медикаментозний лейкоцитоз виникає після парентерального введення білкових препаратів (протеїнотерапія), вакцин, сироваток, кортикостероїдів. Реактивний лейкоцитоз є супутником більшості інфекційних хвороб, деяких неінфекційних (пневмонія, перикардит, плеврит, перитоніт, ендометрит, мастит, гастроентерит та ін.). Вираженість лейкоцитозу залежить від характеру хвороби та реактивності організму. Зміни лейкоцитів мають захисний характер, оскільки в кров надходять зрілі клітини, здатні виконувати захисні функції. 
Реактивний лейкоцитоз буває абсолютним, коли збільшується загальна кількість лейкоцитів, і відносним, який характеризується збільшенням кількості лейкоцитів одного виду за рахунок інших. 

За патологічного лейкоцитозу, на відміну від фізіологічного, у крові з’являються лейкоцити зі зміненою структурою, морфологічно і функціонально незрілі, що є показником органічних змін органів кровотворення (пухлини, лейкоз). Окрім того, зміни у разі реактивного лейкоцитозу тимчасові і з поліпшенням стану здоров’я тварин склад крові нормалізується, а за лейкозу зміни крові стійкі; реактивний лейкоцитоз супроводжується помірним збільшенням кількості лейкоцитів, яка не перевищує меж, характерних для сублейкемічної стадії лейкозу (20–30 тис. в 1 мкл у великої рогатої худоби). 

Зменшення кількості лейкоцитів називається лейкопенією, що завжди є патологічним явищем, показником зниження реактивності організму. Особливо небезпечна лейкопенія під час захворювань, які, як правило, супроводжуються лейкоцитозом. Лейкопенія може бути зумовлена: а) посиленим руйнуванням лейкоцитів у кров’яному руслі під впливом лейкоаглютинінів (класична чума свиней, сальмонельоз телят та опромінення радіонуклідами; б) пригніченням функції органів лейкопоезу продуктами життєдіяльності бактерій, грибів, вірусів, деякими отрутами, лікарськими засобами, іонізуючим випромінюванням. Часто токсичні речовини спричинюють органічні зміни органів лейкоцитопоезу [5, 47, 48].
2.2.2 Лейкограма підрахунок 
Визначення кількості лейкоцитів пробірковим способом за П’ятницьким.
У лунці планшета для сірологічних досліджень дозованою варіпіпеткою відміряють 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти. Узяту для дослідження кров видувають з капіляра на чисті знежирені стекла і відміряють дозованою мікропіпеткою 0,02 мл (20 мкл) крові, яку вносять в лунку з 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти. В цьому випадку розведення крові виходить 1:20. Порцію крові перемішують піпетуванням тією ж піпеткою і залишають на 1-2 хв. до повного лізису еритроцитів. Підрахунок лейкоцитів проводять в рахунковій камері Горяєва. Рахункова камера є скляною пластинкою, що має невелике поглиблення в центрі, куди поміщається розведена кров. На дні поглиблення вигравійовано дві сітки, розділені одна від одної подовжнім і двома поперечними жолобами. Перед підрахунком формених елементів крові на камеру обережно кладуть знежирене покривне скло і притирають його до країв камери шляхом притиснення великими пальцями обох рук і легкими зсувами покривного скла вгору і вниз. Доказом щільності прилягання покривного скла є поява веселкових ліній, так званих кілець Ньютона, по притертим його краям.
Оскільки покривне скло накладають на бічні пластинки рахункової камери, цим створюється поглиблення, яке закрите з двох сторін (притертих) і відкрите з двох зовнішніх сторін у вигляді щілин. Через ці щілини рахункова камера заповнюється суспензією лейкоцитів. Для заповнення камери суспензію лейкоцитів в лунці з кислотою ретельно перемішують мікропіпеткою і невелику порцію суспензії піпеткою доставляють до щілини камери. Суспензія клітин, витікаючи з мікропіпетки заповнює камеру, надлишок рідини стече в жолоби. Іншу частину камери можна заповнити суспензією клітин наступного зразка лейкоцитів. Після того, як рахункова камера заповниться суспензією клітин, приступають до підрахунку лейкоцитів. Експозиція в камері Горяєва суспензії 14 клітин складає близько 1 хвилини для їх рівномірного осідання на поверхні камери. Для підрахунку лейкоцитів камеру розглядають під мікроскопом і рахують формені елементи, що лежать в сітці Горяєва. Сітка Горяєва складається з 225 великих квадратів (по 15 в кожному з рядів), 25 з них розділені на 15 маленьких квадратів (для підрахунку еритроцитів) і 100 великих порожніх квадратів зібрано в групи по 4 квадрати кожна (для підрахунку лейкоцитів). Сторони малого квадрата рівні 0,05 мм; отже площа його рівна 0,0025 мм2; глибина рахункової камери рівна 0,1 мм, тому об’єм малого квадрата рівний 0,00025 мм3. Великий квадрат сітки Горяєва складається з 16 малих квадратів, отже має S=0,04 мм2, а V=0,004 мм3. Лейкоцити підраховують у 100 великих порожніх квадратах (20 x5) площа яких рівна 4 мм2 (площа одного великого квадрата дорівнює 0,04 мм2).
Кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих порожніх квадратах, ділять на 4 і перемножують на 200, одержують кількість лейкоцитів в 1мм3 крові. Ділять на 4 з розрахунку загальної площі 100 великих порожніх квадратів, рівної 4 мм2. Перемножують з розрахунку, що ступінь розведення крові дорівнює 20 (0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти і 0,02 мл крові), а глибина камери 0,1 мм. Замість вище приведених розрахунків можна кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих квадратах, помножити на 50 (якщо врахувати попередні розрахунки: 200:4=50). Для того, щоб повторно не підрахувати один і той же лейкоцит, потрібно суворо дотримуватися певного порядку: 
- рахувати ряди великих порожніх квадратів зліва направо і справа наліво, переміщуючи камеру на один ряд зверху вниз;
- у кожному квадраті потрібно рахувати елементи, що лежать в середині, а також на лівому та верхньому боці камери. [5, 47, 48].

2.2.3 Цитоморфометричний метод
Цитоморфометричні дослідження проводяться у мазках паралельно з
визначенням лейкоцитарної формули крові шляхом виміру діаметра 200
лімфоцитів на площі половини мазка, приготовленого з відповідного зразка
крові. Виміри лімфоцитів при цитоморфометричному аналізі проводилися при збільшенні об. 100х; ок. 7х за допомогою окуляр-мікрометра, ціну розподілу якого в мікрометрах (мкм) встановлюють за об'єкт-мікрометром. Визначають два діаметри лімфоцита – максимальний і мінімальний, потім встановлюють його середнє значення. Складають варіаційний ряд з інтервалом у 1 мкм. Лімфоцити об'єднують в групи: малі лімфоцити, із діаметром до 6,5 мкм (КЛ 6,0 мкм); середні, з діаметром від 7 до 9 мкм (КЛ 7-9 мкм); великі – 10 мкм і більше (КЛ≥10 мкм) [49, 50]. 

Крім варіації частот розмірних класів при цитоморфометричному аналізі обчислюють середній діаметр лімфоцитів у препараті та введений для зручності інтепретації даних, отриманих у різних лабораторіях й уніфікації цитоморфометричного методу індекс розмірності відносний (ІРв) і в абсолютних одиницях (ІРа) (Формула 2.2.3) [51, 52].
                                   [image: image4.png]


                                     (2.2.3)

де а – частота КЛ≤6,5 мкм; б – КЛ 7-9 мкм; в – КЛ≥10 мкм, виражені у
відсотках.
Різні множники частот КЛ у чисельнику відбивають геометричну
прогресію розмірів лімфоцитів при бласттрансформації при імуногенезі після їх стимуляції. З урахуванням важливості в імунітеті кількісних зрушень клітин обчислюють ІРа за формулою: ІРа=ІРв х кількість лімфоцитів у Г/л [53, 54].
2.3 Статистична обробка данних

Статистична обробку результатів проводилася методом обчислення середньої арифметичної, помилки середньої арифметичної, середнього квадратичного відхилення. Вірогідність відмінностей між середніми величинами оцінювали за критерієм Ст’юдента [34, 36].
Важливим статистичним параметром є середня арифметична величина. Вона, в першу чергу, відображає найбільш типові значення ознаки. В загальному виді, середнє арифметичне значення є величина, навколо якої концентруються усі інші варіанти сукупності. Середня арифметична величина представляє собою відношення суми значень варіантів до числа варіант у виборці.

Математично це можна виразити слідуючою формулою 2.3.1:
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де Мх – середнє арифметичне ознаки (від англ. mean – середнє),

n – число варіант у виборці,

∑ - сумування значень варіантів (х).

Для оцінки мінливості ознаки найбільш широко використовується середнє квадратичне або стандартне відхилення, яке представляє собою співвідношення 2.3.2:
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                                                                                                                (2.3.2)  
З цієї формули видно, що при вирахуванні стандартного відхилення враховується різниця між окремим варіантом та середньою величиною         (х – Мх). при цьому кожне відхилення зводиться в квадрат для того, щоб нівелювати рівновагу негативних та позитивних відхилень варіант від середньої, так як ∑(х – Мх) = 0.

Для вирахування статистичної помилки використовують формулу 2.3.3:
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m – помилка середньої величини [31, 33].

В багатьох дослідженнях доводиться порівнювати різні вибірки між собою і тоді закономірно постає питання, - достовірні спостерігаємі відмінності між вибірками чи вони обумовлені лише деякими випадковими причинами.

Питання про достовірності відмінності двох вибірок, які порівнюються, зазвичай вирішується за допомогою критерію достовірності відмінностей (t - критерій), визначається за формулою 2.3.4:
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Прямі дужки показують, що результат вирахувань береться за модулем, тобто без урахування знака.

3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 Вивчення загального аналізу периферичної крові двох вікових груп людей
3.1.1 Кількість лейкоцитів та лімфоцитів периферичної крові у осіб віком 40-45 років.
Було підібрано 10 людей віком 40-45 років для взяття їх венозної крові. Після було проведено розрахунок кількості лімфоцитів у крові (у % та Абс. од.* 109) (Таблиця 3.1).
Таблицая 3.1 – Показники концентрації та кількості лімфоцитів у крові першої групи віком 40-45 років
	Донор, 40-45 років
	Кількість та концентрація лімфоцитів у крові
	Кількість лейкоцитів

	
	%
	Абс. од.
	тис/куб мм

	1
	2
	3
	4

	№1
	33
	3,4
	6,6

	№2
	25
	1,6
	5

	№3
	28
	1,9
	5,6

	№4
	36
	3,8
	7,2

	№5
	31
	3,1
	6,2

	№6
	33
	3,3
	6,6


продовження таблиці 3.1
	1
	2
	3
	4

	№7
	37
	4
	7,4

	№8
	35
	3,75
	7

	№9
	29
	2,9
	5,8

	№10
	34
	3,43
	6,8

	Х±mх
	32,1 (
1,17 
	3,12 ( 

0,26
	6,42 ( 

0,243


3.1.2 Підрахунок кількості лімфоцитів у групи людей віком 40-45 років

Було підібрано 10 людей віком 45-50 років для взяття їх венозної крові. Після було проведено розрахунок кількості лімфоцитів та лейкоцитів у крові (у відсотках та абс. од. *109) (Таблиця 3.2). 

Таблицая 3.2 –Показники концентрації та кількості лімфоцитів у крові першої групи віком 45-50 років. 
	Донор, 45-50 років
	Кількість та концентрація лімфоцитів у крові
	Кількість лейкоцитів

	
	%
	Абс. од. *109
	тис/куб мм

	№11
	26 
	1,6
	5,2

	№12
	24
	1,4
	4,8

	№13
	32
	3,2
	6,4

	№14
	21
	1,1
	4,2

	№15
	28
	1,9
	5,6


Продовження таблиці 3.2
	№16
	27
	1,85
	5,4

	№17
	29
	2
	5,8

	№18
	32
	2,3
	6,4

	№19
	26
	1,7
	5,2

	№20
	29
	2,1
	5,8

	Х±mх
	27,4 (
1,16
#
	1,92 ( 

0,185

*, ** ,***
	4,88 ( 
0,232

*, **, ***


Примітки: * - Між двома групами є суттєві відмінності за кількістю лімфоцитів або лейкоцитів при рівні вірогідності 0,95 оскільки Тф ≥ Tт
** - Між двома групами є суттєві відмінності за кількістю лімфоцитів або лейкоцитів при рівні вірогідності 0,99 оскільки Тф ≥ Tт

*** - Між двома групами є суттєві відмінності за кількістю лімфоцитів або лейкоцитів при рівні вірогідності 0,999 оскільки Тф ≥ Tт
# - Між двома групами немає суттєвих відмінностей, але є замітна різниця

Після проведення підрахунку кількості лімфоцитів другої групи людей та їх порівняння з першою, було виявлено значні відмінності за кількістю лімфоцитів у Абс. од. та лейкоцитів, що свідчить про зниження відносної кількості лімфоцитів та лейкоцитів у людей віком 45-50 років
3.2 Вивчення цитоморфометричних показників лімфоцитів двох вікових груп людей

3.2.1 Дослідження цитоморфометричних показників лімфоцитів осіб віком 40-45 років

Після підрахунку кількості лімфоцитів у крові, було проведено цитоморфометричне дослідження цих лімфоцитів у першій групі людей віком 40-45 років (Таблиця 3.3).
Після дослідження цитоморфометричних показників лімфоцитів першої вікової групи людей, не було виявлено значних відхилень від норм, але результати показують, що показники не виходять за межі норми.

Таблиця 3.3 – Цитоморфометричні показники лімфоцитів першої групи людей (віком 40-45 років)

	Донор,

40-45 років
	Цитоморфометричні класи лімфоцитів
	Серед. діам.,

мкм

	
	КЛ ≤ 6,0 мкм
	КЛ 7,0-9,0 мкм
	КЛ ≥ 10,0 мкм
	

	
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	№1
	12
	0,15
	78,75
	0,98
	9,25
	0,11
	7,80

	№2
	8
	0,11
	74
	0,92
	18
	0,22
	7,65

	№3
	9,5
	0,12
	78,5
	0,98
	12
	0,15
	7,78

	№4
	16
	0,21
	73,5
	0,92
	10,5
	0,13
	7,85

	№5
	15,5
	0,19
	75,5
	0,94
	9
	0,11
	7,70

	№6
	16,5
	0,21
	72,5
	0,90
	11
	0,13
	7,48

	№7
	20
	0,25
	66
	0,83
	14
	0,17
	7,19

	№8
	18,75
	0,24
	67,5
	0,85
	13,75
	0,17
	7,15

	№9
	14,5
	0,18
	76
	0,95
	9,5
	0,11
	7,35


Продовження таблиці 3.3
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	№10
	17
	0,22
	70
	0,88
	13
	0,16
	7,73

	Х±mх
	14,78 (
1,22
	0,188 (
0,02
	73,23( 1,37

	0,915 ( 0,02

	10,7 ( 0,32
	0,146 ( 0,01


	7,57 ( 0,08


3.2.2 Дослідження цитоморфометричних показників лімфоцитів осіб віком 45-50 років

Після підрахунку кількості лімфоцитів у крові, було проведено цитоморфометричне дослідження цих лімфоцитів у другій групі людей віком 45-50 років та їх порівняння з результатами першої групи (Таблиця 3.4).

Таблиця 3.4 − Цитоморфометричні показники лімфоцитів першох групи людей (віком 45-50 років)

	Донор,

45-50 років
	Цитоморфометричні класи лімфоцитів
	Серед. діам.,

мкм

	
	КЛ ≤ 6,0 мкм
	КЛ 7,0-9,0 мкм
	КЛ ≥ 10,0 мкм
	

	
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	№11
	8,5
	0,11
	79,25
	,1,09
	12,25
	0,15
	7,93

	№12
	7,5
	0,10
	74,5
	0,90
	18
	0,22
	7,72

	№13
	11,5
	0,15
	77,5
	0,95
	11
	0,14
	7,81

	№14
	10
	0,14
	77,5
	0,94
	12,5
	0,18
	7,90

	№15
	13
	0,19
	76,5
	0,93
	10,5
	0,12
	7,75

	№16
	13,5
	0,20
	74,5
	0,91
	12
	0,13
	7,63


Продовження таблиці 3.4
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	№17
	16
	0,23
	69
	0,85
	15
	0,21
	7,29

	№18
	17,25
	0,25
	68
	0,85
	14,75
	0,19
	7,17

	№19
	13,5
	0,19
	77
	0,95
	9,50
	0,10
	7,45

	№20
	14,5
	0,22
	71
	0,89
	14,5
	0,16
	7,43

	Х±mх
	12,53 ( 0,996#
	0,18 ( 0,02
	74,48 ( 1,23
	0,93 ( 0,02
	13,00 ( 0,83*
	0,16 ( 0,01
	7,61 ( 0,08


Примітки: 

1. * - Між двома групами є суттєві відмінності за кількістю лімфоцитів при рівні вірогідності 0,95 оскільки Тф ≥ Tт
2. # - Між двома групами немає суттєвих відмінностей, але є замітна різниця

Після дослідження цитоморфометричних показників лімфоцитів другої вікової групи людей та їх порівняння з результатами першої групи, було виявлено значні відхилення показників кількості групи великих лімфоцитів, а саме підвещення їх кількості, та було виявлено не значна, але замітна різниця у кількості групи малих лімфоцитів, а саме їх знижена кількість. 
3.3 Розрахунки об'єму лімфоцитів
Знаючи середній розмір лімфоцитів першої та другої групи, які становить 7,57 ( 0,082 та 7,608 ( 0,082 відповідно, отже можна розрахувати його відносний об'єм за формулою (3.3):  
                                   [image: image5.jpg]


                  (3.1)
де V- об'єм, п - число пі (3,1415), R - радіус [55, 56].
У результаті маємо приблизний об'єм лімфоцита який дорівнює 227,14 мкм3. Якщо враховувати похибку у 0,082 мкм (Таблиця 3.1), граничні показники об'єму будуть дорівнювати 219,84 мкм3 при мінімальному значенні радіуса та 234,60 мкм3 при максимальному.

Таким же чином можна вичислити об'єм лімфоцитів другої групи: 

При діаметрі у 7,608 об'єм лімфоцита буде 230,57 мкм3
Якщо враховувати похибку у 0,082 мкм (Таблиця 3.2), то граничними показниками об'єму будуть: 223,2 мкм3 при мінімальному значенні радуса та 238,11 мкм3 при максимальному.

Опираючись на ці дані можна зробити відповідні розрахунки для класифікації малих, середніх та великих лімфоцитів. 
Оскільки діаметр малих лімфоцитів ≤ 6,0 мкм, можна зробити висновок, що показники об'єму для малих лімфоцитів ≤ 113,097 мкм3.

Таким же чином можна визначити граничні показники об'єму для середніх лімфоцитів, діаметр яких дорівнює 7,0-9,0 мкм, отже їх показник об'єму буде 179,59-381,70 мкм3.
Для великих лімфоцитів, діаметр яких ≥ 10,0 мкм, показник об'єму відповідно буде дорівнювати  ≥ 523,60 мкм3.

4 ОХОРОНА ПРАЦІ

В ході моєї роботи над цитоморфометричними показниками лімфоцитів периферичної крові  у осіб зрілого віку при згасанні репродуктивної функції, я працював на кафедрі фізіології, імунології і біохімії з курсом цивільного захисту і медицини, моїм науковим керівником була кандидат біологічних наук, доцент, Копійка В. В. Пройшов інструктаж з охорони праці за інструкцією № 276 та інструкцією з пожежної безпеки № 62.
Основні небезпечні виробничі фактори при виконанні роботи – це електроприлади, хімічні і біологічні матеріали а також легкозаймисті й пожежонебезпечні реактиви та матеріали [57, 58].
4.1 Безпека роботи з електроприладами

Враховуючи те, що для оформлення даної роботи  неможливо обійтись без комп’ютерної техніки, дотримувалась при роботі певних правил. До роботи на комп’ютері допускаються особи, що пройшли навчання та інструктаж з охорони праці. Усі особи, що працюють на комп’ютері, повинні знати засоби захисту та прийоми надання першої долікарської допомоги.

Під’єднання комп’ютерів до електричної мережі здійснюється тільки через спеціально встановлені електричні розетки або вилки із заземленням.

Площа, що припадає на працюючого з дисплеєм, повинна бути не менше 6,0 метрів, відстань між робочими місцями повинна бути не менше 1,5 метрів в ряду, і не менше 1,25 метрів між рядками. В приміщеннях, обладнаних відео терміналом, стіни слід фарбувати фарбами пастельних тонів. Фарбованим поверхням слід надавати матову фактуру. Допустимі рівні температури повітря в дисплейних залах +22 градусів – +24 градусів і швидкість руху повітря не менше 0,2 метрів на секунду.

Щоб запобігти впливу шкідливих променів не сідала ближче до екрану ніж 50–70 сантиметрів, це високочастотні електромагнітні випромінювання, що виникають в процесі одержання зображення на екрані монітору.

Враховуючи, що тривала робота з комп’ютером призводить до іонізації приміщення позитивними та негативними іонами, через кожні 80 хвилин робив перерви. В цей час провітрювалась кімната. Так як праця з комп’ютером є роботою з тривалим перебуванням в фіксованій позі, я виконував під час перерви фізичні вправи та вправи для очей.

При виникненні аварійної ситуації металоконструкції ЕОМ опинилася під напругою. При доторканні до неї відчувається проходження струму. При спалахуванні проводки в середині апаратури – необхідно вимкнути електроспоживання ЕОМ, вимкнувши вилку. При необхідності гасіння пожежі використати вогнегасник. При виникненні аварійної ситуації повідомити керівника, або представника кафедри. Після закінчення робіт необхідно від’єднати апаратуру від електромережі.

На всі види робіт, що являють собою потенціальну небезпеку повинна бути підготовлена документація, що узгоджується з керівником робіт. Щоб запобігти виникненню нещасних випадків, пожеж і вибухів студентам слід вивчити і чітко виконувати правила з техніки безпеки, виробничої санітарії й пожежної профілактики. З метою запобігання нещасним випадкам в навчальній лабораторії, експерименти треба проводити акуратно, уважно та з достатнім знайомством із приладами, інструментами, властивостями речовин і правилами безпеки робіт. Допуск до самостійної роботи студентів проводиться після проходження вступного інструктажу з охорони праці з документальним оформленням у журналі лабораторії. Студенти, лаборанти та викладачі повинні бути в спеціальному одязі (халат, окуляри, маска, рукавички) в залежності від виду роботи, яка безпосередньо виконується під час лабораторної роботи. Під час проведення експериментальних робіт, що пов’язані  з використанням рослин, хімічних реактивів, газів, необхідно проводити спеціальний інструктаж з охорони праці для студентів що приймають участь в досліді та обов’язково реєструвати інструктаж у відповідних журналах. Всі прилади, які використовуються в лабораторії повинні бути заземлені. Утримання та використання в лабораторії для наукових та навчальних цілей кислот, горючих рідин, газів і інших матеріалів, що являють собою небезпеку не повинно перевищувати добових норм. В лабораторії палити заборонено. Студент може відмовитись від дорученої роботи, якщо склалася виробнича ситуація, що небезпечна для життя чи здоров’я, або оточуючих його товаришів [59, 60].
4.2 Правила техніки безпеки при роботі у лабораторії

Студенти повинні одягти спеціальний одяг і отримати дозвіл на виконання роботи. Не дозволяється знаходитись в лабораторії у верхньому одязі. Перевірити захисне заземлення (занулення) на приладах, котрі будуть задіяні у роботі. Упевнитись в наявності засобів гасіння вогню і надання першої долікарської допомоги. Перед початком роботи уважно ознайомитись із правилами безпеки робіт, обладнанням та отримати дозвіл викладача розпочати  роботу [61].
У лабораторії ніколи не працював наодинці, так як наявність другої особи необхідна для надання допомоги при нещасних випадках.

У лабораторії використовував при роботі, як колективні, так і індивідуальні засоби та заходи. Працював у лабораторії у зручному одязі, який не стримував рухів, мав свій окремий рушник для витирання рук, індивідуальні окуляри для захисту попадання різного хімічного матеріалу в очі. Уся апаратура, хімічні матеріали та посуд у якому ми проводили дослідження використовувалась усіма працівниками нашої лабораторії та являлися колективним засобами.

Лабораторія – це окремне приміщення, в ньому формується свій мікроклімат, який впливає на здоров’я людини. Під оптимальними мікрокліматичними умовами розуміють такі сполучення характеристик мікроклімату, які забезпечують при систематичній дії нормальне функціонування організму не напружуючи механізми терморегуляції. Показники, які характеризують мікроклімат: відносна вологість повітря, температура повітря, швидкість руху повітря, атмосферний тиск.

Температура повітря була оптимальною (18–20 градусів). Відхилення температури може приводити до порушень роботи організму людини. Відносна вологість повітря була така як в навколишньому середовищі. При підвищенні відносної вологості існує ймовірність порушення тепловіддачі і зниження працездатності людини. Оптимальна швидкість руху повітря у приміщенні – 0,25–0,3 метрів на секунду.

Атмосферний тиск в лабораторії такий, як і в навколишньому середовищі. Оптимальним вважають атмосферний тиск – 760 міліметрів Людина же може виконувати роботу в інтервалі 550–950 міліметрів.

Важливу роль при роботі в лабораторії має провітрювання. Склад повітря: кисень – 20,93 відсотка; вуглекислий газ – 0,04 відсотка; азот – 78 відсотка; інертні гази – 0,94 відсотки. Провітрювання необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу. Щоб запобігти переохолодженню та пов’язаних з цим захворювань надмірних протягів не влаштовувала.

Освітлення – використання світлової енергії сонця та штучного освітлення для забезпечення нормального здорового сприйняття. Світло необхідно для збереження здоров’я та для підтримки високої продуктивності праці. При виконанні своєї роботи використовувала природне та штучне освітлення. Природне – створюється природними джерелами – сонячними променями. Штучне – створюється електроприладами. Відповідно до норми освітлення повинно бути 400, але можуть бути зміни цього показника в залежності від роботи. Припустимі мікрокліматичні умови не повинні порушувати стан здоров’я людини. Працював в лабораторії в комфортних умовах.

Правила роботи з електроприладами були вивішені на видному місці. Згідно з цими правилами ніколи не розкривав електрообладнання та не робив в ньому ремонт, не використовував електроприлади з ушкодженою ізоляцією, а також не працювала з незаземленим обладнанням.

Перед початком роботи прилади перевірялися на справність, перевірялася цілісність дротів та електропилки, проводилася перевірка заземлення (занурення) приладів, для яких це передбачене інструкцією. З усіма приладами я працював у присутності лаборанта та чітко дотримуючись їх інструкцій та паспортів заводу виробника. Після закінчення дослідів, а також коли прилад був тимчасово не потрібен він був відключений від електромережі. Використовувалися лише діючі прилади, що пройшли обов’язків профілактичний огляд та перевірку.

У разі виникнення непередбаченої ситуації міг би застосувати знання, отримані при вивченні охорони праці та надати медичну допомогу у разі потреби, знаючи, що перша медична допомога потерпілим повинна надаватись негайно та правильно. У всіх випадках потерпілому забезпечується спокій, приток свіжого повітря. При роботі в лабораторії можуть виникати травми різного характеру  внаслідок  невмілого використання приладів та ін. Будь-яку рану очищують від забруднення, змазують краї спиртовим розчином йоду (рану промивати водою не можна), її дезінфікують 3 відсотковим розчином перекису водню, накладають 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: зняти обгорілі шматки одягу, обробити обпечену поверхню 96 відсотків спиртом та накласти пов’язку з протиоопіковою маззю.

При роботі з хімічними реактивами обов’язковий спецодяг (халат з бавовняної тканини) згідно ст. 163 кодексу законів про працю України і ДНАОП 0.00-4.26-96.

У тканині не повинно бути добавок синтетичних волокон,тому що у випадку займання оплавлені частини халату важко видалити з одягу.

При проведенні дослідів у лабораторії застосовується хімічний посуд: загального і спеціального призначення, і мірний. 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 раковини не можна виливати і викидати концентровані розчини кислот і лугів, отруйні речовини і т.ін. При виливані в раковини таких речовин можливе їхнє випаровування й отруєння повітря лабораторії. Концентровані кислоти і луги необхідно попередньо сильно розбавити чи нейтралізувати, щоб уникнути руйнування каналізаційної мережі].

Всі легкозаймисті й пожежонебезпечні реактиви та матеріали зберігаються у герметичній шафі; луги й кислоти знаходяться окремо одне від одного. Легкі рідини містяться у хімічному посуді, що щільно закривається.

При проведенні дослідження працював у гумових рукавичках, мив руки після проведення експерименту, так як досліджуванні могли мати шкірні захворювання.

Кожен студент після виконання роботи здає реактиви та скляний посуд лаборанту. Після закінчення заняття або експерименту викладач, що його проводив, обов’язково оглядає приміщення, перевіряє чи всі реактиви на своїх місцях, вимикає електроживлення і тільки після цього зачиняє його.

У разі виникнення екстремальної ситуації треба негайно повідомити керівника робіт. При попаданні їдких та отруйних речовин на шкіру, лиця, в очі необхідно мати в лабораторії в постійній готовності речовини для нейтралізації речовин, що потрапили на частини тіла уражену ділянку промити великою кількістю проточної води. При цьому потрібно пам’ятати, що мають у своєму складі алюміній органічні речовини при з’єднанні з водою запалюються. Тому їх змивати водою не можна. Після того як ми промили уражену ділянку приступаємо до нейтралізації: при опіках кислотою використовують 4 відсотковий розчин соди, а при опіках лугом – слабким розчином оцтової або лимонної кислоти, котрими змочують серветки, які накладають на опікову поверхню [62, 63].
У разі виникнення напруги на корпусах на обладнання, яке використовується, треба вимкнути мережу чи прилад. При попаданні під дію електричного струму працюючого студента, треба негайно вимкнути напругу, звільнити його з-під дії струму та надати першу долікарську допомогу. При виникненні пожежі, знати місце знаходження засобів пожежогасіння, вміти використовувати вуглекислотний або порошковий вогнегасник та різні підручні засоби. У всіх випадках виникнення екстремальних ситуацій треба вміти надати першу долікарську допомогу.

4.3 Вимоги протипожежної безпеки

Дотримувався правил протипожежної безпеки. При виникненні  пожежі, в першу чергу, дії повинні бути спрямованні 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 можливості здійснення даних дій, вийти з приміщення, щільно зачинити за собою двері та вікна щоб запобігти приливу свіжого повітря, що сприятиме швидкому поширенню вогню. Негайно викликати пожежну охорону.

В учбових аудиторіях, лабораторіях та кабінетах необхідно розміщати тільки необхідні для забезпечення учбового процесу меблі, а також прилади, обладнання, речі та інше, які повинні зберігатись на стаціонарно установлених стійках. Після закінчення занять всі пожежовибухонебезпечні матеріали і обладнання повинні бути прибрані із учбових приміщень в спеціально відведені і обладнані приміщення. Число робочих (парт) місць в учбових приміщеннях не повинно перевищувати граничної нормативної наповнюваності груп, яка встановлена нормами проектування вищих навчальних закладів [64, 65].
Приміщення повинні підтримуватись в чистоті. Електричні світильники повинні бути обладнані захисними прозорими розсіювачами світла. Настільні лампи, радіоприймачі, обчислювальні машини і т.п. дозволяється включати в мережу за допомогою штепсельних з’єднань промислового виробництва. Всі електроустановки повинні мати захист від струму короткого замикання та інших відхилень від нормальних режимів роботи, що можуть привести до виникнення пожежі.

Переносні електросвітильники повинні бути напругою не вище 36 В, виконані з дотриманням правил електробезпечності. Співробітники повинні знати пожежну безпеку хімічних речовин та матеріалів, які використовуються в навчальному та науковому процесах, способи їх гасіння і дотримуватись правил безпеки при роботі з ними. Забороняється користуватись відкритим вогнем та легкозаймистими матеріалами. Всі роботи, пов’язані з можливістю виділення токсичних і пожежовибухонебезпечних пару і газу, повинні проводитись тільки в витяжних шафах, обладнаних вентиляцією. Відпрацьовані ЛЗР і ГР необхідно збирати в спеціальну герметичну тару, яка в кінці роботи видаляється з приміщення для утилізації. Посуд з під ЛЗР і ГР, після закінчення дослідів, повинен терміново промиватися пожежобезпечними розчинами. Виходячи з приміщення не забувайте: вимикати освітлення, електроприлади і електроустаткування, перевіряти відсутність диму чи запаху горілого, закривати приміщення на замок.

Отже, дотримання правил техніки безпеки та охорони праці дозволило мені, безпечно виконати мою дипломну роботу та зберегти своє здоров’я. [66].
ВИСНОВКИ

1. Проаналізувавши вміст лейкоцитів та лімфоцитів периферичної крові у осіб двох вікових груп (40-45 років; 45-50 років), було виявлено зниження кількості лімфоцитів та лейкоцитів у другої групи людей віком 45-50 років відносно першої.

2. При вивченні цитоморфометричних показників лімфоцитів периферичної крові осіб 40-45 років та 45-50 років було виявлено суттєві відмінності у показниках кількості великих лімфоцитів другої групи, так же було виявлено не значні, але помітні відмінності у кількості малих лімфоцитів

3. Була розроблена математична модель розподілу груп малих, середніх та великих лімфоцитів за показниками їх  об'єму, спираючись на їх діаметри.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Дослідження були проведені за допомогою ручного підрахунку, але такі методи як: проточна цитометрія, мас-цитометрія можуть показати більш точні результати якщо виконувати подібні досліди на сучасних приладах які предназначені для таких методик, так же можна сказати, що більшість методит переходять на сучасні прилади (аналізатори), а ручна робота та підрахунки відходять на другий план. Такі більш сучасні методи з використанням проточних цитометрів будуть дуже корисними у клінічній мікробіології, фармакології, вірусології тощо. Отримані мною результати також можна використати та вдосконалити при використанні сучасного обладнання (цитометрів), та використовувати в імунології, клінічній біохімії для статистичного порівняння та прикладу.
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