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РЕФЕРАТ


Кваліфікаційна робота виконана на 50 сторінках друкованого тексту, містить 2 таблиці та 2 рисунка. Перелік посилань налічує 54 літературних джерела, з яких 37 – із закордонних видань.
На даний час спостерігається збільшення частоти репродуктивних розладів як у дикій природі, так і у людей, що пов’язано з впливом ендокринних дизрупторів. Їх дія у ранньому віці може мати негативний вплив на розвиток як статевих залоз, а також негативно відбиватися на довгостроковому репродуктивному здоров’ї. Отже дослідження, які поглиблюють уявлення про наслідки впливу ендокринних дизрупторів на репродуктивну систему, можуть стати підгрунттям для розробки програм екологічного спрямування, які мають на меті на збереження репродуктивного потенціалу природних популяцій. 
Об'єкт дослідження: гонади риб – самців та самиць Danio rerio.
Предмет дослідження: гістологічні показники гонад Danio rerio при впливі низьких концентрацій речовин із естрогенною активністтю.
Мета дослідження: вплив речовин із естрогенною активністтю на гістологічні показники гонад Danio rerio.
У кваліфікаційній роботі досліджено вплив речовин із естрогенною активованістю на гістологічні показники гонад Danio rerio. Показано що естрадіол та безнзофенон впливають на показники довжини та маси тіла риб, призводять до зменшення гонадосоматичного індексу та змінюють співвідношення різних стадій розвитку гамет у гонадах риб.
Новизна роботи полягає у досліджені впливу бензофенону на гістологічні показники гонад самців та самиць Danio rerio.
DANIO RERIO, ГОНАДИ, ЕНДОКРИННІ ДИЗРУПТОРИ, ГОНАДОСОМАТИЧНИЙ ІНДЕКС, ООГЕНЕЗ, СПЕРМАТОГЕНЕЗ


ABSTRACT


The qualification work is written on 52 pages of printed text, contains 2 tables and 6 figures. The list of references includes 54 literary sources, 37 of which are from foreign sources.
Currently, there is an increase in the frequency of reproductive disorders in both wildlife and humans, which is associated with the influence of endocrine disruptors. Exposure to them at an early age can have a negative impact on the development of both gonads and long-term reproductive health. Therefore, studies that deepen the understanding of the effects of endocrine disruptors on the reproductive system can become the basis for the development of environmental programs aimed at preserving the reproductive potential of natural populations. 
Object of study: gonads of fish - males and females Danio rerio.
Subject of the study: histological parameters of Danio rerio gonads under the influence of low concentrations of substances with estrogenic activity.
The aim of the study: the effect of substances with estrogenic activity on the histological parameters of the gonads of Danio rerio.
The qualification work investigated the effect of substances with estrogenic activity on the histological parameters of the gonads of Danio rerio. It was shown that estradiol and beznzophenone affect the length and body weight of fish, lead to a decrease in the gonadosomatic index and change the ratio of different stages of gamete development in fish gonads.
The novelty of the work is to study the effect of benzophenone on the histological parameters of the gonads of males and females of Danio rerio.
DANIO RERIO, GONADS, ENDOCRINE DISRUPTORS, GONADOSOMATIC INDEX, OOGENESIS, SPERMATOGENESIS
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Протягом останнього століття з’явилися численні докази того, що хімічні речовини, що порушують роботу ендокринної системи (ендокринні дизруптори), чинять негативний вплив на репродуктивне здоров’я. У всьому світі спостерігається збільшення частоти репродуктивних розладів як у дикій природі, так і у людей, що пов’язано з випадковим впливом ендокринних дизрупторів та збільшенням обсягів їх виробництва [1, 2]. 
Ряд епідеміологічних та експериментальних досліджень висвітлили наслідки раннього впливу та існування ключових періодів особливої чутливості організму до дії ендокринних дизрупторів під час його індивідуального розвитку. Дія ендокринних дизрупторів у ранньому віці може мати негативний вплив на розвиток як статевих залоз, так і репродуктивного тракту у цілому, а також неативно вибиватися на довгостроковому репродуктивному здоров’ї особин обох статей [1‒5].
Постійно зростаючі обсяги хімічних речовин, що надходять з очисних споруд, вимиваються з сільськогосподарських угідь, містяться в промислових або в побутових стоках, серед іншого, забруднюють водні екосистеми та чинять негативний вплив на популяції риб. В останні десятиліття вплив деяких з цих речовин (гормональних дизрупторів) на репродуктивну функцію риб перебуває в центрі уваги все більшої кількості дослідників. Але лише деякі дослідження стосувалися впливу гормональних дизрупторів на риб до настання статевої зрілості, і мало що відомо про їх точний спосіб дії [6, 7].
Тим не менш, наявні дані свідчать про те, що у риб вплив гормональних дизрупторів призводить до: 
1) порушення розвитку та статевої диференціації статевих залоз, що призводить до інтерсексуальності; 
2) аномальної диференціації статевих залоз, що впливає на кількість статевих клітин, призводячи до епізодів безпліддя; 
3) зміну термінів статевого дозрівання [6, 7].
Саме ці вищезазначені відомості зумовлюють актуальність досліджень у сфері визначення особливостей впливу гормональних дизрупторів на репродуктивну функцію організмів у дикій природі, та обумовили мету проведення даного дослідження.
Об'єкт дослідження: гонади риб – самців та самиць Danio rerio.
Предмет дослідження: гістологічні показники гонад Danio rerio при впливі низьких концентрацій речовин із естрогенною активністтю.
Мета дослідження: вплив речовин із естрогенною активністтю на гістологічні показники гонад Danio rerio.
Для досягнення визначеної мети дослідження вирішувались наступні завдання:
1) дослідити показники довжини та маси тіла самців та самиць Danio rerio при впливі низьких концентрацій речовин із ендокринною активністю;
2) визначити показники гонадосоматичного індексу самців та самиць Danio rerio при впливі низьких концентрацій речовин із ендокринною активністю; 
3) оцінити особливості овогенезу у самиць Danio rerio при впливі низьких концентрацій речовин із ендокринною активністю;
4) оцінити особливості сперматогенезу у самців Danio rerio при впливі низьких концентрацій речовин із ендокринною активністю.
У роботі були використані фізіологічні, токсикологічні, гістологічні, математичні та статистичні методи.
Новизна роботи полягає у досліджені впливу бензофенону на гістологічні показники самців та самиць Danio rerio.
У кваліфікаційній роботі показано що естрадіол та безнзофенон впливають на показники довжини та маси тіла риб у бік зменшення цих показників, призводять до зменшення гонадосоматичного індексу та змінюють співвідношення різних стадій розвитку гамет у гонадах риб, що може свідчити про негативні екологічні наслідки впливу ендокринних дизрупторів на репродуктивний потенціал природних популяцій риб.
Матеріали роботи були представлені на Х Регіональній науково-практичній конференції студентів, аспірантів та молодих вчених «Актуальні проблеми та перспективи розвитку природничих, медичних та фармацевтичних наук» (Запоріжжя, 2022).
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Постійно зростаючі обсяги хімічних речовин, що надходять з очисних споруд, вимиваються з сільськогосподарських угідь, містяться в промислових або в побутових стоках, серед іншого, забруднюють водні екосистеми та чинять негативний вплив на популяції риб. В останні десятиліття вплив деяких з цих речовин (гормональних дизрупторів) на репродуктивну функцію риб перебуває в центрі уваги все більшої кількості дослідників. Але лише деякі дослідження стосувалися впливу гормональних дизрупторів на риб до настання статевої зрілості, і мало що відомо про їх точний спосіб дії. Тим не менш, наявні дані свідчать про те, що у риб вплив гормональних дизрупторів призводить до: 
1) порушення розвитку та статевої диференціації статевих залоз, що призводить до інтерсексуальності; 
2) аномальної диференціації статевих залоз, що впливає на кількість статевих клітин, призводячи до епізодів безпліддя; 
3) зміну термінів статевого дозрівання [6, 7].
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З'єднання, що імітують естроген, можуть зв'язуватися з рецептором естрогену (ER) і активувати його в різних органах-мішенях, що призводить до наслідків порушень ендокринної системи, таким як ефекти розвитку і репродукції.
Стероїдні гормони можуть бути виявлені у стічних водах у низьких концентраціях, від пг/л до нг/л. При попаданні в організм вони викликають низку токсичних ефектів, імітуючи або блокуючи дію гормонів. Як забруднювачі вод стероїдні гормони вважаються найбільш сильнодіючими сполуками серед гормональних дизрупторів. Протягом останнього десятиліття гормональні дизруптори привернули увагу вчених через їх широке поширення та потенційно шкідливого впливу на дику природу та людину. Речовини, що класифікуються як гормональні дизруптори, мають різну хімічну конфігурацію та виробляються організмом або природним чином, наприклад естрогени та прогестагени, або синтетичним шляхом. Стероїдні гормони також можуть відігравати роль у динамічній регуляції соціальної поведінки риб  та у розвитку їх центральної нервової системи. Відомо, що зорові стимули можуть впливати на цю соціальну поведінку і що активність сітківки ока риб може бути сприйнятливою до забруднюючих речовин у воді. 
Рибка Даніо стала важливою тваринною моделлю для вивчення систем хребетних. У попередніх дослідженнях Silva et al. (2018) спостерігали посилення агресивної поведінки тіляпії (Oreochromis niloticus), коли тварини піддавалися впливу комплексу включення 17β-естрадіол-β-циклодекстрин [8]. Сантос та ін. (2016) спостерігали поведінкові зміни у сіамських бійцевих риб (Betta splendens), які зазнали впливу естрогенів та прогестинів. В інших дослідженнях були виявлені гістопатологічні зміни в гонадах рибок даніо (Danio rerio) при дії 17α-етинілестрадіолу. При впливі на D. rerio прогестерону та норгестрелу також спостерігалися токсичні ефекти. Однак дослідження, пов'язані з впливом на водних тварин комплексів включення між циклодекстринами і стероїдними гормонами та іншими комерційними формами цих гормонів, залишаються нечисленними і заслуговують на увагу, оскільки необхідно розуміти поведінку цих фармакологічно змінених речовин. Рибу можна використовувати як замінник для вивчення проблем зі здоров'ям людини або як індикатор стану навколишнього середовища, і, як відомо, вона є гарною експериментальною моделлю. У цьому дослідженні використовували рибок Даніо (Danio rerio) через їх сприятливі характеристики для токсикологічних досліджень, таких як прозорі яйця та швидкий розвиток ембріона. Крім того, геном рибки даніо подібний до (70%) генома людини [9].


[bookmark: _Toc121337080]1.3 Danio rerio як модельний організм для вивчення впливу речовин із фармакологічною активністю


Рибка Даніо Danio rerio - один з найбільш часто використовуваних видів риб у дослідженнях гормональних дизрупторів і використовується як модельний організм як в токсикології навколишнього середовища, так і в токсикології людини [10–13] і розуміння токсикокінетики органічних хімічних речовин в цьому організмі може полегшити екстраполяцію між видами.
[bookmark: _Hlk121336249]Рибки Даніо все частіше використовуються як модель хребетних тварин для відкриття ліків in vivo і для оцінки хімічної токсичності та безпеки [14]. Численні дослідження підтвердили, що рибки Даніо та ссавці схожі за своєю фізіологією, розвитком, метаболізмом та шляхами, і що реакція рибок даніо на токсичні речовини значною мірою передбачає реакцію ссавців. Токсичність розвитку та репродуктивної системи оцінки є важливою частиною профілювання безпеки нових ліків. Значна кількість кандидатів у ліки не пройшли доклінічні випробування через їх несприятливий вплив на розвиток та репродуктивну функцію. Порівняно із звичайним тестуванням на ссавців тестування рибок даніо для оцінки токсичності для розвитку та репродуктивної функції пропонує кілька переконливих експериментальних переваг, включаючи прозорість ембріона та личинки, більш високу продуктивність, більш короткий період тестування, нижчу вартість, меншу кількість необхідної сполуки, більш просте маніпулювання та пряму доставку з'єднання. Оцінки токсичності та безпеки з використанням Даніо рибок також були прийняті FDA і EMEA для затвердження нового дослідницького препарату (IND) [15].
[bookmark: _Toc121337081]

1.3.1 Загальні відомості про Danio rerio


Даніо Danio rerio - тропічна прісноводна риба, що мешкає в річках (в основному Ганг) гімалайського регіону Південної Азії, особливо в Індії, Непалі, Бутані, Пакистані, Бангладеш та М'янмі. Це кісткова риба (кісткова риба), що належить до сімейства коропових під класом Actinopterygii (риби з променевими плавцями, рис.1.1).
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Рисунок 1.1 – Рибка даніо (Danio rerio) та її ембріон. (A) Дорослі даніо. (B) Анатомія ембріона рибки даніо через 2 дні після запліднення (основні деталі будови) [10]

Рибка Даніо була вперше використана як біологічна модель Джорджа Стрейзінгера (Університет Орегона) в 1970-х роках, тому що вона була простіше, ніж миша, і нею було легко генетично маніпулювати. Колеги Штрайзінгера, особливо Чак Кіммел з його університету, були дуже вражені ідеєю використання ембріонів рибок Даніо, привабливіших для вивчення розвитку нервової системи [16].
Використання рибок Даніо як модельних організмів отримало імпульс у 1990-х роках, коли вони були використані для розробки двох великих генетичних мутантів, одного лауреатом Нобелівської премії Крістіаною Нуссляйн-Фольхард у Тюбінгені, Німеччина, а іншого Вольфгангом Драйвер. США. Ідентифікація мутантів є однією з найважливіших стратегій дослідження у різних галузях біології. 
Рибки Даніо мають багато фізіологічної та генетичної подібності з людьми, включаючи мозок, травний тракт, мускулатуру, судинну систему та вроджену імунну систему. Також 70% генів хвороб людини мають функціональну схожість з генами рибок Даніо [17].
Поширення використання Danio rerio через різноманітність їх характеристик, які роблять його корисним як модельний організм. Ембріон швидко розвивається поза матір'ю, оптично прозорий і тому легко доступний для експериментів та спостережень. Зародок розвивається дуже швидко, стадія бластули триває лише 3 год, а гаструляція завершується за 5 год; у ембріона у віці близько 18 годин можна побачити дуже добре розвинені вуха, очі, м'язи, що сегментують, і мозок, оскільки ембріон прозорий. До 24 години завершується сегментація та формується більшість первинних систем органів. До 72 год зародок вилуплюється з яєчної шкаралупи і протягом наступних 2 діб починає пошук їжі. Усього за 4 дні ембріон швидко перетворюється на маленьку версію дорослого. Швидкий розвиток спрощує розробку та генетичні дослідження.
Доросла рибка Даніо дуже швидко досягає статевої зрілості, час генерації становить близько 10 тижнів, а також у цієї крихітної рибки хороша плідність. При вмісті оптимальних умовах Даніо може відкладати близько 200 яєць на тиждень. У лабораторних умовах рибки Даніо можуть нереститися протягом усього року, що забезпечує постійне надходження потомства від певних пар, що робить цю прозору рибу типовим вибором для великомасштабних генетичних підходів до ідентифікації нових генів та виявлення їх специфічних функцій у хребетних [18]. Рибка Даніо - дуже не вибаглива риба, і її дуже легко вирощувати.
На додаток до згаданих вище характеристик рибок Даніо, вони вимагають дуже мало місця та витрат на обслуговування. Ці особливості роблять цю рибу привабливим модельним організмом для еволюційних, токсикологічних та трансгенних досліджень [19].


[bookmark: _Toc121337082]1.4 Сучасні дослідження впливу гормональних дизрупторів на репродуктивну функцію Danio rerio


Сперматогенез у риб значною мірою залежить від стероїдних гормонів, серед яких естрогени, андрогени та прогестини відіграють критичну роль [20]. 
[bookmark: _Hlk121336272]Естрогени відіграють важливу роль в оновленні стовбурових клітин, андрогени мають вирішальне значення для диференціювання сперматогоній, а прогестини сприяють проліферації ранніх сперматогоній та їх диференціюванню в пізні сперматогонії і сперматоцити (рис.1.2). Аналогічно, оогенез і розвиток фолікулів значною мірою залежать від стероїдів, причому естрогени відповідають за проліферацію клітин і вітелогенез, андрогени – за механізми зворотного зв'язку в гіпоталамусі та гіпофізі, а прогестини – за дозрівання ооцитів і овуляцію [21]. Враховуючи, що багато ХВНР діють шляхом модуляції синтезу або дії стероїдних гормонів, не дивно, що існує багато прикладів змін у статевому розвитку риб. Традиційно увага була зосереджена на вивченні впливу природних та синтетичних статевих стероїдів, таких як ЕЕ2, 17β-тренболон, діетилстильбестрол (ДЕС) та дигідротестостерон (ДГТ). У цих дослідженнях повідомляється, що статеві стероїдні гормони здатні індукувати як передчасне статеве дозрівання так і затримку статевого дозрівання, як у самок, так і у самців даніо та японської медаки [6, 22–24].
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Рисунок 1.2 – Терміни розвитку яєчок у рибок Даніо, гризунів та людини. Діаграма ілюструє долю та розвиток зародкових клітин у сім'яниках, оскільки вони проліферують шляхом мітозу та організуються з утворенням канальців (цисти у рибок Даніо), а потім вступають у сперматогенез [15]

Хоча повного розуміння механізмів, за допомогою яких ендокринні дизруптори впливають на розвиток гонад під час статевого дозрівання, ще не досягнуто, кілька досліджень показали, що вони впливають на фолікулогенез. Наприклад, синтетичний естроген 17α-етинілестрадіол впливав на розвиток фолікулів у самиць даніо, про що свідчить зменшення розміру яєчників та зменшення частки кортикальних альвеол, вітеллогенних та зрілих фолікулів порівняно з контролем [25]. Крім того, в більш пізньому дослідженні повідомлялося, що вплив 1-10 мкг/л ДЕС протягом 6 днів на молодь даніо затримував статеве дозрівання між 5 і 10 тижнями у самок і самців відповідно [22]. Ці ефекти виявилися оборотними, оскільки після припинення впливу ДЕС тварини все ж були здатні досягти статевої зрілості та нереститися. Довготривалий вплив бісфенолів епоксидної смоли на молодь даніо під час диференціації гонад та статевого дозрівання спричиняв несприятливий вплив на репродуктивну функцію, а також затримку та невдалий початок статевого дозрівання у самців та самок. У зв'язку з цим, хронічний вплив бісфенолів епоксидної смоли у концентрації 1 та 10 мкМ індукував затримку формування превітеллогенних фолікулів, які вважаються маркерами початку статевого дозрівання самок; у самців, які отримували бісфеноли епоксидної смоли, спостерігали лише невелику кількість мейотичних сперматоцитів та відсутність зрілих сперматозоїдів. Цікаво, що як у самців, так і у самок, які зазнали впливу 10 мкМ бісфенолів епоксидної смоли, було мало ознак постпубертатного фолікулогенезу або сперматогенезу, що дозволило авторам дослідження зробити висновок про те, що вплив бісфенолів епоксидної смоли блокував перший етап дозрівання. У цьому ж дослідженні для з'ясування механізму дії бісфенолів епоксидної смоли використовували трансгенні лінії Даніо, що не мають ядерної форми рецептора естрогену (nER: esr1-/-, esr2a-/- та esr2b-/-); ці експерименти показали, що nER були залучені до порушення сперматогенезу, індукованого бісфенолами епоксидної смоли (рис. 1.3). 
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Рисунок 1.3 - Приклад експерименту високопродуктивного скринінгу (HTS) ембріонів рибок Даніо. Ембріони, синхронізовані на певній стадії розвитку, відбираються, перевіряються на життєздатність і поміщаються в планшети з лунками. Ембріони, як правило, піддаються впливу хімікатів між 6–120 годинами після запліднення (hpf). Морфологічні оцінки та поведінкові аналізи часто проводять під час (1) ранньої стадії глотки на 24 хв., коли серце вперше чітко видно в чіткій навколосерцевій сумці, а згинання тіла/хвостику починаються з розвитком сенсорно-моторної системи; та (2) вільно плаваючі личинки, представлені надуванням плавального міхура, в основному завершеним морфогенезом розвитку та швидким ростом [28]

Таким чином, ці нещодавні дослідження дозволяють припустити, що затримка статевого дозрівання пов'язана з ендокринними дизрупторами із естрогенною активністю, які діють до початку фолікулогенезу; при дії деяких ендокринних дизрупторів це, спричиняє серйозні, незворотні наслідки для репродуктивної функції. Однак для визначення механізмів дії та кращого розуміння тяжкості такого впливу необхідні подальші дослідження та розробка кінцевих точок, зосереджених на впливі різних експозицій ендокринних дизрупторів на ранніх стадіях розвитку гонад [26, 27].





[bookmark: _Toc121337083]2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
[bookmark: _Toc121337084]2.1 Умови утримання Danio rerio та модель фармакологічного впливу низьких концентрацій речовин із естрогенною активністю


У дослідженні було використано 36 статевонезрілих особин Danio rerio з довжиною тіла 23-32 мм, вагою 1,0-1,5 г та віком 23-25 діб. Усі особини були поділені на 3 групи, по 12 особин у кожній. Риб утримували в скляних акваріумах об’ємом 3 л, які заповнювали відстояною водопровідною водою. Температуру води підтримували за допомогою автоматичного нагрівача на рівні 20-22 °C та забезпечували цілодобову фільтрацію. Годували риб один раз на добу кормом торгової марки Tetramin для акваріумних риб. 
Риби першої групи складали групу негативного контролю, і до води, в якій вони утримувались, жодних препаратів та хімічних речовин не додавали.
До акваріуму, в якому знаходились риби другої групи (позитивний контроль), додавали ацетоновий розчин медичного гормонального препарату естрадіолу ((17бета)-эстра-1,3,5(10)- триєн-3,17-діол) із розрахунку, щоб його кінцева концентрація у середовищі складала 5 мг/л [29]. До акваріуму із рибами третьої групи (дослідної) додавали бензофенон (дифенілкетон), який є агоністом естрогену, в кількості, щоб його кінцева концентрація у середовищі також складала 5 мг/л [30]. Застосована концентрація обох речовин є екологічно релевантною, тобто може спостерігатись як у природних водоймах, так і у питній воді [31] Воду, із попереднім додаванням фармакологічно-активних речовин, в акваріумах із рибами дослідних груп, змінювали в повному об'ємі кожні дві доби. 
	
[image: ]



Рисунок 2.1 – Схема експериментального дослідження

Через 21 добу від початку дослідження усіх тварин з кожної групи анестезували шляхом перенесення у водний 0,05% розчин лідокаїну протягом 5-10 хв., після втрати рибою рефлексів сухою серветкою видаляли залишки вологи з тіла, за допомогою електронних ваг з роздільною здатність 0,01 г вимірювали масу тіла. Також вимірювали за допомогою електронного штангенциркуля з роздільною здатністю 0,1 мм довжину тіла. Результати вимірювань заносили до таблиці та фіксували риб для подальшого гістологічного дослідження [32].


[bookmark: _Toc121337085]2.2 Фіксація Danio rerio у рідині Буена


Для подальшого гістологічного дослідження гонад Danio rerio риб фіксували в рідині Буена. Фіксуючу рідину готували безпосередньо перед використанням шляхом змішування насиченого водного розчину пікринової кислоти (2,4,6-тринітрофенолу) – 15 частин, формаліну (37% водний розчин формальдегіду) – 5 частин, та крижаної оцтової кислоти – 1 частина. Співвідношення між масою риб, які підлягали фіксації, та об'ємом фіксуючої рідини становило 1:50 [33]. Риб фіксували при кімнатній температурі впродовж 12 годин, періодично обережно збовтуючи ємність із фіксуючою рідиною.
Після фіксації риб промивали від пікринової кислоти у проточній воді (10-15 хв), а потім у декількох порціях 70% етанолу (по 2 години у кожній) до повної екстракції пікринової кислоти із фіксованих тканин, про що свідчила відсутність жовтого забарвлення чергової порції етанолу. Остаточно зразки зневоднювали у двох порціях 96% етанолу впродовж 4-6 годин у кожній [34].


[bookmark: _Toc121337086]2.3 Замикання матеріалу в парафін і виготовлення мікротомних зрізів


Після зневоднення зразки спочатку поміщали у суміш етанолу та ксилолу у співвідношенні 1:1 на 1 годину, а потім – у чистий ксилол (дві порції, по 30 хвилин у кожній). Для кращого просочування парафіном матеріал з ксилолу спочатку переносили у суміш ксилолу з парафіном (1:1) на 1 годину при температурі 37 С. Із суміші ксилолу з парафіном шматочки матеріалу переносили у розплавлений парафін із температурою 58 °С. Просочування об’єктів у парафіні проводили у двох повтореннях. Спочатку матеріал поміщали у першу порцію парафіну на 1,5 години, потім нагрітим пінцетом матеріал перекладали у другу порцію парафіну ще на 1,5 години. 
Після останнього витримування зразків в парафіні його переносили у попередньо виготовлені ванночки із щільного паперу, які перед розміщенням у них матеріалу змащували гліцерином Зразки нагрітою голкою орієнтували у належному положенні та повністю заливали свіжим розплавленим парафіном, Після цього ванночки з матеріалом, залитим парафіном занурювали у холодну (4-6 оС) воду до повного застигання парафіну та поміщали у холодильник для остаточної кристалізації парафіну на 3-6 годин. Для виготовлення зрізів використовували ротаційний мікротом RMT-10 за допомогою якого робили зрізи 6-8 мкм завтовшки. 


[bookmark: _Toc121337087]2.4 Забарвлення зрізів гематоксилін-еозіном


Виготовлені зрізи поміщали у підігріту до 40-42 оС воду, та наклеювали на предметні скельця, покриті хромат-желатином, занурюючи їх під прямим кутом у воду, підводили під зріз та обережно підіймали. При цьому зріз залишався на склі. Під час цієї маніпуляції зріз притримували на поверхні скла препарувальною голкою.
Зрізи висушували впродовж однієї доби та депарафінували у ксилолі (2-3 хв), переносили на 2 хв у спирти (96°, 70°) і поміщали у дистильовану воду на 2-3 хв. Наносили на промиті зрізи краплю гематоксиліну Караці, інкубували 7 хв, споліскували зрізи у дистильованій воді та промивали у проточній водопровідній воді 5 хв, після чого наносили на зрізи краплю 0,1%-ий водний розчин еозину на 1-2 хв, ополіскували їх у дистильованій воді, зневоднювали у спиртах (70%, 96%) по 2 хв у кожній порції, просвітлювали зрізи у ксилолі та заводили у канадський бальзам під покривне скельце. 
Гематоксилін Караці виготовляли наступним чином: у 100 мл дистильованої води розчиняли 5 г алюмокалієвих галунів (KAl(SO4)2), 2 кристалики йодноватистого калію (КJО3) і 0,1 г гематоксиліну; в розчин додавали 25 мл гліцерину, фільтрували та використовували для забарвлення, адже завдяки наявності йодноватистого калію розчин не потребує тривалого дозрівання. На забарвлених у такий спосіб препаратах ядра гепатоцитів мали синій колір, а цитоплазма – рожево-червоний [34].


[bookmark: _Toc121337088]2.5 Гістологічний аналіз гістологічних препаратів тканини гонад Danio rerio


ГІстологічний аналіз тканини гонад проводили за допомогою мікроскопу Мікромед 5520, оснащеного цифровою камерою-окуляром. Морфологічні параметри тканини вимірювали за допомогою спеціалізованого програмного забезпечення для обробки біомедичних зображень ImageJ, попередньо каліброваного за допомогою стандартного об'єкт-мікрометра [35].
[bookmark: _Hlk121336346] Площу зрізу ділянки гонади ділили на декілька ділянок розміром 1000 × 1000 мкм, з кожного зрізу брали по 2-3 ділянки. У самок, при наявності атрезії фолікула, тобто дегенеративного ооцита з відокремленим клітинним вмістом і вітеліновою оболонкою, його підраховували окремо. Серед ооцитів підраховували перинуклеарні ооцити (ПО), кортикальні гранулярні ооцити (КО), ооцити раннього вітелогенезу (РВ) та ооцити пізнього вітелогенезу (ПВ). У самців підраховували сперматогонії (СГ), сперматоцити (СЦ), сперматиди (СТ) та сперматозоїди (СП). Після підрахунку 100 клітин визначали вісоткове співідношення їх типів.
Гонадосоматичний індекс (ГСІ) розраховували як співвідношення площі гонад до площі тіла на гістологічному зрізі, за формулою 2.1

	
	2.1




[bookmark: _Toc121337089]2.7 Статистичний аналіз даних експериментального дослідження


Статистичний аналіз отриманих даних проводили із використанням табличного процесору Excel. Під час аналізу були використані методи як дескриптивної статистики (середнє арифметичне, стандартне відхилення) так і методи порівняння середніх (критерій Ст’юдента для непов’язаних вибірок) [35 –37].


[bookmark: _Toc121337090]3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
[bookmark: _Toc121337091]3.1 Довжина та маса тіла риб за умов впливу речовин із естрогенною активністю 


Перше завдання дослідження полягало у визначенні показників довжини та маси тіла риб за умов впливу речовин із естрогенною активністю, які наявні у середовищі у екологічно релевантних концентраціях (табл. 3.1). 

Таблиця 3.1 – Довжина та маса тіла Danio rerio за впливу речовин із естрогенною активністю

	Речовина
	Стать
	n
	Довжина тіла, мм
	Маса тіла, мг

	Контроль 
	Самці
	7
	26,3 ± 1,88
	141,3 ± 1,31

	
	Самиці
	5
	27,7 ± 1,32
	174,6 ± 3,50

	Естрадіол
	Самці
	5
	23,7 ± 1,70*
	136,7 ± 2,46*

	
	Самиці
	7
	25,4 ±0,96*
	168,8 ± 2,64*

	Бензофенон
	Самці
	6
	23,9 ± 1,48*
	139,6 ±1,43

	
	Самиці
	6
	25,9 ± 0,97*
	167,1 ± 3,85**



Примітка: * р < 0,05; ** р < 0,01

Було встановлено, що у риб, які зазнавали дії сполук із естрогенною активністю впродовж 30 діб, починаючи із 30 денного віку, порівняно із контрольною групою спостерігалися відмінності як довжини, так і маси тіла.
У самців контрольної групи середня довжина тіла становила у середньому 26,3 ± 1,88 мм а маса тіла – 141,3 ± 1,31 мг. У самців групи, яка зазнавала дії естрадіолу довжина тіла у середньому становила 23,7 ± 1,70 мм, а маса тіла 136,7 ± 2,46 мг, тобто ці показники були менші, ніж в контрольній групі на 9,9% (p < 0,05) та 3,2% (p < 0,05). У самців, які зазнавали дії агоніста естрогену, – бензофенону, довжина тіла самців становила 23,9 ± 1,48 мм, а маса тіла 139,6 ±1,43 мг. Таким чином довжина тіла самців у цій групі були менші, ніж у контрольній групі на 9,1% (p < 0,05) , а маса тіла – статистично не відрізнялась.
У самиць контрольної групи середня довжина тіла становила 27,7 ± 1,32 мм, а маса – 174,6 ± 3,50 мг. У самиць, які зазнавали дії естрадіолу довжина тіла становила у середньому 25,4 ± 0,96 мм, маса тіла 168,8 ± 2,64 мг. Отже, довжина тіла та маса самиць у цій групі була меншою, ніж в контролі на 8,3% (p < 0,05) та 3,3% (p < 0,05) відповідно. У самиць, які зазнавали дії бензофенону довжина тіла становила 25,9 ± 0,97 мм, а маса тіла – 167,1 ± 3,85 мг. Таким чином довжина та маса тіла самиць даної групи була меншою ніж в контролі на 6,5% (p < 0,05) та 4,3% (p < 0,01) відповідно.
Отримані результати впливу естрадіолу та безнзофенону на показники довжини та маси тіла риб обох статей можна пояснити їх естрогенною активністю. У ряді досліджень було з’ясовано, що естрогени пригнічують активацію гормону росту через JAK/STAT-систему, тобто шлях, який складається з янус-кінази (JAK) і сигнального протеїну STAT, який є трансдуктором та активатором процесу транскрипції. Це пригнічення є залежним від дози і відбувається в результаті пригнічення індукованого гормоном росту процесу фосфорилювання JAK2, що призводить до редукції транскрипційної активності STAT3 і STAT5. Естрогени також стимулюють експресію протеїна – супресора цитокінової сигналізації SOCS-2, що, у свою чергу, пригнічує дію JAK2, який відіграє провідну роль в активації більшості сигнальних каскадів рецептора до гормону росту. Пригнічувальний ефект дії естрогенів, опосередкований через SOCS-2 є відносно нещодавно відкритим механізмом стероїдної регуляції цитокінових рецепторів і гормону росту [38–40].

[bookmark: _Toc121337092]3.2 Гонадосоматичний індекс риб за умов впливу речовин із естрогенною активністю 


Друге завдання роботи полягало у визначенні гонадосоматичного індексу, який у нашому дослідженні оцінювався за співвідношенням між площею гонад та загальною площею тіла риби на продольному тотальному гістологічному зрізі [41].

Таблиця 3.2 – Гонадосоматичний індекс Danio rerio за впливу речовин із естрогенною активністю

	Речовина
	Стать
	n
	Гонадосоматичний індекс

	Контроль
	Самці
	7
	14,9 ± 0,87

	
	Самиці
	5
	18,7 ± 0,86

	Естрадіол
	Самці
	5
	12,5 ± 1,81**

	
	Самиці
	7
	15,7 ± 1,73**

	Бензофенон
	Самці
	6
	13,1 ± 1,10*

	
	Самиці
	6
	16,8 ± 0,82*



Визначене в результаті дослідження середні значення гонадосоматичного індексу самців, які зазнавали дії естрогену та бензофенону були меншими, ніж у самців контрольної групи. Так у самців, які зазнавала дії естрадіолу гонадосоматичний індекс був меншим, ніж у контролі на 16,1% (р < 0,01), а у самців, які зазнавали дії бензофенону – на 12,1% (р < 0,01) менше.
Між показниками гонадосоматичного індеку самиць з контрольної групи та гонадомсоматичним індексом самиць із груп, які зазнавали впливу сполук із естрогенною активністю, також були виявлені статистично значимі відмінності. Так, у  самиць під впливом естрадіолу було визначено зменшення гонадосоматичного індексу на 14,2% (p<0,01) порівняно із контролем, а у самицць, які зазнавали впливу бензофенону даний показник був менше на 8,2% (p<0,05), ніж у контрольній групі.
Отримані результати свідчать про те, що речовини із естрогенною активністю призводять до зменшення розмірів гонад Danio rerio, про що ясно свідчить зменшення у них гонадосоматичного індексу.


[bookmark: _Toc121337093]3.3 Особливості гаметогенезу Danio rerio при впливі речовин із естрогенною активністю


Нами було встановлено, що вплив речовин із естрогенною активністю (естрадіолу та бензофенону) на організм самців Danio rerio у період диференціації гонад, який у даного виду риб триває з 25-ї до 45-ї доби після народження призводить до ряду зрушень процесу гаметогенезу (рис. 3.1).
У самців контрольної групи відносна кількість сперматогоній у гістологічних зрізах становила 5,8±1,02%, сперматоцитів 43,6±4,71%, сперматид 11,0±1,37% та сперматозоїдів 39,8±2,22%.
У самців, які зазнавали дії естрадіолу було визначено збільшення кількості сперматогоній у 2,3 рази (p<0,001), зменшення кількості сперматоцитів на 27,1% (p<0,001), збільшення кількості сперматид на 65,1% (p<0,001) та зменшення кількості сперматозоїдів на 23,1% (p<0,001).
У самців, які зазнавали дії бензофенону спостерігалося збільшення кількості сперматогоній у 1,5 рази (p<0,001), зменшення кількості сперматоцитів на 27, % (p<0,01), збільшення кількості сперматид на 75,2% (p=0,001) та зменшення кількості сперматозоїдів на 17,6% (p<0,001).


	[image: ]

	


Рисунок 3.1 – Співвідношення стадій розвитку гамет самців Danio rerio за дії сполук із естрогенною активністю. Умовні позначення: СГ сперматогонії, СЦ сперматоцити, СТ сперматиди, СП сперматозоїди

У самиць також були визначені певні зміни оогенезу (рис. 3.2). Так у риб контрольної групи відносна кількість перинуклеарних ооцитів становила 30,5±1,64%, кортикальних гранулярних ооцитів – 33,9±1,78%, ооцитів раннього вітелогенезу – 10,0±1,21 та ооцитів пізнього вітелогенезу – 25,6±1,71%.
У самиць, які зазнавали впливу естрадіолу кількість перинуклеарних ооцитів була меншою, ніж в контролі на 28,9%, кортикальних гранулярних ооцитів – більшою на 11,8%, ооцитів раннього вітелогенезу – на 44% більшою та ооцитів пізнього вітелогенезу статистично не відрізнялась.  У самиць, які зазнавали впливу бензофенону кількість перинуклеарних ооцитів була меншою, ніж в контролі на 19,3%, кортикальних гранулярних ооцитів – достовірно не відрізнялась від контролю, ооцитів раннього вітелогенезу – на 22,0% більшою та ооцитів пізнього вітелогенезу була дещо вищою, але статистично значимої відмінності від контрольної групи визначено не було. 
	[image: ]

	
Рисунок 3.2 – Співвідношення стадій розвитку гамет самиць Danio rerio за дії сполук із гормональною активністю.Умовні позначення: ПО перинуклеарні ооцити, КО кортикальні гранулярні ооцити, РВ ооцити раннього вітелогенезу, ПВ ооцити пізнього вітелогенезу



Отримані результати вказують на те, що бензофенон, який є ендокринним дизрупторм чинить виражений гормональний ефект, подібний на вплив естрадіолу, на гонади Danio rerio, як самок так і самців. У цілому ці зміни полягають у відносному збільшенні незрілих форм ооцитів та клітин сперми та зменшенні відносної кількості зрілих форм. 
Отже, отримані результати вказують на те, що збільшення у природних екосистемах речовин із гормональною активністю та гормоноподібних речовин може порушувати процеси розмноження хребетних тварин, зокрема риб та зменшення чисельності їх популяції.
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4 ОХОРОНА 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 [42]. Згідно статті 18 Закону України ”Про охорону праці” працівник зобов'язаний:
а) знати і виконувати вимоги нормативних актів про охорону праці, правила поводження з устаткуванням та іншими засобами виробництва, користуватися засобами колективного та індивідуального захисту;
б) дотримуватись зобов'язань щодо охорони праці, передбачених колективним договором та правилами внутрішнього трудового розпорядку підприємства;
в) співробітничати з власником у справі організації безпечних і нешкідливих умов праці, особисто вживати посильних заходів щодо усунення будь-якої виробничої ситуації, яка створює загрозу його життю чи здоров'ю, або людей, які його оточують, повідомляти про небезпеку свого безпосереднього керівника або іншу посадову особу [43].
Мета даного розділу показати практичні вміння застосовувати теоретичне знання з охорони праці. 
В ході моєї роботи над дипломом я працювала в лабораторії , де пройшла 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 пожежонебеспечні реактиви та матеріали. Так як в лабораторії забороняється працювати по одному, тому всі досліди я проводила в присутності викладача або лаборанта [44 – 46].
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 [44, 47].
Враховуючи, що тривала робота з комп’ютером призводить до іонізації приміщення позитивними та негативними іонами, через кожну годину 20 хвилин робила перерви. В цей час провітрювалась кімната. Так як праця з комп’ютером є роботою з тривалим перебуванням в фіксованій позі, я виконувала 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 [47, 49].
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 [50].
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 [44, 45]. 
У лабораторії ніколи не працювала наодинці, так як наявність другої особи необхідна для надання допомоги при нещасних випадках.
У лабораторії використовувала при роботі, як колективні, так і індивідуальні засоби та заходи. Працювала у лабораторії у зручному одязі, який не стримував рухів, мала 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 [46].
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 %; вуглекислий газ – 0,04 %; азот – 78 %; інертні гази – 0,94 %. 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 [50, 51].
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. Працювала в лабораторії в комфортних умовах [52].
Правила роботи з електроприладами були вивішені на видному місці. Згідно з цими правилами ніколи не розкривала електрообладнання та не робила в ньому ремонт, не використовувала 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 працювала 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 [49].
У разі виникнення непередбаченої ситуації змогла б застосувати знання, отримані при вивченні охорони праці,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 відсотків 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 [43, 53].
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 [47, 49].
Всі легкозаймисті й пожежнонебезпечні реактиви та матеріали зберігаються у герметичній шафі; луги й кислоти знаходяться окремо одне від одного. Легкі рідини містяться у хімічному посуді, що щільно закривається [49].
При проведенні дослідження працювала у гумових рукавичках, мила 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.
При роботі з сироваткою крові можливе її потрапляння на шкіру, одяг, слизові оболонки. Всі біологічні рідини треба сприймати як потенційно заражені ВІЛ-інфекцію.
Так при потраплянні сироватки на халат, його негайно потрібно  зняти і замочити у дезінфікуючому розчині на 1 годину. Таким дезінфікуючим розчином може бути 0,5 % розчин дезактину, 0,05 % розчин бактоліну.
Якщо ж сироватка потрапила на шкіру, то потрібно обробити уражену ділянку одним із дезинфікатом – це може бути 70 відсотковий спирт, 3 % розчин перекисі водню, 5 відсотків розчин йоду. Потім промити шкіру двократно під проточною водою з милом, висушити стерильним рушником і знову обробити дезинфікатом.
При потраплянні сироватки на слизові оболонки очей потрібно промити очі великою кількістю води і закапати 30 % розчину альбуциду, якщо ж сироватка потрапила на слизові оболонки ротової порожнини, потрібно прополоскати рот 70 відсотковим спиртом. Про всі випадки аварій потрібно повідомляти керівництву підприємства [42, 44, 49].
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 [48].
Дотримувалась 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 [54].
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 пожежовибухонебеспечні  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. 
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. 
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Отже, дотримання правил техніки безпеки та охорони праці дозволило мені, безпечно виконати мою дипломну роботу та зберігати своє здоров’я.
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ВИСНОВКИ


1. У результаті оцінки показників маси та довжини тіла самців та самиць Danio rerio було визначено, що у риб, які зазнавали дії сполук із естрогенною активністю впродовж 30 діб, починаючи із 30 денного віку спостерігалося зменшення обох вищезазначених показників. 
У самців контрольної групи довжина тіла становила у середньому 26.3 ± 1.88 мм а маса тіла – 141.9 мг. У самців групи, яка зазнавала дії естрадіолу довжина тіла була меншою на 9.9% (p < 0.05), а маса тіла на 3.2% (p < 0.05), ніж у самців контрольної групи. У самців які зазнавали дії бензофенону, довжина тіла була меншою, ніж в контролі на 9.1% (p < 0.05), а маса тіла статистично не відрізнялась. 
У самиць контрольної групи довжина тіла становила 27.7 ± 1.32 мм, а маса тіла – 174.6 ± 3.50 мг. У самиць, які зазнавали дії естрадіолу ці показники були меншими на 8.3% (p < 0.05) та 3.3% (p < 0.05), а у самиць, які зазнавали дії бензофенону – на 6.5% (p < 0.05) та 4.3% (p < 0.01) відповідно.
2. Гонадосоматичний індекс самців, які зазнавали дії сполук із естрогенною активністю був меншим, ніж у самців контрольної групи. Так, у самців, які зазнавала дії естрадіолу гонадосоматичний індекс був меншим, ніж у контролі, на 16.1% (р < 0.01), а у самців, які зазнавали дії бензофенону – на 12.1% (р < 0.05) меншим.
У самиць, які зазнавали дії естрадіолу гонадосоматичний індекс був на 14.2% (p<0.01), а у самиць, які зазнавали впливу бензофенону – на 8.2% (p<0.01) менше, ніж у самиць контрольної групи.
3. При гістологічному аналізі зрізів гонад самців було визначено, що у особин, які зазнавали дії естрадіолу, порівняно із контрольною групою, спостерігалося збільшення кількості сперматогоній у 2.3 рази (p<0.001), зменшення кількості сперматоцитів на 27.1% (p<0.001), збільшення кількості сперматид на 65.1% (p<0.001) та зменшення кількості сперматозоїдів на 23.1% (p<0.001). У самців, які зазнавали дії бензофенону спостерігалося збільшення кількості сперматогоній у 1.5 рази (p<0.001), зменшення кількості сперматоцитів на 27. % (p<0.01), збільшення кількості сперматид на 75.2% (p=0.001) та зменшення кількості сперматозоїдів на 17.6% (p<0.001).
У самиць, які зазнавали впливу естрадіолу кількість перинуклеарних ооцитів була меншою, ніж в контролі, на 28.9% (p < 0.001), кортикальних гранулярних ооцитів – більшою на 11.8% (p < 0.01), ооцитів раннього вітелогенезу – на 44% (p < 0.01) більшою, ооцитів пізнього вітелогенезу статистично не відрізнялась. У самиць, які зазнавали впливу бензофенону кількість перинуклеарних ооцитів була меншою, ніж в контролі на 19.3% (p < 0.01), кортикальних гранулярних ооцитів – достовірно не відрізнялась від контролю, ооцитів раннього вітелогенезу – на 22.0% (p < 0.05) більшою та ооцитів пізнього вітелогенезу була дещо вищою, але статистично значимої відмінності від контрольної групи визначено не було. 
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Отримані під час дослідження результати вказують на на необхідність посиленного контролю наявності та фактичної концентрації ендокринних дизрупторів у водоймах побутово-господарського та рибогосподарського призначення.
Результати отримані під час виконання кваліфікаційної роботи можуть бути використані при викладанні навчальних дисциплін “Екологічна фізіологія” та “Медична екологія та ендоекологія”.
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