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РЕФЕРАТ
Кваліфікаційна робота виконана на 70 сторінках друкованого тексту, містить 10 таблиць та 11 рисунків. Перелік посилань включає 50 джерел, в тому числі, 8 англомовних видань.
Об’єктом дослідження слугувала капілярна та венозна кров людей різного віку.
Мета роботи полягала у з’ясуванні вікових особливостей гематологічних та біохімічних показників крові у людей, хворих на злоякісну гранульому. 
Актуальність дослідження обумовлена недостатнім рівнем вивчення вікових особливостей фізіолого-біохімічних показників крові людей, хворих на злоякісну гранульому, що ускладнює діагностику та контроль перебігу захворювання.
Методи досліджень: фізіологічні, біохімічні та статичної обробки експериментальних даних. 
В роботі використанні показники загального та біохімічного аналізу крові у людей, хворих на лімфогранулематоз. В результаті дослідження виявлено посилення ШОЕ та підвищення вмісту паличкоядерних нейтрофілів, що вказує на напруження неспецифічного імунітету та помірну інтоксикацію організму, особливо виражену у людей старшого віку. Зміни показників АСТ та тимолової проби відображають порушення синтетичної функції печінки та перевантаження гепатоцитів. 

Практичне значення роботи полягає в можливості оцінки тяжкості перебігу захворювання на злоякісну гранульому, а також прогнозі функціонального стану обстежених.
ЛІМФОГРАНУЛЕМАТОЗ, ЛІМФОМА ХОДЖКІНА, еритроцити, лейкоцити, НЕЙТРОФІЛИ, БІОХІМІЧНИЙ АНАЛІЗ КРОВІ, КЛІТИНИ БЕРЕЗОВСЬКОГО-шТЕРНБЕРГА, ЛІМФОВУЗЛИ.
ABSTRACT
The qualification work is made on 70 pages of printed text, contains 10 tables and 11 figures. The list of references includes 50 sources, including 8 English-language publications.

The object of study was the capillary and venous blood of people of all ages.

The purpose of the work was to find out the age-specific features of hematological and biochemical blood parameters in people with malignant granuloma.

The urgency of the work is due to insufficient level of study of age-related features of physiological and biochemical parameters of blood in people suffering from malignant granuloma, which allows to predict the course of the disease.

Research methods: physiological, biochemical and static processing of experimental data.

In the work we use indicators of general and biochemical blood analysis in people with lymphogranulomatosis. The study revealed an increase in the thymol sample, ESR and an increase in the content of rod-nuclear neutrophils indicates tension of nonspecific immunity and moderate intoxication of the organism, especially pronounced in the people of the second experimental group. Changes in AST and thymol samples indicate impaired hepatic function and hepatocyte overload.

The practical significance of the work lies in the possibility of diagnosis, prognosis of the disease on malignant granuloma, as well as prognosis of the functional state of the examined.

Lympho-granulomatosis, Hodgkin's lymphoma, erythrocytes, leukocytes, neutrophils, biochemical analysis of blood, birch-cell-Sternberg's cells, LYMPHODS.
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КТ        –   комп’ютерна томографія
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ВСТУП

Лімфогранулематоз – це злоякісна пухлина лімфоїдної тканини з клональною проліферацією В-клітин зародкових центрів лімфовузлів. Дані клітини мають діагностичне значення при мікроскопічному дослідженні уражених органів. Для ЛХ характерна присутність клітин Березовського-Штернберга. Це багатоядерні клітини, зазвичай з великими ядерцями і рясною вакуолізованою цитоплазмою. 

Вперше у 1832 році Т. Ходжкін описав сім летальних випадків у яких спостерігалось збільшення лімфовузлів, селезінки, загальне виснаження та занепад сил. У 1855 році С. Уілкс додав до цих випадків ще одинадцять за власних спостережень і назвав цей стан хворобою Ходжкіна. За деякими епідеміологічними даними, основною причиною хвороби є її вірусна природа (вірус Епштейн-Барра). Ген вірусу виявляють при спеціальних дослідженнях у 60% біопсій. Виділяють два піка захворюваності: у людей у віці 20-29 років та старше 55 років. 

Злоякісна гранульома і нині залишається основною медичною і соціально значущою проблемою. Майже 95% випадків – класична форма захворювання, інші 5% – нодулярний тип з лімфоцитарним переважанням. 

Діагноз визначають за виявленням специфічних клітин Березовського-Штернберга на фоні лімфоцитів, нейтрофілів та еозинофілів. Саме клітинне оточення відрізняє лімфогранулематоз від інших захворювань (вірусні інфекції, лімфоми, побічні дії лікарських препаратів).

Є декілька лабораторних та інструментальних методів діагностики для визначення стадії ЛГМ:

1) лабораторні методи – клінічний аналіз крові; ШОЄ; стернальна пункція і трепанобіопсія клубової кістки; біохімічні показники функції печінки; ЛДГ; С-реактивний білок;
2) променева діагностика – рентгенографія грудної клітини; КТ (грудної клітини, живота, шиї); УЗД;
3) додаткові методи – МРТ; лімфографія; сцинтіграфія кісток; позитронно-емісійна томограма. 

Актуальність дослідження обумовлена недостатнім рівнем вивчення вікових особливостей фізіолого-біохімічних показників крові людей, хворих на злоякісну гранульому, що ускладнює діагностику та контроль перебігу захворювання. 
Мета роботи полягала у з’ясуванні вікових особливостей гематологічних та біохімічних показників крові у людей, хворих на злоякісну гранульому. Для досягнення поставленої мети були висунуті такі задачі:
1. Сформувати експериментальні групи людей, хворих на лімфогранулематоз, за їх належністю до різних вікових груп.
2. Оцінити відповідність нормі показників червоної крові у обстежених.
3. Визначити особливості лейкоцитарних показників у хворих різних вікових груп.
4. З’ясувати особливості біохімічних показників крові у людей, хворих на злоякісну гранульому.
З метою досягнення поставлених задач були зібрані, оброблені та проаналізовані результати лабораторних досліджень, а також літературні дані. Дослідження було проведено на базі КНП «ЦЕНТР ПМСД №8» в    2018-2019 навчальному році.
Новизна роботи полягає в з’ясуванні вікових особливостей фізіолого-біохімічних показників крові при злоякісній гранульомі у людей різних вікових груп після проведення хіміотерапії.
Теоретичне значення роботи полягає у тому, що після закінчення стаціонарного лікування у хворих спостерігається тенденція до нормалізації всіх показників, але дуже рідко спостерігається повна стабілізація, одужання при своєчасній діагностиці настає у 90% випадків, інші 10% схильні до ремісії.
Посилення тимолової проби, ШОЕ та підвищення вмісту паличкоядерних нейтрофілів вказує на напруження неспецифічного імунітету та помірну інтоксикацію організму, особливо виражену у людей другої експериментальної групи. Зміни показників АСТ та тимолової проби відображає порушення синтетичної функції печінки та перевантаження гепатоцитів. 

Практичне значення роботи полягає в можливості прогнозу функціонального стану людей різних вікових груп, хворих на злоякісну гранульому.
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Фізіологія системи крові
Функціональна система крові включає кров як тканину, органи кровотворення, органи кроворуйнування, органи синтезу білків плазми, подачі води, електролітів. Кровотворна тканина є похідною від мезодерми та являє собою динамічну систему, що постійно поповнюється. Механізми регуляції цієї системи діють, переважно, за принципом зворотного зв’язку та пов’язані з процесами депонування крові, змін швидкості кровообігу, судинного тонусу, об’єму кровотворення та кроворуйнування. Будь-яке відхилення цієї системи від стану динамічної рівноваги веде до тяжких наслідків для усього організму 1.
Кров об'єднує роботу багатьох систем організму, забезпечує його гомеостатичний потенціал і здатність протистояти екстремальним впливам завдяки досконалим механізмам регуляції функцій, генетичного консерватизму рецепторів і пластичності виконуючого апарату 2.
В постембріональному періоді проліферація та диференціювання клітин крові відбувається в центральних та периферичних органах кровотворення. 
1. До центральних органів кровотворення, у яких відбувається проліферація та диференціювання клітин, а також проліферація та антигеннезалежне диференціювання лімфоцитів відносять: червоний кістковий мозок, вилочкова залоза.
2. До периферичних органів кровотворення, де відбувається проліферація та антигензалежне диференціювання лімфоцитів, відносять: селезінку; лімфовузли; підшкірні, підслизові лімфоїдні утворення; лімфоїдні утворення кровоносних та лімфатичних судин, нервових стовбурів та ін. 
В основному кровотворення відбувається в червоному кістковому мозку. У новонароджених червоний кістковий мозок знаходиться в усіх кістках. Приблизно з 3-4 років до 14-16 років кістковий мозок діафізів трубчастих кісток перетворюється на жировий.
Червоний кістковий мозок складається зі сполучнотканинної строми, яка виконує захисну та регулюючу гемопоез функцію та паренхіми – безпосередньо клітин системи крові. Вилочкова залоза є центральним органом лімфопоезу та імуногенезу. Тканина тимусу розподіляється на строму та паренхіму. Строма представлена сполучною тканиною, а паренхіма лімфоїдними елементами. Максимальний розвиток тимусу спостерігається у дитячому віці, коли організм найчастіше вперше зустрічається з новими для нього антигенами  1. 
1.1.1 Фізико-хімічні властивості плазми крові
Плазма крові містить 90-92% води та 8-10% сухої речовини, головним чином білки та солі. В плазмі містяться декілька різних білків, що відрізняються за своїми властивостями та функціями: альбуміни (близько 4,5%), глобуліни (2-3,5%) та фібриноген (близько 0,4%).
Загальна кількість білків в плазмі крові людини складає 7-8 %; інша частина сухого залишку плазми припадає на частку інших органічних сполук та мінеральних солей.
В плазмі крові є небілкові, азотовмісні сполуки: продукти гідролітичного розпаду білків (амінокислоти, поліпептиди), які всмоктуються в кишківнику та використовуються клітинами для синтезу білків протоплазми, та продукти розпаду білків (сечовина, сечова кислота, креатинін, аміак), що підлягають виведенню з організму.
В плазмі також знаходять безазотисті органічні речовини: глюкоза, нейтральні жири та ліпоїди. Мінеральні речовини плазми крові складають близько 0.9%. В їх склад входять переважно катіони Na+, K+, Ca2+, Mg2+ та аніони Cl-, HPO4- , HCO3- .
Осмотичний тиск створюється не тільки розчиненими в плазмі кристалоїдами, а також і колоїдами – білками плазми. Онкотичний тиск впливає на ті фізіологічні процеси, в основі яких покладене явище фільтрації (утворення міжклітинної рідини, лімфи, сечі, всмоктування води кишечником). 
Також до важливих фізико-хімічних властивостей плазми крові відносяться буферні системи. Велике значення буферні системи мають в підтримці кислотно-лужної рівноваги організму. Нормальне значення рН плазми крові становить 7,40±0,05. Цьому відповідає інтервал значень активної кислотності від 3,7 до 4,0*10-8 моль/л. 
Бікарбонатний буфер крові досить потужний і найбільш мобільний. Система складається з Н2СО3 і NaHCО3, що знаходяться один від одного у відповідній пропорції. Принцип її функціонування полягає в тому, що під час вступу кислоти, наприклад молочної, яка сильніше, ніж вугільна, основний резерв забезпечує процес обміну іонами з утворенням слабодисоційованої вугільної кислоти. Вугільна кислота заповнює пул, який вже в крові, і зрушує реакцію Н2СО3  СО2 + Н2О вправо.
Буферна система гемоглобіну найпотужніша. Ця система може функціонувати самостійно, але в організмі вона тісно пов'язана з попередньою. Гемоглобін, який звільняється, в тканинах від О2, набуває велику здатність до зв'язування, внаслідок чого венозна кров може пов'язувати і накопичувати СО2 без істотного зрушення рН.
Фосфатна буферна система (близько 5% буферної ємності крові) утворюється неорганічними фосфатами крові. Властивості кислоти проявляє одноосновний фосфат (NaH2PО4), а основи ​– двоосновний фосфат (Na2HPО4). Функціонують вони за таким же принципом, як і бікарбонати. Однак у зв'язку з низьким вмістом в крові фосфатів ємність цієї системи          невелика  3, 4.
1.1.2 Формені елементи крові
1.1.2.1 Еритроцити
Еритроцити, або червоні кров'яні тільця, являють собою клітини, які у людини та ссавців позбавлені ядра та мають гомогенну протоплазму. Еритроцити володіють антигенними властивостями, цілісність еритроцитів підтримується за рахунок їх осмотичної стійкості (рис.1.1). 
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Рисунок 1.1.  Будова еритроцита [8].
Основна функція еритроцитів – постачання кисню до тканин. Вони приймають участь у підтримці кислотно-лужної, іонної рівноваги. При зниженні вмісту кисню у повітрі компенсаторно підвищується кількість еритроцитів 5. Дихальна функція забезпечується спеціальним пігментом гемоглобіном – складним білком, що має в своєму складі залізо. В еритроцитах дорослої людини гемоглобін становить близько 32% від ваги формених елементів і в середньому 14% від ваги цільної крові. Вміст гемоглобіну в еритроцитах новонароджених досягає 14,5% норми дорослої людини, що становить 17-25 г гемоглобіну на 100 г крові. У перші два роки кількість гемоглобіну падає до 80-90%, а потім знову зростає до норми. 
Гемоглобін має видову специфічність. Якщо у новонародженого він поглинає кисню більше, ніж у дорослого (а з 2 років ця здатність гемоглобіну максимальна), то з 3 років гемоглобін поглинає кисень так само, як і у дорослих.
У новонароджених в перший день життя кількість еритроцитів  доходить до 6 млн, потім відбувається зниження до норми дорослої людини. У 7-9 років число еритроцитів 5-6 млн. Найбільші коливання кількості еритроцитів спостерігаються в період статевого дозрівання 6. Кількість еритроцитів у дорослого чоловіка варіює від 3,9*1012 до 5,5*1012 в 1 л, а у жінок – від 3,7*1012 до 4,9*1012 в 1 л 3, 7.
Середня тривалість життя еритроцитів становить близько 120 днів. В організмі щодня руйнується приблизно 200 млн еритроцитів. При їх старінні відбуваються зміни в плазмолемі еритроцита: зокрема, в глікокаліксі знижується вміст сіалової кислоти, що визначає негативний заряд оболонки. У старіючих еритроцитах знижуються інтенсивність гліколізу і відповідно вміст АТФ. Внаслідок порушення проникності плазмолеми знижується осмотична резистентність, має місце вихід з еритроцитів іонів К+ у плазму і збільшення в них вмісту Nа+. При старінні еритроцитів відзначається порушення їх газообмінної функції 8.
Мембрана еритроцита несе негативний заряд. Наявність однойменного заряду у еритроцитів перешкоджає їх осідання.  У нормі швидкість осідання еритроцитів (ШОЕ) незначна і становить 3-9 мм/год у чоловіків і 7-12 мм/год у жінок. Також ШОЕ залежить від кількості білків в плазмі крові і від ставлення глобулінів до альбуміну. Оскільки у новонародженого в плазмі близько 6% білків і відношення кількості глобулінів до альбуміну теж менше, ніж у дорослих, то ШОЕ у них – близько 2 мм, у грудних дітей – 4-8 мм, а у більш старших дітей – 4-8 мм в годину.
Прискорення ШОЕ обумовлено втратою еритроцитами негативного заряду за рахунок адсорбції на них продуктів запалення, глобулінів та інших речовин. Нормальне функціонування еритроцитів забезпечує стабільний електричний заряд. При патологічних станах заряд може істотно змінюватися в результаті модифікацій фізико-хімічної структури клітинної поверхні, а також внаслідок порушення складу навколишнього середовища 6.
1.1.2.2 Лейкоцити
Лейкоцити – високоспеціалізовані клітини, які мають різні захисні функції. Завдяки фагоцитарній активності, участі в клітинному та гуморальному імунітеті, обміну гістаміну та гепарину реалізується антимікробні, антитоксичні, антитілоутворюючі та інші важливі компоненти імунологічних реакцій 9. 
Всі лейкоцити поділяють на дві великі групи: зернисті лейкоцити, або гранулоцити, і незернисті лейкоцити, або агранулоцити (рис. 1.2). 
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Рисунок 1.2 – Класифікація лейкоцитів [8].
При фарбуванні крові суміші кислого (еозину) і основного (азур) барвників за методом Романовського-Гімза зернистість в одних лейкоцитах виявляє схожість з кислим барвником, і такі лейкоцити називаються еозинофільними, чи ацидофільними, в інших – до основних барвників – базофільні лейкоцити; зернистість третіх проявляється в розчині з кислим і основними барвниками, такі лейкоцити називаються нейтрофілами 8, 10.
Група незернистих лейкоцитів відрізняється відсутністю специфічної зернистості в цитоплазмі і не сегментованими ядрами. Вони підрозділяються на лімфоцити і моноцити, що мають різні морфологічні та функціональні показники.
 Всі лейкоцити мають кулясту форму. У дорослої людини їх налічується 3,8*109 – 9,0*109 в 1 л крові. Кількість лейкоцитів може значно змінюватися в залежності від прийому їжі, фізичного та розумового навантаження тощо. На відміну від дорослих у новонароджених в 1 мм3 крові міститься 10-30 тис. лейкоцитів.
На відміну від еритроцитів вміст лейкоцитів сильно коливається. Розрізняють збільшення загальної кількості лейкоцитів (лейкоцитоз) і їх зменшення (лейкопенію). Лейкоцитоз спостерігається у здорових людей при м'язовій роботі, в перші 2-3 годин після прийому їжі і у вагітних 6.
Еозинофіли становлять 1-4% всіх лейкоцитів. Зернистість в їх цитоплазмі фарбуються кислим барвником. Вони грають роль в руйнуванні і знешкодженні токсинів білкового походження і чужорідних білків. Під впливом останнього число еозинофілів в крові збільшується.
Базофіли (0-0,5% всіх лейкоцитів) містять гранули, забарвлюються основним барвником, наприклад метиленовий синій. Базофіли, так як і тучні клітини сполучної тканини, продукують гепарин. Крім того, вони синтезують гістамін.
Нейтрофіли складають 60-70% всіх лейкоцитів. Вони отримали свою назву через те, що дрібна зернистість в протоплазмі забарвлюється нейтральними фарбами. Основна їхня функція – захист організму від проникнення в нього мікробів і вироблюваних ними отруйних для організму речовин. 
У дітей до 9-10 років відносний вміст нейтрофілів значно менше, ніж у дорослих, а кількість лімфоцитів різко збільшено до 14-15 років. До 4 років абсолютна кількість лімфоцитів перевищує кількість нейтрофілів приблизно в 1,5-2 рази, з 4 до 6 років кількість нейтрофілів і лімфоцитів спочатку порівнюється, а потім нейтрофіли починають переважати над лімфоцитами, і з 15 років їх відношення наближається до норм дорослих. Лейкоцити живуть до 12-15 днів 6.
Моноцити, складають 6-8% всіх лейкоцитів, утворюються в кістковому мозку, лімфатичних вузлах і сполучній тканині. Моноцити здатні до амебоїдного руху і є активними фагоцитами, що захоплюють і перетравлюють як мікробів, так і зруйновані клітини організму. Проникаючи до місця запалення з крові, моноцити перетворюється в макрофаги – гігантські фагоцитуючі клітини 3.
Лімфоцити розвиваються переважно в лімфатичних вузлах, а також частково в селезінці, зобній залозі, слизових оболонках. Лімфоцити мають здатність синтезувати - і γ-глобулінів і брати участь у забезпеченні імунітету. Показано, що лімфоцити при дії на них продуктів розпаду мікробів виробляють знешкоджуючі їх речовини. Вони знешкоджують також й інші токсини шляхом вироблення антитоксинів. При зменшенні утворення лімфоцитів в організмі знижується його опірність до інфекцій 3, 11.
1.1.2.3 Тромбоцити
Кров’яні пластинки, або тромбоцити, представляють собою утворення овальної чи округлої форми діаметром 2-5 мк (рис. 1.3). У людини та ссавців вони не мають ядер і саме цим відрізняються від тромбоцитів нижчих хребетних, які мають ядра.
[image: image3.png]



1 – гранули; 2 – глиби глікогену; 3 – ендоплазматична сітка;                      4 – мітохондрії; 5 – вакуолі; 6 – відростки кров’яної пластинки.
Рисунок 1.3 – Ультрамікроскопічна будова тромбоцита 8
У дорослих в 1 мм2 крові міститься 200-100 тис. тромбоцитів, у дітей до 1 року – 160-330 тис.; від 3 до 4 років – 350-370 тис. Тромбоцити живуть 4-5 і не більше 8-9 днів. У складі сухого залишку тромбоцитів містяться 16-19% ліпідів (в основному фосфатидів), протеолітичні ферменти, серотонін, фактори згортання крові та ретрактін. Збільшення кількості тромбоцитів називається тромбоцитозом, зменшення – тромбоцитопенія 6.
Тромбоцити являють собою відділені від гігантських клітин кісткового мозку – так званих мегакаріоцитів, без’ядерні фрагменти їх цитоплазми розміром 2-3 мкм. Кожна пластинка складається із гіаломера (основа пластинки), та грануломера – зерна, що утворюють скупчення в центрі пластинки. Грануломер, хоча і забарвлюється азуром, але не містить ядерної речовини – хроматину, гістохімічна реакція в нього негативна. Крім того в грануломері виявляються мітохондрії та різні кількості гранул глікогену. В гіаломері немає гранул, а є циркулярно розташовані пучки мікротрубочок. 
Кров’яні пластинки приймають участь у процесі згортанні крові. Ця функція визначається їх здатністю швидко розпадатися, склеюватись в конгломерати, навколо яких виникають нитки фібрину. В процесі згортання крові кров’яні пластинки виділяють ряд речовин та різні ферменти. Тривалість життя тромбоцитів у людини у середньому складає 8-11 діб 12.
1.2 Біохімічні особливості складу крові 

Усі захворювання мають біохімічну основу та проявляються порушеннями у структурі молекул; в ході хімічних реакцій та процесів. До основних положень, котрі дозволяють розглянути захворювання з біохімічної позиції, можна віднести:

1. Хвороби, у своїй більшості, детерміновані генетично.

2. Усі класи біомолекул, можуть змінювати свою структуру, функцію та кількість.

3. Захворювання можуть бути викликані дефіцитом або надлишком певних вітамінів, гормонів, тощо.

4. Різноманітні біохімічні механізми можуть призводити до схожих патологічних, клінічних та лабораторних проявів. 

Одним із головних показників у діагностиці патологічних станів займають дослідження білкового спектру, активності ферментів крові та інших біологічних рідин. Вони мають досить високу специфічність, інформативність та діагностичну значимість. 

Так, наприклад, сечовина – це кінцевий продукт обміну білків. Це найбільша фракція залишкового азоту (близько 50%). Синтез сечовини відбувається у печінці, в циклі Кребса-Гензелейта в декілька етапів за участі ряду ферментних систем. Нормальний вміст сечовини у крові знаходиться у рамках 2,5-8,3 ммоль/л. Сечова кислота за своїм походженням безпорогова речовина: утворена кількість фільтрується у просвіт проксимальних канальців, а потім частина (близько 35%) реабсорбується назад за рахунок реабсорбції води . 

Збільшення вмісту сечової кислоти не є ранньою ознакою порушення функції нирок. При різних захворюваннях нирок ступінь підвищення вмісту сечовини визначається характером ураження нефрону, рівнем інтоксикації, посиленим розпадом білка в тканинах та іншими факторами . 

Не менш важливим показником є креатин та його похідні. В організмі людини нараховують два джерела креатину: 

1. Екзогенний – креатин харчових продуктів.

2. Ендогенний – креатин, утворений в організмі за рахунок синтезу. 

Креатин синтезується в організмі із аргініну, гліцину та метіоніну. Початковий етап синтезу протікає в нирках, а закінчується в печінці, звідки він з током крові, частково у складі еритроцитів потрапляє у тканини мозку та м’язів. У м’язовій тканині, він приєднує залишок фосфорної кислоти, креатин перетворюється в креатинфосфат – макроергічну сполуку, що є джерелом енергії, що так необхідна для скорочення м’язів. 

Креатинін є кінцевим продуктом метаболізму креатину. Концентрація у сироватці крові здорових людей відносно постійна в результаті суворої залежності між його утворенням та виділенням.  Склад креатиніну у крові  варіює 65-106 мкмоль/л. Концентрацію креатиніну використовують як індикатор функції нирок у повсякденній клінічний практиці .

Оцінка функції печінки та її ураження зазвичай можуть бути представлені показником білірубіну. Білірубін – кінцевий продукт обміну гему, залізовмісного протопорфірину, що знаходиться в основному в гемоглобіні. В ретикуло-ендотеліальній системі щодня утворюється близько 450 мкмоль білірубіну, 80% якого утворюється в результаті розпаду «зношених» еритроцитів, а 20% утворюється із міоглобіну, цитохромів дихального ланцюга і при розпаді попередників еритроцитів в червоному кістковому мозку. 

Некон’югований білірубін транспортується плазмою в зв’язаній з білками формі. В нормальних умовах зв'язок білірубіну з білками досить міцний, не дивлячись на те, що іони водню, жирні кислоти, деякі лікарські препарати можуть конкурувати з білірубіном за зв'язок з білком. Завдяки своїм властивостям непрямий білірубін не фільтрується в клубочках нирок і в нормі не виявляється у сечі.

Кон’югований білірубін є полярною речовиною, тому не всмоктується в тонкому кишечнику. В дистальних відділах ободової та клубової кишок кон’югати білірубіну атакуються бактеріями, декон’югуються та перетворюються у групу безбарвних продуктів, уро- та стрекобіліногенів, які швидко окислюються з утворенням уро- та стрекобілінів, що забарвлюють калові маси. При блокаді біліарного тракту білірубін не екскретується і його концентрація в сироватці крові підвищуються. У пацієнта розвивається жовтяниця.  

До основних ферментів що представляють клінічний інтерес належать трансамінази – АЛТ та АСТ, їх широко застосовують у клінічній практиці як чутливий, неспецифічний показник гострого ураження гепатоцитів незалежно від етіології. Причинами ураження печінки може бути гепатит, незалежно від ґенезу ураження, токсичні ураження, порушення при шоці, тяжкій гіпоксії, гострій серцевій недостатності тощо. 

Аспарагінова трансаміназа (АСТ) – фермент каталізує перенос аміногрупи від аспаргінової кислоти на α-кетоглутарат з утворенням щавлеве-оцтової кислоти та глутамату. АСТ широко представлена у тканинах серця, печінки, скелетних м’язах та нирках. Основне значення дослідження рівня АСТ значиме при діагностиці інфаркту міокарда, захворюваннях м’язів та печінки. 

Аланінова трансаміназа (АЛТ) – фермент, що каталізує перенос аміногрупи від аланіну на α-кетоглутарат з утворенням піровиноградної кислоти та глутамату. АЛТ широко розповсюджена в тканинах, хоча найбільшу кількість виявляють у печінці. Активність АЛТ у сироватці підвищується при гострих гепатитах, цирозах печінки. Різке зниження показника може вказувати на розрив печінки або в пізніх стадіях тотального гепатонекрозу .
1.3 Система регуляції кровотворення
Підтримка відносної сталості складу периферичної крові, так само, як і його коливання при впливі різних фізіологічних чинників, здійснюється завдяки взаємодії декількох процесів – кровотворення, кроворуйнування і перерозподілу. Координація цих процесів пов'язана з наявністю спеціальної системи регуляції.
Кількість еритроцитів, лейкоцитів і тромбоцитів відповідає кількості зруйнованих клітин, так що загальна їх кількість залишається постійною. Органи системи крові (кістковий мозок, селезінка, печінка, лімфатичні вузли) містять велику кількість рецепторів, подразнення яких викликає різні фізіологічні реакції. Таким чином, є двосторонній зв'язок цих органів з нервовою системою: вони отримують сигнали з центральної нервової системи і в свою чергу є джерелом рефлексів, що змінюють стан їх самих і організму в цілому.
Орган кровотворення (гемопоезу) – це найбільший за обсягом і за активністю орган людського організму. Розташований він головним чином в кістках. Близько 20-30% червоного кісткового мозку – це еритропоетична тканина (тобто тканина, що виробляє еритроцити) 16.
При кисневому голодуванні, що викликано будь-якою причиною, число еритроцитів в крові зростає. При кисневому голодуванні в організмі виникає стимулююча кровотворення речовина – еритропоетин. Регуляція вироблення еритропоетинів, а значить, і кількість еритроцитів у крові здійснюється за допомогою механізмів зворотного зв'язку. Збільшення числа еритроцитів покращує транспортування кисню і тим самим зменшує стан гіпоксії, що, в свою чергу, гальмує вироблення еритропоетину. У стимуляції еритропоезу певну роль відіграє нервова система. При подразненні нервів, що йдуть до кісткового мозку, збільшується вміст еритроцитів в крові.
Довготривалий вплив тепла призводить до зниження еритропоезу. Останній реалізується різними механізмами підвищення депонування еритроцитів в селезінці; зниженням еритропоетичних властивостей крові; зниженням продукції гормонів щитоподібної залози; відтворенням в еритробластних острівцях еритроцитів, адаптованих до змін гомеостазу 17.
Продукція лейкоцитів стимулюється лейкопоетином, що з'являється після швидкого видалення з крові великої кількості лейкоцитів. На лейкопоез мають стимулюючий вплив нуклеїнові кислоти, продукти розпаду тканин, що виникають при їх пошкодженні і запаленні, і деякі гормони. Так, під дією гормонів гіпофіза – адренокортикотропного гормону і гормону росту – підвищується кількість нейтрофілів і зменшується число еозинофілів в крові.
У стимуляції лейкопоезу велику роль відіграє нервова система. Подразнення симпатичних нервів викликає збільшення нейтрофільних лейкоцитів у крові. Тривале подразнення блукаючого нерва викликає перерозподіл лейкоцитів в крові: їх зміст наростає в крові мезентеріальних судин і зменшується в крові периферичних судин; роздратування і емоційне збудження збільшує кількість лейкоцитів у крові. Після їжі збільшується вміст лейкоцитів в крові, що циркулює в судинах. У цих умовах, а також при м'язовій роботі і больових подразненнях в кров надходять лейкоцити, що знаходяться в селезінці і синусах кісткового мозку.
Посилення лейкопоезу виникає під впливом цитокінів: ІЛ-1, ІЛ-6, ІЛ-8, а також під впливом ряду медіаторів запалення, зокрема лейкотрієнів В4, С4, ФСК, що виробляються клітинами стовбурових клітин. Універсальним стимуляторами лейкопоезу є катехоламіни, глюкокортикоїди, які реалізують свої ефекти на кістковий мозок через посилення утворення КСФ і інтерлейкінів. До числа стимуляторів лейкопоезу відноситься вітамін В12, аскорбінова, фолієва кислота, залізо. Пригнічення кістково-мозкового кровотворення можливо під впливом ряду медіаторів запалення, таких, як простагландини Е1, Е2 ІЛ-10, ІЛ-13.
Основним механізмом регуляції є негативний зворотний зв'язок між загальною кількістю тромбоцитів та інтенсивністю тромбоцитопоезу; здійснюється цей зв'язок гуморальним шляхом. Швидкість утворення тромбоцитів регулюється шляхом зворотного зв`язку. 
Гуморальні стимулятори тромбоцитопоезу – тромбоцитопоетини виявляються при різних експериментальних і клінічних станах, наприклад, у хворих тромбоцитопенією. Сироватка крові хворих тромбоцитопенією викликає у експериментальних тварин достовірне збільшення числа тромбоцитів. Допускається, що проліферація, дозрівання і вихід тромбоцитів в кровоносне русло контролюються різними гуморальними факторами. Встановлено також існування гуморального антитромбопоетину – інгібітору тромбоцитопоезу. Як стимулятори, так і інгібітори поки не виділені в чистому вигляді, не відомі їх хімічна природа, механізм дії і місце вироблення в організмі 3, 18.

1.4 Патологічна фізіологія злоякісної гранульоми 
Лімфогранулематоз – пухлинне захворювання з групи гемобластозів. Уперше захворювання описане англійським лікарем Ходжкіним у 1832 році. Захворювання характеризується різноманітністю клінічних симптомів, зумовлених ураженням лімфатичних вузлів, різних органів і особливостями імунологічних реакцій . 
Лімфогранулематоз, або хвороба Ходжкіна, – пухлина лімфатичної системи, що представляє собою морфологічний субстрат у вигляді гігантських багатоядерних клітин Березовського-Штернберга, одноядерні клітини Ходжкіна зазвичай локалізовані в своєрідні клітинні скупчення – «гранульоми», що утворені сумішшю пухлинних і непухлинних – реактивних клітин: лімфоцитів, еозинофілів, нейтрофілів .
Дана патологія виникає в будь-якому віці, в загальній структурі захворюваності лімфома займає 11 місце у чоловіків (3,8%) та 9 місце у жінок (2,4%). В структурі захворюваності в групі людей молодого віку       (18-29 років) ЛХ займає перше місце, незалежно від статі. Характер наслідування не виявлений, але спостерігаються окремі випадки у нащадків хворих людей -.
Остаточний діагноз встановлюється завдяки виявленню клітин Березовського-Штернберга в пунктаті лімфатичного вузла, селезінки або кісткового мозку. Морфологічно клітини Березовського-Штернберга представлені круглої форми, а розміром 40-80 мкм, форма ядра кругла, бобоподібна, розміщення ядра центральне або ексцентричне. В ядрах спостерігають нуклеоли (рис. 1.4). Зрілі клітини, як зазначено вище містять декілька ядер, в кожному з ядер 1 велика нуклеола. Цитоплазма клітин Березовського-Штернберга базофільна. Клітини Ходжкіна – також крупні, але одноядерні, будова ядра така сама, як і в клітинах Березовського-Штернберга .  
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Рисунок 1.4 – Клітина Березовського-Штернберга при великому збільшенні (пункція кісткового мозку).
Біологічні та клінічні дослідження останніх 20 років показали, що лімфогранулематоз (ЛГМ) складається з двох самостійних форм: класична форма та нодулярна ЛХ з перевагою В-лімфоцитів. Ці захворювання абсолютно різні за морфологічними, клінічними проявами та терапією.
За даними досліджень з’ясували, що патологічні клітини у 70% випадків утворюються із зрілих, повільно проліферуючих В-лімфоцитів гермінального центру фолікулів лімфатичного вузла, інші 30% нащадки       Т-клітинної лінії цитотоксичних лімфоцитів. 
Залежно від розповсюдженості патологічного процесу міжнародна класифікація виділяє 4 стадії захворювання:
I – ураження однієї або двох суміжних груп лімфовузлів, розташовані по одному боці діафрагми.
II – ураження однієї або двох несуміжних груп лімфатичних вузлів, що розташовані по одному боці діафрагми.
III – ураження однієї або двох несуміжних груп лімфатичних вузлів, що розташовані по обидва боки діафрагми.
IV – ураження не лімфоїдних органів та лімфатичних вузлів . 
Основним симптомом є збільшення лімфатичних вузлів: підщелепних, шийних, надключичних, які на початку мають еластичну консистенцію, безболісні та неспаяні з іншими тканинами. Крім того, існує симптом інтоксикації: висока температура тіла 39-40, пітливість, в’ялість, слабкість, зменшення ваги, відсутність апетиту, інколи свербіж шкіри .  
Картина крові в більшості хворих характеризується закономірними змінами. Кількість лейкоцитів найчастіше в нормі або на верхній межі норми, незначний лейкоцитоз. У більшості хворих наявна лейкопенія. У крові нейтрофільоз з різким зсувом вліво. Склад еритроцитів та гемоглобіну при доброякісному перебігу може бути у нормі; при інтоксикації та залученні в процес внутрішніх органів може розвинутись гіпохромна анемія. Ранньою лабораторною ознакою інтоксикації є різке збільшення ШОЄ, підвищення вмісту фібриногену, гаптоглобіну. 
Протікання ЛГМ відрізняється великою різноманітністю. Хвороба протікає хвилеподібно, з ремісіями та загостреннями ( ураження нових груп лімфатичних вузлів або внутрішніх органів). При підвищених лабораторних показниках, наявній інтоксикації організму і збільшенні лімфатичних вузлів, обов’язкова біопсія ураженого вузла. Наступним кроком для підтвердження діагнозу та виявлення ступеню генералізації є комп’ютерна томографія або лімфографія 28-30. 
Лімфома Ходжкіна гетерогенна за своїм клінічним перебігом: у більшості хворих відмічено доброякісний перебіг та у 90% – шанси на повне одужання. Однак, за даними різних досліджень, від 10 до 20 % хворих на ЛХ резистентні до поліхіміотерапії, що проявляється у неможливості досягнення повної ремісії, розвитку ранніх та пізніх рецидивів захворювання. Пошук додаткових клініко-лабораторних, морфологічних, імуногістохімічних, молекулярно-генетичних маркерів прогнозу перебігу ЛХ забезпечує можливість покращити показники загальної виживаності та безрецидивної виживаності, а також, можливо, подолати резистентність ЛХ . 
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Методика проведення дослідження
Дослідження вікових особливості фізіолого-біохімічних показників крові у при злоякісній гранульомі проводилось на базі КНП «ЦЕНТР ПМСД №8» в 2018-2019 навчальному році. В дослідженні брали участь 26 людей  віком від 23 до 50 років, які знаходились на обліку після проведення стаціонарного лікування. Показники отримували із особистих карток хворих під час проходження мною виробничої практики.
Обстежених було розділено на дві експериментальні групи:

І група – 20-30 років;

ІІ група – понад 31-50 років.

Контролем слугували фізіолого-біохімічні показники крові здорових людей.  
У обстежених проводили дослідження показників біохімічного та загальноклінічного аналізу крові. В ході дослідження відзначали ряд гематологічних показників: вміст гемоглобіну, еритроцитів, лейкоцитів, ШОЕ, кольоровий показник та лейкоцитарну формулу, а також біохімічні показники; загальний білок, креатинін, тимолова проба, білірубін, сечовина, АЛТ, АСТ. Отримані дані дозволяють характеризувати функціональний стан організму хворих на лімфогранулематоз. 
Одержаний фактичний матеріал піддавали статистичній обробці. Визначали середню арифметичну ([image: image5.wmf]X

), квадратичне відхилення (σ) та похибку (m). Достовірність (р) оцінювали за критерієм Ст'юдента.
2.2 Визначення швидкості осідання еритроцитів
Стандартний мікрометод Панченкова, принцип якого спрямований на стоянні суміші крові з розчином цитрату натрію, яка поділяється на 2 шари: нижній – клітинні елементи, верхній – плазма. 
Капіляр Панченкова промивають розчином цитрату натрію до відмітки «75» , набирають цитрат та вносять в аглютинаційну пробірку, до мітки «К» набирають кров у той же капіляр та вносять в пробірку з розчином цитрату натрію (співвідношення 4:1). Вміст ретельно перемішують та набирають у капіляр суміш крові та розчин цитрату натрію до мітки «К». Капіляр встановлюють вертикально у штатив, впираючи нижній кінець його в гумову прокладку. ШОЕ виражають у мм за годину (за кількістю ділень стовпчика плазми) 6. Нормальні значення представлені у таблиці 2.1. 
Таблиця 2.1 – Нормальні величини ШОЕ, (мм/год -1) [5].
	Дорослі
	Особи похилого віку

	Чоловіки
	Жінки
	

	1–10
	2–15
	До 20


2.3 Визначення гемоглобіну геміхромним методом
Принцип методу визначення загального гемоглобіну, полягає у тому, що гемоглобін крові під дією розчину, що трансформує, переходить у окислену форму – геміхром, інтенсивність фарбування якого пропорційна концентрації гемоглобіну у крові і вимірюється фотометрично при довжині хвилі (520-560) нм. Зразком служить  цільна капілярна кров.
Для аналізу використовують фотометричне обладнання, яке здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі (540-560) нм, в даному випадку напівавтоматичний гемоглобінометр мінігем 540, пробірки лабораторні, піпетка Салі, піпетки місткістю 5 мм.
До 5 мл трансформуючого розчину додають 0,02 мл крові, ретельно перемішують та інкубують 5-15 хв. при кімнатній температурі плюс 18-25°С. Перед вимірюванням вміст пробірки ще раз перемішують та вимірюють величину оптичної щільності проби в напівавтоматичному гемоглобінометрі мінігем 540 1. Нормальні величини представлені у таблиці 2.2.
Таблиця 2.2 – Концентрація гемоглобіну в крові здорових людей 6
	Аналіт
	Вікова група
	Одиниці СІ, Ммоль*л

	Гемоглобін (Hb)
	Дорослі 
	Ж
	7,6-9,5

	
	
	Ч
	8,7-10,9

	
	>70 років 
	Ж
	7,3-10,1

	
	
	Ч
	7,5-10,9

	
	>75 років
	Ж
	7,2-10,0

	
	
	Ч
	7,3-10,9

	
	>80 років
	Ж
	6,8-9,6

	
	
	Ч
	7,2-10,1


2.4 Підрахунок еритроцитів у камері Горяєва
Принцип методу полягає розведенні крові у градуйованих піпетках певними розчинами і поміщують у камеру певного об’єму в якій нанесена лічильна сітка. Клітини рахують візуально за допомогою мікроскопа 5. 
Кров розводять у 200 разів. Для цього до 4 мл 0,9% розчину хлориду натрію додають 20 мкл крові. Кінчик піпетки з кров’ю витерти марлевим тампоном, кров видути на дно пробірки, піпетку ретельно промити в верхньому шарі рідини. Вміст пробірки перемішують. Лічильну камеру Горяєва готують відповідно до вимог. Розведеною кров’ю заповнюють камеру, через 1-2 хв. починають підрахунок еритроцитів при малому збільшенні в 5 великих квадратах, розташованих по діагоналі сітки. Кількість еритроцитів в 1 мкл крові визначають за формулою 2.1 :
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(2.1)
де А – кількість еритроцитів в 5 великих квадратах; 
200 – ступінь розведення крові; 
4000 – множник, що приводить результат до об’єму 1 мкл крові, тому що об’єм малого квадрата дорівнює 1/4000 мкл. 
Для перерахування числа еритроцитів в одиниці СІ – Т (тера – 1*1012 ) в 1 л необхідно отриману величину помножити на 106. У таблиці 2.3 наведені нормальні величини кількості еритроцитів в крові.
Таблиця 2.3 – Референтні значення кількості еритроцитів в нормі 6
	Вікова група
	Одиниці СІ 1012*л–1

	Дорослі 
	Ж
	4,1-5,1

	
	Ч
	4,5-5,9


2.5 Визначення кольорового показника
Принцип методу визначення кольорового показника базується на визначенні кількості гемоглобіну в одному еритроциті, що дає свої результати при обстеженні різних захворювань.
В медицині існує формула 2.2 для визначення кольорового показника, за даними досліджень крові на вміст еритроцитів та гемоглобіну:
                   


КП = 3* Hb / Er                                            (2.2)
де Hb – вміст гемоглобіну в г/л;
Er – кількість еритроцитів, виміряна в 1 мкл крові (вказується у вигляді числа, помноженого на 1012), з якого береться перші три числа 6.
2.6 Тимолова проба
Принцип методу визначення Тимолової проби лежить  в осіданні сироваткових β-глобулінів, гамма-глобулінів та ліпопротеїдів тимолом в трис-малеатному буфері при реакції 7,55. Інтенсивність помутніння яка залежить від кількості та взаємного відношення окремих білкових фракцій, вимірюється турбодиметрично при довжині хвилі 650 (630-690)нм. Зразком служить  сироватка крові, вільна від гемолізу.
Для аналізу використовують фотометричне обладнання, яке здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі (620-660) нм (червоний світофільтр), кювета з  товщиною  поглинаючого світло шару 10 або 5 мм, пробірки лабораторні, піпетки місткістю 5 та 0,1 мл, секундомір. До 3 мл тимолового реактиву додають 0,05 мл сироватки, ретельно перемішують та інкубують 30 хв при кімнатній температурі від плюс 18°С до плюс 25°С. Перед вимірюванням вміст пробірки ще раз перемішують та вимірюють величину оптичної щільності проби при довжині хвилі (630-690) нм в кюветі з  товщиною  поглинаючого світло шару 10 або 5 мм проти холостої проби (тимоловий реактив). Нормальні величини: 0-4 одиниці.
2.7 Визначення кількості лейкоцитів у камері Горяєва
Принцип методу заснований на підрахунку лейкоцитів під мікроскопом у певній кількості квадратів лічильної сітки і перерахунок на 1 мкл крові виходячи з об’єму квадрата та розведення крові. Спочатку готують для роботи камеру Горяєва, набирають кров до позначки 0,5, ватним тампоном знімають надлишок крові з носика капіляра; не випускаючи кров із капіляра, до позначки 11 набирають 3% розчин оцтової кислоти; обережно струшуючи змішувач, перемішують розчин із кров’ю в його ампулі (для полегшення змішування в ній є маленька прозора намистинка). Кров буде розведена у 20 разів. Заповнюючи камеру кров’ю: перші дві краплі розчину, що йдуть з капіляра меланжера, видути на вату; наступні краплі розчину поміщують в камеру. Чекають 1-2 хв, щоб лейкоцити осіли на дно камери. Далі знаходять кількість лейкоцитів у 100 великих, не розкреслених квадратах. Розрахунок слід проводять по всій площині сітки, починаючи з верхнього лівого краю; розраховують кількість лейкоцитів у 1 мкл крові за формулою 2.3 : 
Л = (а * 4000 * 20) / 1*100*16 
                    (2.3)
де Л – кількість лейкоцитів у 1 мкл;
а – кількість лейкоцитів у 100 великих квадратах сітки; 
100 – кількість великих квадратів; 
16 – кількість малих квадратів; 
20 – ступінь розведення крові; 
1/4000 мм3 – об’єм 1 маленького квадрата 39. 

У таблиці 2.4 представлені значення кількості лейкоцитів в крові в нормі.
Таблиця 2.4 – Значення кількості лейкоцитів у нормі 6
	Вік
	Величина (Г*л -1)

	18 років
	4,5-12,5

	20 років
	4,5-11,5

	Дорослі 
	4,4-11,3


2.8 Підрахунок лейкоцитарної формули в мазку крові
Принцип даного методу – мікроскопія сухих фіксованих препараті пофарбованих мазків крові з диференціюванням різних форм лейкоцитів. Лейкограма – це відсоткове співвідношення різних видів лейкоцитів в мазку крові. Підрахування лейкограми слід проводити в тонких ділянках мазку крові по верхньому та нижньому краю. Сумарна кількість клітин не повинна бути менша 100. При наявності відхилень, слід підрахувати ще 100. Реєстрацію кількості клітин при підрахуванні лейкоформули призводять за допомогою гематологічного лічильника СЛ-1. 
Відсотковий вміст різних форм лейкоцитів не відображує їх істинної кількості в 1 л крові, тому для оцінки стану лейкограми крім загальної кількості лейкоцитів та відсоткового вмісту окремих видів лейкоцитів слід врахувати абсолютний вміст останніх за формулою 2.4 :
          А (%) * Б (109/л) / 100 %  QUOTE                                      (2.4)
де А – вміст певного виду лейкоцитів (%);
Б – загальна кількість лейкоцитів (Г*л-1).
Показники лейкоцитарної формули в нормі представлені у таблиці 2.5.
Таблиця 2.5 – Показники лейкограми в нормі [6].
	Клітини лейкоцитів
	Абсолютні величини
	Відсоток від загальної кількості

	
	
	Дорослі
%

	Мієлоцити 
	–
	–

	Паличкоядерні нейтрофіли 
	0,04-0,3
	1-5

	Сегментоядерні нейтрофіли
	2,2-5,5
	40-70

	Еозинофіли
	0,0-0,3
	1-5

	Базофіли 
	0,0-0,07
	0-1

	Лімфоцити
	1,2-3
	19-37

	Моноцити 
	0,09-0,6
	3-11


2.9 Визначення загального білірубіну
Принцип методу визначення загального білірубіну (табл. 2.6), полягає у тому, що в присутності кофеїнового реактиву діазотована сульфанілова кислота утворює з прямим та непрямим білірубіном азобілірубін рожево-фіолетового кольору. Інтенсивність забарвлення дослідного розчину прямо пропорційна концентрації загального білірубіну у пробі. У відсутності кофеїнового реактиву до реакції вступає лише прямий білірубін. Зразком служить  сироватка, плазма крові, вільна від гемолізу.
Таблиця 2.6 – Визначення загального білірубіну [5].
	Відміряти в пробірку, мл
	Загальний білірубін
	Холоста проба

	Сироватка
	0,25
	0,25

	Кофеїновий реактив
	1,75
	1,75

	Фізіологічний розчин
	0,25
	0,5

	Діазосуміш
	0,25
	–


Для аналізу використовують фотометричне обладнання, яке здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі (540-560) нм, кювета з  товщиною  поглинаючого світло шару 10 або 5 мм, пробірки лабораторні, піпетки місткістю 1 і 5 мл, секундомір.
Для визначення загального білірубіну пробу для розвинення забарвлення витримують 20 хв при температурі від плюс 18°С до плюс 25°С, після чого фотометрують (фотометричне обладнання, яке здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі (540-560) нм в діапазоні (0-1) одиниць оптичної щільності та довжині оптичного шляху 10 мм або 5 мм). При подальшій експозиції забарвлення не змінюється. Вимірювання оптичної щільності дослідних проб проводять проти відповідної холостої проби. Розрахунок концентрації білірубіна проводять по калібрувальному графіку. Нормальні величини   0,85-20,5мкмоль/л [5].
2.10 Визначення сечовини
Принцип методу визначення сечовини (таблиця 2.7) полягає у наступному. Сечовина піддається уреазному гідролізу з утворенням аміаку і вуглекислого газу. Аміак, що виділився, реагує з гіпохлоритом і саліцилатом з утворенням розчину зеленого кольору. Збільшення оптичної щільності реакційного розчину при (540-560) нм пропорційно концентрації сечовини в зразку. Зразком служить  сироватка, плазма крові.
Таблиця 2.7 – Визначення сечовини [5].

	Відміряти в пробірку, мл
	Дослідна проба
	Калібрувальна проба
	Холоста проба

	Ензимний фермент
	1,0
	1,0
	1,0

	Сироватка
	0,01
	–
	–

	Калібратор
	–
	0,01
	–

	Інкубують 15 хвилин при температурі 20–25 °С або 5 хвилин в термостаті при температурі 37[image: image7.png]


С.

	Гіпохлорний реагент
	1,0
	1,0
	1,0


Для аналізу використовують фотометричне обладнання, яке здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі 570 (540-600) нм в діапазоні (0-1) одиниць оптичної  щільності та довжині оптичного шляху   10 мм або 5 мм, пробірки лабораторні, піпетки місткістю 1,5 ,0.1 мл,        термостат  37°С [5].
Інкубують 10 хвилин при температурі 20-25°С або 5 хвилин в термостаті при температурі 37°С. Фотометрують (фотометричне обладнання, яке здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі      (540-560) нм в діапазоні (0-1) од. опт. щільності та довжині оптичного шляху (10 мм або 5 мм). Розраховують за формулою 2.5 : 
Х=(Е дослідна / Е калібратор)× 10                             (2.5)
де Х – концентрація сечовини в пробі (ммоль/л);

10 – калібрувальна концентрація сечовини (ммоль/л);

Е дослідна – оптична щільність дослідної проби;

Е калібратор – оптична щільність калібрувальної проби. 
Нормальні величини  2,1-7,1 ммоль/л [6].
2.11 Визначення креатиніну
Принцип методу визначення креатиніну (табл. 2.8)   полягає у тому, що пікринова кислота у лужному середовищі утворює з креатиніном продукт жовто-червоного кольору. Інтенсивність забарвлення дослідного розчину прямо пропорційна концентрації креатиніну у пробі. У сироватці крові креатинін досліджується після депротеїнування розчином три хлороцтової кислоти. Зразком служить сироватка крові.
Для аналізу використовують фотометричне обладнання, яке здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі 570 (540-600) нм в діапазоні (0-1) одиниць оптичної щільності та довжині оптичного шляху   10 мм або 5 мм, пробірки лабораторні, піпетки місткістю 5 та 0,1 мл,  центрифуга [5].
Перемішати, витримати 20 хвилин при кімнатній температурі, фотометру вати проти холостої проби. Забарвлення стабільне протягом 20 хвилин. Розрахунок концентрації креатиніну у пробі проводять за         формулою 2.6: 

С=Е дослідна/Е калібратор×5
  (2.6)
де С – концентрація креатиніну в пробі (мкмоль/л);

5 – калібрувальна концентрація креатиніну (мкмоль/л);

Е дослідна – оптична щільність дослідної проби;

Е калібратор – оптична щільність калібрувальної проби. 
Нормальні величини  53-97(мкмоль/л) [5].
Таблиця 2.8 – Визначення креатиніну [5].
	Вимірюваний розчин, мл
	Дослідна проба
	Калібрувальна проба
	Холоста проба

	Сироватка
	0,5
	–
	–

	Дистильована вода
	1,0
	1,0
	1,5

	Калібрувальний розчин
	–
	0,5
	–

	Розчин ТХО кислоти
	0,5
	0,5
	0,5

	Перемішати, центрифугувати 5хвилин при 3000 об/хв.

	Надосадова рідина
	1,0
	1,0
	1,0

	Розчин гідроокису натрію
	0,5
	0,5
	0,5

	Розчин пікринової кислоти
	0,5
	0,5
	0,5


2.12  Визначення загального білку
Принцип методу визначення загального  білку (табл. 2.9) полягає у тому що, білки реагують з сірчанокислою міддю в лужному середовищі з утворенням сполук  фіолетового кольору. Інтенсивність забарвлення реакційного розчину прямо пропорційна  концентрації білка в аналізує мій сироватці. Зразком служить сироватка, плазма крові.
Для проведення аналізу використовують фотометричне обладнання, яке здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі         570 (540-600) нм в діапазоні (0-1) одиниць оптичної  щільності та довжині оптичного шляху 10 мм або 5 мм.
Таблиця 2.9 – Визначення загального білку [5]
	Відміряти у пробірку, мл
	Дослідна проба
	Холоста проба

	Калібрувальний розчин
	–
	–

	Сироватка, плазма
	0,1
	–

	Фізіологічний розчин
	–
	0,1

	Біуретовий реактив
	5
	5


Змішати, витримати 30 хвилин при кімнатній температурі (від плюс 18[image: image8.png]


С до плюс 25°С). Виміряти оптичну щільність дослідної проби проти холостої проби. Забарвлення стабільне протягом 60 хвилин. Фотометрують (фотометричне обладнання, яке здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі (540-560) нм в діапазоні (0-1) одиниць  оптичної щільності та довжині оптичного шляху 10 мм або 5 мм). Розрахунок концентрації білку проводять по калібрувальному графіку. Нормальні величини  65-85 г/л [5].
2.13 Визначення аланінамінотрансферази
Принцип методу визначення аланінамінотрансферази  (табл. 2.10)  полягає у наступному, в результаті переамінування під дією АЛТ, утворюється піруват і глутамат. При додаванні 2,4-динітрофенілгідразину реакція зупиняється і в лужному середовищі утворюється пофарбований гідразон піровиноградної кислоти. Інтенсивність фарбування пропорційна кількості утвореної піровиноградної кислоти і є показником активності АЛТ.  
Таблиця 2.10 – Отримання калібрувальних розчинів [6].
	№ 

пробірки
	Калібрувальний розчин пірувату натрію (мл)
	Дистильована вода (мл)
	Піровиноградна кислота
	Активність ферменту АЛТ нмоль/(с*л)

	
	
	
	мкг
	мкмоль
	

	1
	0,05
	0,55
	4,4
	0,05
	278

	2
	0,10
	0,50
	8,8
	0,10
	556

	3
	0,15
	0,45
	13,2
	0,15
	834

	4
	0,20
	0,40
	17,6
	0,20
	1112

	5
	0,25
	0,35
	22,0
	0,25
	1390


Для аналізу використовують сироватку без слідів гемолізу. Активність ферменту зберігається протягом 1-2 діб при +4℃. 

Дослідна проба: в пробірку вносять 0,5 мл субстратного розчину та    0,1 мл досліджуваної сироватки. Пробірку поміщають у термостат при 37 С на 30 хв. Після завершення інкубації реакцію зупиняють та додають 0,5 мл розчину динітрофенілгідразину і витримують протягом 20 хв при кімнатній температурі для розвитку реакції. Потім доливають 5 мл 0,4 М  NaOH, ретельно перемішують та залишають на 10 хв при кімнатній температурі для розвитку забарвлення. Інтенсивність забарвлення вимірюють на фотоелектроколориметрі з хвилею 546 нм (зелений світлофільтр) у кюветі з товщиною робочого слою 10 мм проти контрольної проби.

Контрольна проба: у пробірку вносять 0,5 мл субстратного розчину, 0,1 мл сиворотки та 0,5 мл розчину динітрофенілгідразину. Контрольну пробу залоишають на 20 хв при кімнатній температурі, після чого додають в неї 5 мл 0,4 М  NaOH і залишають для розвитку забарвлення на 10 хв. 

Розрахунок активності АЛТ у сироватці рахують по калібрувальному графіку, що вказує залежність оптичної щільності від вмісту піровиноградної кислоти. 
Формула розрахунку активності:

     Активність АЛТ=С*1000/30*0,1 (мкмоль/(хв*л)(                          (2.7)
де С – вміст піровиноградної кислоти, знайдене по калібрувальному графіку; 

1000/0,1 – коефіцієнт перерахунку на 1 л сироватки;
 30 – коефіцієнт перерахунку на 1 хв. [30].
2.14 Визначення аспартатамінотрансферази

Принцип методу визначення аспартатамінотрансферази полягає в наступному, в результаті переамінування, що відбувається під дією АСТ, утворюється оксалоацетат та глутамат. Оксалоацетат легко перетворюється при декарбоксилюванні в піруват. Таким чином, кінцевим продуктом є піруват. При додаванні 2,4-динітрофенілгідразину реакція зупиняється, і в лужному середовищі утворюється динітрофенілгідразон піровиноградної кислоти, що забарвлена в червоно-бурий колір. Інтенсивність забарвлення пропорційна кількості утвореного пірувату і є показником активності АСТ.

Визначення активності АСТ проводять тим самим шляхом, що і визначення активності АЛТ. Різниця в визначенні полягає в тому, що в реакції використовують інший субстратний розчин. Зміна часу інкубації        з 60 хв до 30 хв для АСТ зручніше для роботи та точніше, тому що більш відповідає вимогам лінійності ферментативної реакції. Зміни у часі інкубації для АСТ обумовлено і деякими відмінностями в нормативних величинах для цього ферменту. 

Нормативні величини:

Для АСТ, АЛТ – 28-190 нмоль/(с*л),

(0,1-0,68 мкмоль/(ч*мл)( при 37 або 11,4 МЕ/л [30].
2.15  Статистична обробка результатів дослідження
Більшість експериментальних лабораторних робіт по фізіології мають порівняльний характер і часто при аналізі, отриманих даних, обмежуються простим співставленням між собою середній величин. Одночасно цілий ряд робіт вимагає доказів достовірності, відмінностей і кореляційних зв'язків, визначення яких дає можливість впевнитися, що виявлені закономірності носять не випадковий характер, а є цілком реальними.
Статистична обробка передбачає отримання наступних показників:           n – загальне число спостережень (випадків); [image: image10.wmf]X

 – середня арифметична величина; σ – середнє квадратичне відхилення; m – помилка середньої;             td – критерій достовірності відмінностей Ст’юдента.
Середні арифметичні величини ([image: image11.wmf]X

) розраховували за формулою [2.8] :
[image: image12.wmf]
[image: image13.wmf][image: image14.wmf]X

 = (Х1 + Х2 + Х3 + ...+ Хn)/n = Х1/n
                     (2.8)
де  – символ суми; 
Х1, Х2 – значення окремих вимірювань; 
n – загальне число випадків [31]. 
Середня арифметична величина – важлива характеристика ознаки. Проте при одній і тій же середній величині спостережувані відхилення від неї можуть варіювати різною мірою. Тому при обробці експериментальних даних доцільне введення показника мінливості ознаки. Таким показником є середнє квадратичне відхилення (σ), яке розраховували за формулою [2.9]:
 =[image: image15.wmf] 
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де в чисельнику – сума квадратів відхилень значень від середньої арифметичної; 
у знаменнику – число ступенів свободи, яке дорівнює числу спостережень без одного.
Одержавши середні арифметичні величини і квадратичні відхилення, нами визначалася достовірність відмінностей між двома обстеженими групами за t - критерієм Ст’юдента. З цією метою використовували формулу [2.10]:
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де [image: image17.wmf]X

 – середня арифметична величина;
m – помилка середньої, яку розраховують за формулою [2.11]:
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де n – загальне число випадків;
m – помилка середньої;

σ – квадратичне відхилення.

У більшості біологічних досліджень достовірність вважається доведеною при 95%-ому рівні значимості. Це свідчить про те, що відмінності середніх величин виникли в результаті недоліку числа спостережень, що становлять менше 5%. У таких випадках говорять, що вірогідність помилки (р) менше 5%, тобто р<0,05. Для того, щоб визначити достовірність відмінностей використовували спеціальну таблицю, в якій представлені граничні значення    t-критерію Ст’юдента [31].
3 Експериментальна частина
3.1 Гематологічні показники у людей хворих на злоякісну гранульому різних вікових груп
3.1.1  Дослідження показників червоної крові
До досліджених у роботі показників червоної крові належать гемоглобін, еритроцити, кольоровий показник. Усі ці показники є дуже важливими для визначення функціонального стану хворого, забезпечення його правильності лікування. Результати дослідження червоної крові у людей віком до 30 років і старше наведені в рис. 3.1; 3.2. 
 EMBED Excel.Chart.8 
[image: image19.emf]Еритроцити Кольоровий показник

Контроль 

4,32 0,92

до 30

4,15 0,9

>30 3,86 0,9

0

1

2

3

4

5

6



* – р>0,05, ** – p< 0,05.

Рисунок 3.1 – Вміст еритроцитів та кольоровий показник у людей контрольної групи  та хворих на злоякісну гранульому різних вікових груп.
Фактичні показники червоної крові у людей контрольної групи в середньому становили: еритроцити – 4,32±0,08 Т/л; гемоглобін – 133,11±2,73 г/л, кольоровий показник – 0,92±0,01 од. 
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          * – р>0,05, ** – p< 0,05.

 Рисунок 3.2 – Показники гемоглобіну у людей контрольної групи  та двох досліджуваних вікових груп.
Фактичні показники червоної крові у хворих людей на злоякісну гранульому віком до 30 років в середньому становили: еритроцити – 4,15±0,10 Т/л; гемоглобін – 125,00±2,86 Г/л, кольоровий показник – 0,90±0,00 од. У хворих старше 30 років показники в середньому становили:     еритроцити – 3,86±0,04 Т/л; гемоглобін – 116,00±3,18 Г/л, кольоровий показник – 0,90±0,02 од.
Порівняльний аналіз гематологічних показників засвідчив, що у людей І експериментальної групи вміст еритроцитів зменшений на 4,2% (p>0,05); гемоглобіну – зменшений на 6,48% (p>0,05); а кольоровий                   показник – зменшений на 2,34% (p>0,05). В ІІ експериментальній групі вміст еритроцитів зменшений на 12,14% (p>0,05); гемоглобіну – на 14,75% (p>0,05), а кольоровий показник – зменшений на 2,34% (p>0,05).
Таким чином, проведене дослідження засвідчило, що вміст гемоглобіну достовірно знижений відносно контролю у людей обох вікових груп, що характеризує обмеженість кисневої ємності крові. Кількість еритроцитів, у людей другої групи, відносно знижена, що відображає вікову динаміку показника. Кольоровий показник відповідає нормі.
3.1.2  Дослідження показників білої крові
Лейкоцити, або білі кров'яні тільця – це формені елементи крові, основною функцією яких є захист організму від чужорідних агентів, тобто токсинів, вірусів, бактерій, відмерлих клітин власного організму та ін. Утворення лейкоцитів (лейкопоез) відбувається в кістковому мозку і лімфатичних вузлах. Існує п'ять видів лейкоцитів: нейтрофіли (паличкоядерні та сегментоядерні), лімфоцити, моноцити, еозинофіли і базофіли. Підвищення цих показників свідчить про наявність запальної реакції організму людини, що свідчить про захисну реакцію  організму від інфекційної загрози здоров’ю людини.
 Результати дослідження білої крові у людей контрольної групи та обох експериментальних груп наведені в рисунку 3.3; 3.4. Фактичні показники білої крові у людей контрольної групи в середньому становили: лейкоцити – 5,30±0,28х109/л, еозинофіли – 2,63±0,49%, паличкоядерні нейтрофіли – 2,32±0,37%, сегментоядерні нейтрофіли – 57,05±1,15%, моноцити – 3,89±0,41%, лімфоцити – 33,47±1,02% . 
Фактичні показники білої крові у людей першої експериментальної групи в середньому становили:  лейкоцити – 9,25±0,06 х109/л, еозинофіли 3,0±0,01%, паличкоядерні нейтрофіли – 5,50±1,02%, сегментоядерні нейтрофіли – 53,00±0,41%, моноцити – 4,50±0,61%, лімфоцити – 34,0±2,04% . 
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 Рисунок 3.3 – Показники білої крові у людей контрольної групи та людей хворих на злоякісну гранульому.
Фактичні показники білої крові у людей другої експериментальної групи в середньому становили:  лейкоцити – 6,80±1,11 х109/л, еозинофіли 3,80±0,88%, паличкоядерні нейтрофіли – 6,40±1,07%, сегментоядерні нейтрофіли – 56,2±2,74%, моноцити – 8,00±0,89%, лімфоцити – 25,6±1,52%

Результати свідчать, що у хворих до 30 років вміст лейкоцитів підвищений на 42,7% (р<0,05); еозинофілів – підвищений на 12,28% (р>0,05); паличкоядерних нейтрофілів підвищений на 57,89% (р0,05); сегментоядерних нейтрофілів – знижений на 7,65% (р0,05); лімфоцитів – збільшений на 1,55% (р0,05); а моноцитів – збільшений на 13,45% (р0,05).
У людей старше 30 років відносно, контрольної групи, вміст лейкоцитів підвищений на 22,05% (р<0,05); еозинофілів – підвищений на 30,75% (р>0,05); паличкоядерних нейтрофілів підвищений на 63,82% (р0,05); сегментоядерних нейтрофілів – знижений на 1,52% (р0,05); лімфоцитів – знижений на 25,6% (р0,05); а моноцитів – збільшений на 51,32% (р0,05).

 EMBED Excel.Chart.8 
[image: image22.emf]Сегментоядерні нейтрофіли Лімфоцити

Контроль 

57,05 33,47

до 30

53 34

>30 56,2 25,6

0

10

20

30

40

50

60

70


              * – р>0,05, ** – p< 0,05.

 Рисунок 3.4 – Показники білої крові у людей контрольної групи та людей хворих на злоякісну гранульому.
Таким чином, показник кількості лейкоцитів у першій експериментальній групі достовірно підвищений, відсутність достовірних відмінностей у другої досліджуваної групи відображає вікове обмеження інтенсивності лейкопоезу. Молоді форми нейтрофілів підвищені в обох досліджуваних групах, але у більшій мірі проявляється у другій віковій групі хворих людей, що вказує на напруження неспецифічного імунітету. У обстежених вміст еозинофілів відповідає нормі. 

Вміст лімфоцитів достовірно знижений у другій досліджуваній групі, що вказує на дегенеративні вікові зміни у вилочковій залозі.  Вміст моноцитів підвищений, що характеризує активізацію імунних процесів у периферичних органах і вказують на помірну інтоксикацію організму. 
3.1.3 Дослідження швидкості осідання еритроцитів
Швидкість осідання еритроцитів вказує на запалення, гостру інфекцію, отруєння. Підвищення рівня ШОЕ характерні при інфекційних захворюваннях, анеміях, запальних процесах в організмі. Низькі значення характерні для новонароджених і при посиленій м'язовій активності, вірусних гепатитах, при прийомі саліцилатів, хлориду кальцію. Результати дослідження швидкості осідання еритроцитів у хворих на лімфогранулематоз наведені на рисунку 3.5.
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Рисунок 3.5 – Показники ШОЕ у людей контрольної групи та людей хворих на злоякісну гранульому двох вікових груп 
Результати дослідження свідчать про те, що у людей контрольної групи середнє значення величини ШОЕ становило 10,16±1,00 мм/год. У хворих людей першої вікової групи середнє значення вмісту ШОЕ становило 16,50±0,61 мм/год, у хворих людей другої вікової групи 29,40±4,83 мм/год.
Таким чином, відносно людей контрольної групи у хворих першої групи середні значення ШОЕ підвищені на 38,44% (p0,05), у хворих другої групи на 65,45%(p0,05). У людей хворих на лімфогранулематоз показник значно підвищений, що вказує на підвищення агрегаційних властивостей еритроцитів, що обумовлене запальними процесами в організмі. 
3.2 Біохімічні показники у людей хворих на злоякісну гранульому
До біохімічних показників крові належать загальний білок, креатинін, сечовина, загальний білірубін, АЛТ, АСТ, тимолова проба. Усі ці показники є важливими для визначення стану хворого, забезпечення його правильності лікування. Результати дослідження біохімічних показників  представлені в рисунках 3.6; 3.7. 
Біохімічні показники крові  контрольної групи людей в середньому становили: загальний білок – 73,98±1,55 г/л, креатинін – 88,49±1,92 мкм/л, тимолова проба – 1,77±0,27 од., білірубін загальний – 10,70±0,79 мкм/л, сечовина – 4,42±0,42 ммоль/л, АЛТ – 0,4±0,09 мк М/мл,                                АСТ – 0,38±0,07 мк М/мл. 

Біохімічні показники крові І експериментальної групи в середньому становили: загальний білок – 75,5±2,25 г/л, креатинін – 87,60±1,47 мкм/л, тимолова проба – 4,04±0,38 од., білірубін загальний – 16,20±3,19 мкм/л, сечовина – 4,50±0,04 ммоль/л, АЛТ – 0,40±0,08 мкм/мл,                                АСТ – 0,40±0,02 мкм/мл. 
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Рисунок 3.6 – Біохімічні показники крові у людей контрольної групи та людей хворих на злоякісну гранульому різних вікових груп
У людей, хворих на злоякісну гранульому старше 30 років,  досліджені показники в середньому становили: загальний білок – 69,00±3,45 г/л, креатинін – 93,98±4,08 мкм/л, тимолова проба – 4,50±0,58 од., білірубін загальний – 10,05±0,93 мкм/л, сечовина – 6,08±0,70 ммоль/л,                       АЛТ – 0,40±0,04 мкм/мл,   АСТ – 0,22±0,02 мкм/мл. 
Таким чином, відносно  контрольної групи, у хворих людей віком до 30 років, вміст загального білку збільшено на 2,01% (p>0,05), креатиніну – знижено на 2,16% (p0,05), тимолової проби – збільшений на 56,2% (p0,05), загального білірубіну – збільшено на 33,94% (p>0,05), сечовини – збільшений                на 1,87% (p0,05), АЛТ – знижено на 0,92% (p>0,05), АСТ – збільшено на 4,6% (p>0,05).
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Рисунок 3.7 – Біохімічні показники крові у людей контрольної групи та людей хворих на злоякісну гранульому різних вікових груп
У хворих людей віком старше 30 років вміст загального білку знижений на 7,22% (p>0,05), креатиніну – збільшено на 4,77% (p0,05), тимолової проби – збільшений на 60,73% (p0,05), загального білірубіну – знижено на 6,44% (p>0,05), сечовини – збільшений  на 27,37% (p0,05),    АЛТ – знижено на 1,43% (p>0,05), АСТ – знижено на 72,86% (p>0,05).
Кількість загального білка відповідає нормі. Рівень креатиніну підвищений в межах норми. Показник тимолової проби є неспецифічним, значення якого достовірно підвищені в обох експериментальних групах, що вказує на зниження синтетичної функції печінки, а саме підвищений вміст  β- та γ-глобулінів. Показник загального білірубіну в нормі, що вказує на помірну інтенсивність гемолізу еритроцитів.
Показник сечовини знаходиться в межах норми. Показник аланінамінотрасферази у межах норми.  Значення аспартатамінотрансферази знижено у другій віковій групі хворих людей і вказує на процес лізису гепатоцитів.
4 ОХОРОНА ПРАЦІ
Під охороною праці розуміють правові, соціально-економічні, організаційно-технічні, лікувально-профілактичні, санітарні, гігієнічні заходи та засоби, що спрямовані безпосередньо на збереження здоров’я і працездатності людини в процесі праці.  
Мета даного розділу показати практичні навички у застосовуванні теоретичних знань при виконанні кваліфікаційної роботи на тему: «Вікові особливості фізіолого-біохімічних показників крові при злоякісній гранульомі».
Практична частина кваліфікаційної роботи пов’язана з перебуванням у лабораторії. Досліди, біологічні рідини та кров вважаються потенційно небезпечними. Перед початком роботи був проведений інструктаж з охорони праці та пожежної безпеки науковим керівником.
Важливо пам’ятати, що лабораторія ​– це приміщення зі своїм мікрокліматом, який впливає на здоров’я людини. Тому так важливо забезпечити правильне, надійне та безпечне використання лабораторії при роботі в ній. Дотримання правил техніки безпеки, забезпечення умов,  визначених законодавством і нормативно-технічними актами визначає знання роботи у лабораторії [33].
До роботи в клініко-діагностичних лабораторіях, допускається повнолітній медичний персонал з професійною медичною освітою, атестовані на II кваліфікаційну групу з електробезпеки і не мають протипоказань за станом здоров'я. Також студенти, які прослухали інструктаж з техніки безпеки та охорони праці та первинний інструктаж на робочому місці з відповідними записами до журналу. 
Для роботи в клінічній лабораторії потрібно знати: вимоги інструкції з експлуатації електричного медичного та лабораторного обладнання; правила надання першої медичної допомоги при нещасних випадках; правила користування первинними засобами пожежогасіння;  вимоги виробничої санітарії та правил особистої гігієни [34, 35]. 
У лабораторії слід виконувати тільки доручену роботу, бути уважним при роботі з реактивами, завжди дотримуватись чистоти закріпленого обладнання та засобів індивідуального захисту, виконувати правила забороняючих, або попереджуючих знаків і написів.
З метою попередження небезпечних для здоров’я факторів, працівника, або студента необхідно забезпечити наступними сертифікованими засобами захисту: спеціальний одяг і взуття, захисті одноразові медичні маски, одноразові хірургічні рукавички, окуляри захисні.
Перед початком роботи необхідно одягти санітарно-гігієнічний одяг, перевірити готовність до роби приладів, апаратів, освітлення, витяжної шафи інших пристосувань, впевнитись у достатності реактивів [36].
 У лабораторії обов’язково повинна бути аптечка першої медичної допомоги. Вентиляцію в лабораторії вмикають за 30 хвилин до початку роботи. Перед входом в приміщення потрібно вимкнути бактерицидну лампу.
Під час роботи з метою попередження інфікування персоналу слід уникати контакту шкіри та слизових болонок з кров’ю та іншими біологічними матеріалами. Якщо ж виявляються пошкодження шкіри на руках потрібно закрити їх лейкопластиром. 
 Розчини для нейтралізації концентрованих кислот і лугів повинні знаходитися на стелажі протягом усього робочого часу.
У лабораторії необхідно відповідально відноситись до електроприладів, нагрівальних приладів та цілісністю скляних приладів, обладнання та посуду.
Так як швидкість руху повітря в повністю відкритих стулках витяжної шафи 0,3 м/сек, стулки під час роботи слід тримати максимально закритими і відкривати лише під час обслуговування приладів та установок.
Злив відходів летючих речовин, що поширюють різкий, неприємний запах, повинен здійснюватися в раковину, розташовану в витяжній шафі з підведеною до неї водопровідних краном. 
Для запобігання перевтоми і псування зору при мікроскопії та користуванні іншими оптичними приладами необхідно забезпечити висвітлення поля зору, передбачене для даного мікроскопа або приладу. При роботі не слід закривати непрацююче око, працювати поперемінно то одним, то іншим оком. При втомі зору слід робити перерви в роботі [37-39]. 
Температура повітря була оптимальною (18-20°С). Відхилення температури може приводити до порушень роботи організму людини. Відносна вологість повітря така, як в навколишньому середовищі. При підвищенні відносної вологості існує ймовірність порушення тепловіддачі і зниження працездатності людини.
Атмосферний тиск в лабораторії такий, як і в навколишньому середовищі. Оптимальним вважають атмосферний тиск – 760 мм.рт.ст. Людина може виконувати роботу в інтервалі 550-950 мм.рт.ст. 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 слід уникати надмірних протягів.
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 міри захисту та прийоми надання першої домедичної допомоги при ураженні електричним струмом.
Вмикання 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 м2, відстань між робочими  місцями повинна бути не менше 1,50 м в ряду, і не менше 1,25 м між рядками. У приміщеннях, обладнаних відеотерміналом, стіни слід фарбувати фарбами пастельних тонів. Фарбованим поверхням слід придавати матову фактуру. Допустимі рівні температури повітря в дисплейних залах від +22°С до +24°С і швидкості руху повітря не менше 0,2 м/с.
Щоб запобігти впливу шкідливих променів нетреба сідати ближче до екрану ніж 50-70 см, 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,то через кожну годину             20 хвилин слід робити перерви. В цей час провітрюється кімната. Так як робота з комп’ютером є роботою з тривалим перебуванням в фіксованій позі, рекомендується виконувати під час перерви фізичні вправи та вправи для очей.
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 міри захисту та прийоми надання першої домедичної допомоги при ураженні електричним струмом.
Вмикання комп’ютерів до електричної мережі здійснюється тільки через спеціально встановлені електричні розетки або вилки із заземленням.
У приміщенні лабораторії забороняється: залишати без нагляду запалені пальники та поруч з ними тримати, або прибирати пролиті, легкозаймисті речовини; користуватись приладами в неповному зборі; при роботі в витяжній шафі тримати голову під тягою; пробувати на смак  і вдихати невідомі речовини; використовувати реактиви без етикеток; Палити, а також зберігати і приймати їжу, користуватись косметикою в робочому приміщенні. 
Під час роботи необхідно дотримуватися вимог асептики і антисептики, правил особистої гігієни. Вимагати того ж від інших працівників лабораторії. Перед і після кожного контакту з матеріалом мити руки, а потім їх обробити одним з ліцензованих бактерицидних препаратів.
У випадках аварійної ситуації вжити заходів до евакуації відповідно до плану ліквідації аварійних ситуацій [40].
При забрудненні кров'ю чи іншою біологічної рідиною спецодягу, її слід негайно зняти, обробити ділянки забруднення дезинфікуючим розчином, потім замочити в ньому спецодяг. При забрудненні кров'ю та іншими рідинами рукавичок їх протирають тампоном, змоченим 6% розчином перекису водню або 3% розчином хлораміну.
У разі забруднення шкірних покривів кров'ю або іншими біологічними рідинами їх слід протягом двох хвилин обробити тампоном, рясно змоченим 70% спиртом, вимити під проточною водою з милом і витерти індивідуальним тампоном. 
При потраплянні крові на слизові оболонки їх негайно обробляють струменем води, потім 1% розчином борної кислоти або вводять кілька крапель нітрату срібла. Ніс обробляють 1% розчином протарголу, рот і горло полощуть 70% спиртом або 1% розчином борної кислоти, або 0,05% розчином перманганату калію [41-43].
Якщо аварія сталася на центрифузі, то дезінфекційні заходи призначають не раніше, ніж через 30-40 хвилин, тобто після осадження аерозолю. 
При пораненні будь-якій стадії, отруєннях, опіках та інших нещасних випадках, потерпілому на місці надають першу допомогу, при необхідності направляють до лікувального закладу. 
 При найменших ознаках витоку газу та несправних пальниках слід припинити роботу до ліквідації витоку газу і заміни пальників, відкрити вікна або кватирки. 
 У разі витоку кислот, лугів, інших агресивних реагентів вжити необхідних заходів для ліквідації наслідків: відкрити вікна, провітрити приміщення.
Якщо пролитий луг, то його треба засипати піском або тирсою, потім видалити пісок і залити це місце сильно розведеною соляною або оцтовою кислотою. Після цього видалити кислоту ганчіркою, вимити місце витоку лугу водою і витерти насухо. Ганчір'я, використане для цього, утилізується. 
Якщо пролита кислота, то її треба засипати піском (тирсою засипати не можна!), потім видалити просочений пісок лопаткою, засипати содою, соду видалити і промити це місце великою кількістю води і витерти насухо. Ганчір'я, використане для цього, утилізується.
При найменших ознаках витоку газу та несправних пальниках слід припинити роботу до ліквідації витоку газу і заміни пальників, відкрити вікна або кватирки. 
У разі виникнення пожежі необхідно викликати пожежну команду за телефоном 101, повідомити про пожежу керівника організації, приступити до евакуації людей. До приїзду пожежної команди вжити заходів з гасіння пожежі підручними засобами відповідно до інструкції з пожежної безпеки.
У випадку інших аварійних ситуацій, що перешкоджають виконанню досліджень, припинити роботу і повідомити про це керівника лабораторії (організації) [37, 44]. 
Всі випадки аварій, мікротравм і травм, а також прийняті в зв'язку з цим заходи підлягають реєстрації в спеціальному журналі.
Після закінчення роботи з біоматеріалами, розчинами необхідно продезінфікувати, простерилізувати та вимити відповідно до встановленого регламентом розчинами. Робочі поверхні піддаються дезінфекції, руки обмивають дезінфікуючим розчином і миють в теплій воді з милом. 
Після завершення всіх робіт у лабораторії відключають прилади та апарати, які були використані в процесі роботи, знімають халат, спецвзуття та прибрають їх в спеціальну шафу.
Перед закриттям приміщення завжди необхідно проконтролювати його протипожежний стан. Вимкнути світло і закрити двері на ключ. Доповісти про відхід співробітника охорони [38, 41].
ВИСНОВКИ
1. Вміст еритроцитів та гемоглобіну у людей, хворих на злоякісну гранульому, знижений, що більш виражено проявляються у обстежених другої експериментальної групи. Вмісту білірубіну у межах норми, що характеризує помірний гемоліз еритроцитів.

2. Достовірне підвищення величини ШОЕ та тимолової проби свідчить про наявність інтоксикації організму хворих на лімфогранулематоз  обох експериментальних груп.

3. У показниках білої крові спостерігаємо збільшення кількості лейкоцитів, еозинофілів та юних форм нейтрофілів, що вказує на напруження імунних процесів у периферичних органах. Вікові дегенеративні зміни спостерігаємо у другій групі на що вказує знижений вміст лімфоцитів.  

4. Підвищення вмісту АСТ вказує на процес лізису гепатоцитів. Вміст АЛТ та сечовини знаходиться в межах норми для обох вікових груп.  

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Лімфома Ходжкіна – гетерогенне за своїми гістологічними характеристиками злоякісне лімфопроліферативне захворювання.  Захворюваність на злоякісну гранульому складає 1 % від всіх пухлин людини та 30% – усіх злоякісних лімфом [45]. Виділяють дві вікові категорії захворюваності – у віці 20-29 років та старше 50 років. У якості етіологічного фактору представлено вірус Епштейн-Барр, генетична схильність, і можливо, хімічні речовини [46].

Враховуючи те, що причини та фактори ризику захворюваності на злоякісну гранульому не вивчені, специфічна профілактика хвороби Ходжкіна відсутня, тому на перший план виходить своєчасність діагностики захворювання і вчасно розпочате лікування. Отже, при появі перших ознак і підозрі на захворювання, необхідно термінове відвідування лікаря онколога. 

У якості превентивних заходів рекомендується:
1.
Зведення до мінімуму впливу на організм таких мутагенів, як УФ та іонізуючого випромінювання, радіації.
2.
Хімічних канцерогенів, компонентів тютюнового диму, афлатоксинів (забруднювачі харчових продуктів) і миш'яку (забруднювач питної води).
3.
 Біологічних канцерогенів, таких як інфекції, викликані деякими вірусами, бактеріями або паразитами.
4.
Обмеження фізіотерапевтичних процедур людям похилого віку.
5.
Зміцнення імунітету.
6.
Дотримання правильної поведінки та раціону харчування.
7.
Нормальний індекс маси тіла та регулярні фізичні навантаження.
8.
Дотримання режиму відпочинку і сну [47, 48].
У групі ризику знаходяться хворі, що перенесли інфекційний мононуклеоз, а також люди з обтяженою спадковістю [46, 49]. Пацієнти з лімфогранулематозом в стадії ремісії повинні регулярно проходити обстеження у лікарів, адже рецидив можуть спричинити надмірні фізичні навантаження, стреси або вагітність [50].
Загалом хворі на лімфогранулематоз люди після стаціонарного лікування мають тенденцію до нормалізації показників крові. Разом з цим, вони потребують постійного моніторингу функціонального стану, саме тому я рекомендую в педагогічному процесі використовувати результати даного дослідження при викладанні дисципліни «Патологічна фізіологія». 
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_1640438557.xls
Диаграмма1

		Лейкоцити		Лейкоцити		Лейкоцити

		Паличкоядерні нейтрофіли		Паличкоядерні нейтрофіли		Паличкоядерні нейтрофіли

		Еозинофіли		Еозинофіли		Еозинофіли

		Моноцити		Моноцити		Моноцити



Контроль

до 30

>30

5.3

9.25

6.8

2.32

5.5

6.4

2.63

3

3.8

3.89

4.5

8



Лист1

				Контроль		до 30		>30

		Лейкоцити		5.3		9.25		6.8

		Паличкоядерні нейтрофіли		2.32		5.5		6.4

		Еозинофіли		2.63		3		3.8

		Моноцити		3.89		4.5		8






_1640438559.xls
Диаграмма1

		ШОЕ		ШОЕ		ШОЕ



Контроль

до 30

>30

10.16

16.5

29.4



Лист1

				Контроль		до 30		>30

		ШОЕ		10.16		16.5		29.4






_1640438561.xls
Диаграмма1

		Білок		Білок		Білок

		Креатинін		Креатинін		Креатинін

		Білірубін		Білірубін		Білірубін



Контроль

до 30

>30

73.98

75.5

69

89.49

87.6

93.98

10.7

16.2

10.05



Лист1

				Контроль		до 30		>30

		Білок		73.98		75.5		69

		Креатинін		89.49		87.6		93.98

		Білірубін		10.7		16.2		10.05

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1640446920.xls
Диаграмма1

		Гемоглобін		Гемоглобін		Гемоглобін



Контроль

до 30

>30

133.11

125

116



Лист1

				Контроль		до 30		>30

		Гемоглобін		133.11		125		116

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1

		Тимолова проба		Тимолова проба		Тимолова проба

		Сечовина		Сечовина		Сечовина

		АлАТ		АлАТ		АлАТ

		АсАТ		АсАТ		АсАТ



Контроль

до 30

>30

1.77

4.04

4.5

4.42

4.5

6.08

0.4

0.4

0.4

0.38

0.4

0.22



Лист1

				Контроль		до 30		>30

		Тимолова проба		1.77		4.04		4.5

		Сечовина		4.42		4.5		6.08

		АлАТ		0.4		0.4		0.4

		АсАТ		0.38		0.4		0.22






_1640438558.xls
Диаграмма1

		Сегментоядерні нейтрофіли		Сегментоядерні нейтрофіли		Сегментоядерні нейтрофіли

		Лімфоцити		Лімфоцити		Лімфоцити



Контроль

до 30

>30

57.05

53

56.2

33.47

34

25.6



Лист1

				Контроль		до 30		>30

		Сегментоядерні нейтрофіли		57.05		53		56.2

		Лімфоцити		33.47		34		25.6






_1640438555.xls
Диаграмма1

		Еритроцити		Еритроцити		Еритроцити

		Кольоровий показник		Кольоровий показник		Кольоровий показник



Контроль

до 30

>30

4.32

4.15

3.86

0.92

0.9

0.9



Лист1

				Контроль		до 30		>30

		Еритроцити		4.32		4.15		3.86

		Кольоровий показник		0.92		0.9		0.9

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






