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1.Введение:
Популяционный анализ клеточных элементов  является одним из основных подходов к исследованию организма. Современное учение о тканях в настоящее время рассматривается с  позиции учения о клеточных популяциях. С точки зрения Вирхова Р.,  Мечникова И.И. организм является сообществом (государством, колония) клеток, фагоцителлой. Актуальность этих воззрений сохранилась, что отражено в классических работах, которые в свою очередь являются основными учебными пособиями для ученых (13,133, 220,236,211). В свою очередь социальные факторы оказывают существенное влияние на организм человека, ранее на морфологические механизмы предадаптации (191,215,223,248).  По этому, цитологическое исследование работоспособности организма и труда человека  имеет фундаментальное значение.  Гипоксия одна из причин стойкого нарушения трудоспособности человека. Ранее, цитологическая характеристика дыхательной функции осуществлялась в целях диагностики гемической гипоксии. Сейчас проводится цитологическая диагностика нарушений функции внешнего дыхания.
Согласно определению А.А. Заварзина эпителиальная ткань, занимая пограничное положение в организме выполняет большое количество функций (59,60). Следовательно, клеточные популяции образующие ткань выполняют роль морфологического эквивалента функций эпителиальной ткани. Цитологическое исследование клеточных популяций бронхиального секрета и сурфактантного комплекса обладает большой актуальностью пульмонологии (9,11,29,40,41,51,163,165,197,198,246,273,359,427,447, 470,476). Бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ), важное клинико-анатомическое направление в морфологии легких, которое исполняет роль фундаментальной модели  хронического воспаления  легких, поскольку позволяет изучать основные функции эпителиальной ткани и признаков жизнедеятельности  клеточных элементов  (238,239). В настоящий момент,  остаются недостаточно изученными дифферонные механизмы, способные модифицировать местные защитные реакции в легких организма, в случае  воздействия низкоинтенсивного лазерного излучение, постоянного магнитного поля на организм   (135,136,145,162,230,237). Рядом исследователей при изучении механизма действия лазерного излучения и магнитного поля на организм доказана возможность стойкой фиксации сигнала структурами биологических сред, с помощью структурной альтерации биосред (26, 43, 54,63). Наномедицина является наиболее актуальным направлением в современной медицине. Наномедицина — это слежение, исправление, конструирование и контроль над биологическими системами человека на молекулярном уровне, используя наноустройства и наноструктуры (12,150,178,254,255,316,517). Лазерная медицина, магнитобиология и биоинформатика сохранили свою актуальность, поскольку являются важными разделами  наномедицины (12, 48).  В свою, очередь механизм действия низкоинтенсивной лазерной терапии и магнитотерапии остается до сих пор не изученным (136,145,237). Учитывая представления Джильберта и Леблона о клеточных популяциях, следует согласиться с мнением, что цитологическое исследование мокроты, бронхиальных смывов, бронхоальвеолярного лаважа и др., является ведущим морфологическим подходом к исследованию структурных механизмов определяющих процессы адаптации и дизадаптации дыхательной функции организма к воздействию окружающей среды (352). 
Ранее исследование популяций клеток  проводилось с помощью радиоавтографии (379). В настоящее время в результате развития биоинформатики  и информационных технологий появилась возможность осуществлять интегральную оценку популяций клеток с помощью современных методов системного анализа. Поэтому, закономерен интерес к математическим подходам суммации результатов цитологического анализа клеточных популяций легких. Целый ряд авторов рассматривает интегральную оценку бронхоальвеолярной цитограммы, как нейроинформационный подход к исследованию популяций клеток легких (154, 246, 283,291,292, 310, 328, 337, 375,398,427,474,510,512)
Устойчивая стабильность обнаруженных  корреляций между числовыми значениями клеток бронхоальвеолярного лаважа указывает на возможное существование структурных значимых функциональных взаимоотношений между парциальным весом клеточных типов легких. В то же, время  морфологический эквивалент обнаруженных корреляций остается неизученным.  В свою очередь известно, что предадаптация дыхательной системы формируется на молекулярно клеточном уровне как в случае воздействия биологических факторов, так и в случае социальных факторов на организм.

Цель исследования: Дать дискриминантный анализ гистофизиологии клеточных популяций бронхоальвеолярного лаважа при действии  низкоинтенсивного лазерного излучения и неблагоприятных факторов на организм человека.

Основные задачи исследования

1. Исследовать способ бронхоальвеолярного лаважа. 

2. Дать морфометрическую характеристику дифферона клеток бронхиального эпителия  содержащегося в бронхоальвеолярном лаваже. 

3. Изучить морфометрические параметры дифферона макрофагов содержащихся в бронхоальвеолярном лаваже. 

4. Провести корреляционный анализ парциального состава клеточных типов   бронхоальвеолярного лаважа при заболеваниях органов дыхания. 

5. С помощью дискриминантный анализ дать интегральную оценку парциального состава клеточных типов   бронхоальвеолярного лаважа при заболеваниях органов дыхания.

6. Морфологически охарактеризовать диффероны клеток содержащихся в бронхоальвеолярном лаваже  у людей с заболеваниями легких при лазерной терапии.
7. Внедрить результаты исследования в практику.

Положения, выносимые на защиту  

1. При исследовании бронхиального и альвеолярного эпителия в мазках бал обращает выраженные изменения строения этих клеток дистрофического и пролиферативного характера. 
2. Уравнения пошагового дискриминантного анализа клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа, объективно свидетельствуют о том, что координированная реакция макрофагов и лимфоцитов, является высоко информативным показателем действия лазерного излучения на организм.


3. Предложенная полезная модель позволяет совместить процесс цитоцентрифугирования суспензий клеток на твердые и гелеобразные поверхности, в целях последующего исследования морфологических,  функциональных, цитохимических, ультраструктурных характеристик клеточных элементов содержащихся в составе биосред бронхоальвеолярной жидкости.  

4. В клетках бронхоальвеолярном  лаважа имеются изменения цитоскелета, которые проявляются гипертрофией белков ядерного  матрикса, пространственной ориентацией хроматина, в цитоплазме легочных макрофагов содержащихся в пациентов с заболеваниями легких, рядом с ядром в области ядерной мембраны постоянно обнаруживаются скопления тонофибриллы и микрофиламенты. 
5. При низкоинтенсивном лазерном облучении клеток легких в препаратах БАЛ обнаруживаются признаки вакуолизации периферических отделов цитоплазмы легочных макрофагов. В такой ситуации происходит разрушение наружных участков цитоплазмы клетки.

6. В нашем исследовании при корреляционном анализе, обнаруживается существенная выраженными корреляционными взаимоотношениями между парциальным весом клеточных элементов бронхоальвеолярного лаважа. 

7. Отмечается сегментация клеток  ядра на фрагменты. Это в свою очередь указывает на развитие процессов апаптоза в клеточных элементах БАЛ ведущих к появлению голых ядер.  В цитоплазме дегенеративно измененных макрофагов содержаться липидные включения. 

8. Результаты морфометрического исследования наглядно характеризуют степень десквамации  эпителиальных клеток у пациентов с бронхиальной астмой (Зиновьев С.В., 2006).  

9. При корреляционном исследовании установлена положительная взаимосвязь между площадными и линейными параметрами ядра и цитоплазмы альвеолярных макрофагов. 

Научная новизна: 


Впервые обнаружено, что интегральная цитоморфологическая характеристика клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа в случае воздействия слабого электромагнитного поля (низкоинтенсивного лазерного излучения) на организм является моделью отражающей фундаментальные процессы структурной предадаптации человека.


С помощью методов пошагового дискриминантного анализа и морфометрии клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа, обнаружено, что морфофункциональные характеристики макрофагов и лимфоцитов легких являются ведущими показателями некроза клеток в случае низко-интенсивном лазерном облучения органов дыхания. При цитоморфологическом исследовании  впервые отмечается, что  модификация ядерной мембраны, её белковых компонентов  клеток легких в БАЛ является морфобиохимической основой для корреляций между числовыми значениями клеток бронхоальвеолярного лаважа, которые  характеризуют миграционные и пролиферативные процессы клеток в эпителиальной ткани легких у пациента ХОБЛ и БА. Нами впервые установлено, что результаты морфометрического исследования наглядно характеризуют степень десквамации  эпителиальных клеток в бронхоальвеолярной жидкости у пациентов с бронхиальной астмой.   

Впервые предложен способ, который позволяет совместить процесс цитоцентрифугирования суспензий клеток на твердые и гелеобразные поверхности, снижает механическое повреждение клеток, которое сопутствует центрифугированию.  Способ необходим для использования в целях клиника - лабораторной  диагностики заболеваний человека и экспериментальных исследований.

2. Структурометрическая таксономия компенсаторно-приспособительных реакций воздухоносных путей:

 
Объединив представления Гука Р. и Вирхова Р. о клетке можно представить, в человеческом организме роль стен, крыш, заборов и ограждений выполняют, ткани несущие пограничную функцию,  они представлены - гистогематическими барьерами, цитоплазматической мембраной, компартментами. Клеточные рецепторы, ионные каналы, выполняют в клетке роль дверей и окон. Клетки - макрофаги, лимфоциты, гранулоциты, которые встраиваются в барьер, являются частью ограждения. Дестабилизация биобарьеров ведет к мобилизации в очаг повреждения клеток. В свою очередь гибель или чрезмерная активация клеток тканях, может привести к развитию заболеваний. Опасно и отсутствие защитных реакций со стороны организма. В такой ситуации велика роль сигналов, которые препятствуют развитию патологии. 

Популяционный анализ клеточных элементов  является одним из основных подходов к исследованию организма. Современное учения о тканях в настоящее время рассматривается с  позиции учения о клеточных популяциях. По Джилберту  и Лайта (1965) популяция – группа клеток, одного или нескольких типов, которая может быть охарактеризована в понятиях пространства и времени. Такое расширительное понимание термина может быть отнесено к любому клеточному сообществу (374). 

Термин клеточная популяция  применяют, по мнению Леблона для обозначения сообщества клеток. Выделяются следующие сообщества клеток: А) Клеточный тип; Б) Дифферон; В) Клон. Клеточный тип включает понятие суммы клеточных фенотипов, а так же пластичность и границы нормы клеточного типа. Клетки с одинаковой морфофизиологической характеристики относятся к клеточному типу (380,379). Клетки с идентичным набором разрешенных к экспрессии генов относятся к одному клеточному типу. В организме выделяются более 200 клеточных   типов. Дифферон (гистогенетический ряд) – совокупность клеточных форм составляющих ту или иную линию дифференцировки. Клеточный клон-  группа клеток, происходящая от одной клетки предшественницы (351).  
С точки зрения Вирхова Р.,  Мечникова И.И. организм является сообществом (государством, колония) клеток, фагоцителлой. Актуальность этих воззрений сохранилась, что отражено в классических работах, которые в свою очередь являются основными учебными пособиями для ученых (132, 220, 236, 13, 211). В связи с этим логично было предположение А. Максимова о существовании единой клетки предшественницы для клеток крови. С открытием стволовых клеток учение о клеточных популяциях стало фундаментальным направлением в медицине и биологии (264,302,350,396,461,428). Раннее учение о клеточных популяциях активно развивалось в гематологии (55,147,329,331,333,469). При  исследовании эпителиальной ткани (203,351,355,463,305).В настоящее время оно приобрело широкое распространение в пульмонологии (261,436).

В свою очередь социальные факторы оказывают существенное влияние на организм человека, оказывая влияние на морфологические механизмы предадаптации (59,108,191, 215,223,248).  По этому, цитологическое исследование работоспособности организма и труда человека имеет фундаментальное значение.  Бронхоальвеолярный лаваж и мокрота является удобной моделью для исследования основных свойств жизнедеятельности клеток и клеточных систем. Актуальность цитологического исследования БАЛ и мокроты заключается в возможности    исследования мембранных структур и дифферонов легкого  (251, 282,283,287, 293, 311, 448,459).      Многозначные возможности экзогенного фильтра легких обеспечивают стерильность бронхиального и, особенно, бронхоальвеолярного секрета у здоровых людей колеблется в широких пределах: за сутки его объем может доходить до 150 мл. Однако это остается практически незаметным, так как постоянно продвигающийся поток бронхиальной слизи, доходя до глотки,
рефлекторно заглатывается. Трудность в получении бронхиального секрета у здоровых лиц остается нераспознанными вопросы о биохимическом составе и интенсивности его образования при воздействии физических и химических факторов (506). Для суждения о нормальном содержимом бронхов используют раздражающие ингаляции растворами хлорида натрия, йодида калия, бикарбоната натрия или промывные воды бронхов (298,308,310). 

Бронхоскопия, пожалуй, на сегодня это единственный метод, позволяющий осмотреть внутреннюю поверхность бронхов, изучить рельеф слизистой оболочки и её складок, сосудистый рисунок, конфигурации устьев и шпор бронхов вплоть до субгсегментарных, а иногда и следующих генераций (126). По данным Лукомского Г.И. в 1897 г. – G. Killian, выполнил первую в истории бронхоскопию под местной анестезией кокаином,   1956 Friedel H. Создал современную модель дыхательного бронхоскопа, обеспечивающего безопасность исследования бронхов, 1968 S.Ikeda, N.Vanai, S.Ishikawa   сообщили о появлении бронхоскопа, создав предпосылки для широкого распространения бронхоскопии в медицине. 

Идея промывания бронхов для опорожнения от содержимого принадлежит B. Kline и  M.Winternitz 1915, проводивших эндобронхиальный лаваж при экспериментальной пневмонии у животных.    M. Winternitz  G. Smith 1919. Изучение клеточного профиля нижних отделов легкого проводят с помощью бронхоальвеолярного лаважа. Бронхоальвеолярный лаваж получают  путем  введения  изотонического раствора в сегмент легкого под контролем фиброскопа.  Жидкость, извлеченная самотеком или путем аспирации  содержит  взвесь свободных клеточных элементов из нижних воздухоносных путей и респираторного отдела легких и биологические  вещества, покрывающие поверхность альвеол и бронхов (252,56,426). В клинической практике бронхиальный лаваж большим количеством жидкости применил    G. Vcenente 1929, вводя её через мочеточниковый катетер при заболеваниях легких (126). Цитологическое исследование мокроты важный метод диагностики легкого. Мокрота - патологическое отделяемое дыхательных органов  -  легких, бронхов,  трахеи, гортани, выделяется при кашле и отхаркивании. Как правило, сбор мокроты производят утром, натощак. 

Первая порция - ТБС исследуется впервые 2-3 часа. Для усиления сбора мокроты производится ингаляция 10% раствором хлорида натрия и 1-2% раствором йодистого калия (411,447,454,470).  Клеточные элементы, содержащиеся в бронхоальвеолярном лаваже и мокроте, являются  частью мукоцилларного и аэрогематического барьеров. Они обладают высокой двигательной активностью и выполняют неспецифическую и специфическую защитную функцию (446).  Поэтому, цитологическое исследование бронхиального секрета и сурфактантного комплекса обладает большой актуальностью пульмонологии (11,29, 31, 40, 197,9, 11, 163, 246, 273, 165, 41, 423, 251, 447,165).  Необходимость морфологической характеристики клеток бронхоальвеолярных смывов для решения задач экспериментальной морфологии легких подтверждают другие исследователи (61,214, 285,289,345, 435, 445,447, 470). Сравнительный анализ содержания типов клеток в бронхоальвеолярном лаваже   обладает высокой информативностью в аспекте изучения патогенетической направленности процесса в легких (270, 311, 320, 328, 381,. 404, 453, 447, 449, 444,470). 
Цитологический анализ бронхоальвеолярного лаважа включает в себя: подсчет парциального и абсолютного содержания клеточных элементов в препаратах, и в единице объема жидкости. Результаты исследований мембранных рецепторов клеток к гормонам иммунной природы, содержащихся в БАЛ, на современном этапе,  представляют значительный интерес для диагностики заболеваний легких и при выяснении механизма действия методов коррекции заболеваний респираторной системы (257,270,278,294,311,370,393,446,448,468,468,479).

Морфологические подходы к исследованию клеток БАЛ и мокроты имеют перспективу развития в свете тех механизмов организации биологических мембран, которые объясняют течение надтканевые, надклеточные защитно-приспособительных реакций на молекулярно-клеточной уровне (8,9,19,88,89, 90,104,117,118,119,140,141,195,219,222,326,352).
Согласно определению А.А. Заварзина эпителиальная ткань, занимая пограничное положение в организме выполняет большое количество функций. Следовательно, клеточные популяции образующие ткань выполняют роль морфологического эквивалента функций эпителиальной ткани. Эпителиальная ткань легких помимо дыхательной функции выполняет целый ряд важных не дыхательных: метаболическая, секреторная, терморегуляторная функции и др., как и дыхательные, способствуют поддержанию гомеостаза организма по различным параметрам (59,60). Образование трахеобронхиального секрета является важным защитным механизмом, который нарушается при повреждении слизистой оболочки респираторного тракта различными инфекционными, химическими, физическими и другими факторами  (307,511,524). Выведение мокроты обеспечивается движением ресничек мерцательного эпителия и кашлевым рефлексом. При этом дети раннего и дошкольного возраста, как правило, мокроту заглатывают. Источником образования трахеобронхиальной слизи являются бронхиальные железы, бокаловидные клетки, эпителий терминальных бронхиол и альвеол (273,284,325,384). Количество клеток и желез, вырабатывающих секрет, увеличивается в направлении от альвеол к крупным бронхам. Мерцательный эпителий респираторного тракта обеспечивает непрерывное продвижение этого секрета в направлении полости рта, обеспечивающее эвакуацию клеточных остатков, инородных частиц и патологических агентов. По своей структуре трахеобронхиальный секрет состоит из двух фаз: геля и золя (101,103). Гель, более плотный и вязкий, располагается поверхностно и в норме только касается ресничек. Золь - слой более жидкий, лежит перицилиарно под слоем геля, в нем движутся реснички мерцательного эпителия  (238,239,266).
В составе гель-слоя секрета основное значение принадлежит гликопротеинам, которые секретируются бокаловидными клетками. В составе секрета присутствуют  много других белков (лизоцим, альбумин, 1-антитрипсин и т.д. (138,139,186). Кроме того в секрете обнаруживаются IgА, комплекс липидов, сурфактант, играющие важную роль в адгезии секрета и сказывающиеся на структуре слизи. Все элементы секрета связаны дисульфидными, ионными и другими связями (92,274,296,341,422).
Секреторная функция органов дыхания реализуется благодаря наличию специализированных желез и секреторных клеток. Производным межтканевых корреляций в легких являются гистогематические барьеры - аэрогематический и мукоциллиарный (186,240,241). 

При внешней агрессии в легких происходят существенные изменения в структурно-функциональной организации гистогематических барьеров (230,307). В частности нарушается целостность бронхиального эпителия, приводящая в плоть до его полного отторжения. Отмечается усиление секреции желёз воздухоносных путей. Из низлежащих отделов легких, из крови сюда мигрируют многочисленные клетки (128,129,156). Слизистая оболочка бронхов содержит большое количество реснитчатых клеток, они организуют слой мерцательного эпителия, обеспечивающего мукоцилиарного транспорта. Все реснички колеблются координировано, совершая около 1000 колебательных движений в минуту, что обеспечивает поступательное движение слизи снизу вверх. При этом скорость движения слизи возрастает с увеличением расстояния от альвеол (156).
Для эффективного мукоцилиарного клиренса необходимы оптимальные реологические параметры секрета, прежде всего его вязкость и эластичность. Причем затруднено удаление из просвет легких как слишком вязкого, так и слишком жидкого секрета. Вязкость и эластичность секрета зависят от количества воды и входящих в его состав гликопротеинов – муцинов (156,161). Муцины секрета принадлежат к двум разным подтипам: кислые муцины (сиало- и сульфомуцины) и нейтральные (фукомуцины) (31, 101). Сиаломуцины гидрофильны и составляют 55% всех гликопротеинов. Фукомуцины гидрофобны и составляют 40% всех гликопротеинов. Оставшиеся 5% приходятся на сульфомуцины. Соотношение этих гликопротеинов меняется при разных патологических состояниях с нарушением секреции, но ведущими парметрами определяющими гомеостаз является соотношение концентрации сиало - и нейтральных муцинов. Снижение уровня сиаломуцинов приводит к уменьшению водного компонента секрета, что характерно для большинства заболеваний органов дыхания, протекающих с нарушением секреции. Все это приводит к тому, что секрет становится более вязким и густым (101,129,130,138,202,303,378). При воспалении значительно увеличивается секреция бронхиальных желез и бокаловидных клеток, содержание в бронхиальном секрете продуктов распада клеток, метаболитов жизнедеятельности и распада микроорганизмов, экссудата. Возрастание соотношения нейтральных муцинов и сиаломуцинов, что приводит к повышению вязкости слизи. Бактериальные ферменты и лизосомальные протеазы разрушенных клеток могут вторично видоизменять сиаломуцины и приводить к утрате ими способности формировать волокнистые структуры, что делает секрет жидким и может обусловить его стекание по бронхиальной стенке из-за потери эластичности (139).
 Слизистый характер бронхиального секрета обусловлен сочетанным функционированием подслизистых желез и бокаловидных клеток. Хотя количество клеток этих желез превосходит в 40 раз число бокаловидных клеток, объем секрета выделяемого последними может в ряде случаев увеличиваться и превышать секрецию желез. Бокаловидные клетки имеют много электронно- контрастных гранул, хорошо развитый эндоплазматический ретикулум и аппарат Гольджи. У секреторных клеток гранулы меньшего размера. Каждая железа состоит из трубочек двух типов – слизистых секреторных трубочек длинной 0.5 мм, выстланных слизистыми клетками, выходящими непосредственно в коллекторный проток, и серозных трубочек, около 0.8 мм
длинной, выстланных серозными клетками и открывающимися в слизистые
трубочки. Собирательный канал каждой железы покрыт цилиндрическим эпителием, за исключением участков, приближающихся к поверхности,
состоящих из цилиарных клеток (156, 270, 238,239). Проток там расширяется в виде ямки в
эпителии. В концевом отделе бронхиальных желез, среди секреторных и слизистых трубочек, встречается
много эпителиальных клеток. Можно предположить, что сокращение этих клеток способствует опорожнению секреторных клеток и железы в целом. Наибольшее количество бокаловидных клеток встречается в трахее и крупных бронхах; их совсем нет в бронхиолах. Сходство бокаловидных клеток со слизистыми клетками подслизистых желез зависит от наличия у обоих видов клеток электронно-плотных гранул. Серозные клетки схожи с клетками серозных трубочек подслизистых желез (502). Вода является наиболее значительной фракцией бронхиальной слизи, составляя 92% ее. Она представлена двумя формами - свободной и связанной,
преимущественно с гидрофильными группами полианионных цепей муцинов. Вода может содержать растворенными местно синтезируемые белки и белки плазмы, ионы натрия, калия, хлора и др. (265). Считают, что большая часть жидкости бронхиального секрета имеет сосудистое происхождение; однако, механизмы, контролирующие секрецию и реабсорбцию воды, мало изучены. Реабсорбция обеспечена тем, что поверхность бронхов и бронхиол примерно в 2000 раз больше трахеи. В результате деятельности реснитчатого эпителия слизистый покров перемещается от мельчайших бронхов до трахеи и
глотки. Это обеспечивает так называемый мукоцилиарный клиренс (очищение), т.е. выведение из респираторного тракта ингалированных частиц, бактерий и продуктов метаболизма. 
Важнейшим компонентом секретов (бисред) легких является сурфактант. Сурфактант образует комплексы с муцинами- сульфатами, которые составляют 60-70 процентов сухого вещества слизи определяя ее фибриллярную структуру, Муцины состоят из гликановых цепей (ГАГ-гликозо-аминогликаны). Выделяют три класса муцинов: смоло - муцины (наличие на конце N-ацетил нейраминовой к-ты) сульфамицины и нейтральные фукомицины (3,511). Известна концепция двухслойной слизи трахеобронхиального дерева. Поверхностный слой бронхиального секртеа более плотный и вязкий. Он соприкасается верхушек ресничек эпителия. Гель-часть бронхиального секрета состоит из длинных эластических нитей (кислых гликопротеинов, содержащих остатки серных кислот). Отрицательные концы изомеров этих ГАГ (гепаринсульфаты, хондроитинсульфаты и др.) взаимно отталкиваются, образуя «узелки» - «комочки». Которые включают ДНК и РНК из ядер разрушенных клеток. Золь- часть мокроты это, электролиты натрия, калия, хлориды и др. (86,478,456,296). Содержание иммуноглобулинов A и G, а также трансферина значительно выше в содержимом бронхов, чем в сыворотке крови. Наиболее значительную фракцию антител пристуствующих в секретах легких составляют секреторныеиммуноглобулины As (IgAs). Считают, что IgAs синтезируются в лимфоплазмоцитарных образованиях; при выходе в просвет бронхов происходит их комплексование с секреторными гликопротеидами. Такие комплексы более устойчивы к воздействию протеолитических ферментов (256,342,384). 
В секрете бронхов присуствуют альбумины, трансферин, - антитрипсин. При хроническом бронхите, в состав секрета включаются орозомукоид, 2-макроглобулин, имеющие плазменное происхождение (249,269,275,276,338,340,378,383,407,427,431,499). По мнению ряда исследователей, местносинтезируемые антипротеазы 1-химотрипсин; его содержание возрастает одновременно с повышением IgAs. Физиологически связанной системой является соотношение протеаз и их ингибиторов (2,427). В бронхиальном содержимом, помимо плазменного А-антитрипсина, ингибиторную функцию выполняют ингибиторы (336, 505, 514), котрые синтезируюся в легких.  Клетки Клара содержатся в сотаве теримнальных и респираторных бронхиол. Клетки Клара, которые осуществляют секрецию ингибиторов на уровне бронхиол, выступают в роли важного фактора защиты респираторных отделов легких от протеиназ нейтрофилов и альвеолярных макрофагов (267,268,276,303,371,412). Появление в дыхательных путях инфекционных агентов вызывает пролиферацию клеток, гиперсекрецию, увеличение количества полиморфноядерных нейтрофилов и, одновременно с этим повышается активность протеаз. Полиморфноядерные нейтрофилы  являются источником протеолитических ферментов: эластазы, колагеназы, трипсиноподобного фермента. Активность протеолитических ферментов возрастает при щелочной и снижается - при кислой реакции среды. Повышение величины активности протеолитического фермента соответствует высокому титру микроорганизмов (4,41, 102,138,348,259). Уровень лизоцима легких пропорционально возрастает при повышении протеолитической активности. В бронхиальном секрете обнаружены также свободные и связанные сиаловые кислоты. Степень активности воспаления можно связать с возрастанием сиаловых кислот (139,443,511). В условиях воспаления и повышенной проницаемости бронхиального эпителия у больных хроническим бронхитом «пропотевание» бронхов и вызывает, таким образом, усиление синтеза муцинов, повышение вязкости мокроты и, в целом,- гиперсекрецию (18, 156, 238,239).  В ответ на инвазию инфекционными агентами, эпителий бронхов выделяет цитокины IL-8, IL-6, т.е. факторы стимуляции колониеобразующих гранулоцитов, моноцитов, и др. (277,281,304,312,321,332,356,359,364, 370,381, 390,416,473, 475,487,489). Тучные клетки выделяют хемотаксические факторы «быстрого реагирования»: эозинофильный хемотаксический фактор анафилаксии; хемотаксический фактор нейтрофилов высокой молекулярной массы; хемотаксические факторы, направленные на лимфоциты, базофилы, моноциты; фактор, активирующий тромбоциты (ФАТ) (42,110, 109, 111, 113, 116, 418,501,505). В случае воспаления существенно усиливается синтез и выделение Пг,Тх, А2, Пц (простациклинов) (366,387, 460,488). Так же в легких увеличивается содержание альвеолярных макрофагов в ТБС. У этих клеток свои специализированные функции: фагоцитоз, переработка антигена и «передача» продуктов лимфоцитам, предотвращение развития аллергических реакций (124,138,142, 181,240,241). Иммунная защита, т.е. усиление иммунного ответа в частности приводящая к воспалению является индукторами  микроваскулярного просачивания и секреции слизи (18,148,238,239,511). При заболеваниях легких в дыхательных путях патогомонично обнаружение следующих клеток: эпителиальные клетки, или клетки цилиндрического мерцательного эпителия (при бронхитах легких, бронхиальной астме или злокачественных новообразованиях легких); бокаловидные клетки (при усиленной секреции); базальные или промежуточные клетки; альвеолярные эпителиоциты, альвеолярные макрофаги из нижних респираторных отделов (31,40,41,142,139,286). 

Патологические включения являтся важным компонентом цитоплазмы макрофагов. При инфаркте легкого, застое в малом кругу кровообращения обнаруживаются «клетки сердечных пороков», т.е.
альвеолярные макрофаги с включениями гемосидерина. При туберкулезе, хроническом заболевании легких встречаются также и макрофаги с липидными включениями (липофаги). Отмечают повышение в мазке мокроты количества нейтрофилов, лимфоцитов, эозинофилов, моноцитов, «гигантских» клеток Пирогова - Лангерганса (101,138,139,155, 309,327). В мазке мокроты  встречаються эластические волокна, фибриновые  волокна и спирали Куршмана (при туберкулезе, абсцессе легкого, раке). В мазке мокроты также встречаются кристаллические образования. Это кристаллы Шарко-Лейдена, вместе с эозинофилами или из белковых продуктов деградации эозинофилов (при бронхиальной астме, эмфиземе, глистных инвазиях); кристаллы гематоидина, при некрозе ткани, кровоизлияниях при инфаркте легкого) кристаллы холестерина (при распаде ткани - туберкулез, абсцесс легкого, рак); друзы актиномицетов(250,260,286,307,323,353,363,386,391,417,455,457). 
Авторы уделяют внимание диагностическому значению внешнего вида мокрготы, как правило, у больных бронхиальной астмой мокрота белая, слизеподобная, не содержит крови. Встречаются эозинофилы, при инфекциях - нейтрофилы, моноциты и гистиоциты. Повышение гистиоцитов в мокроте может прогнозировать наступление выздоровления (360,361,401, 477). В случае клеток бронхиального эпителия - единичные, иногда имеют  вакуолизированную цитоплазму (тельца Креола), встречаются единичные бокаловидные клетки. Повышение в мокроте телец Креола - плохой прогностический признак, свидетельствующий о деградации и деструкции эпителиальных клеток при усиленной отслойке эпителия  (365,373 ,405). Ряд авторов обращает внимание на альвеолярные эпителиальные клетки (262,408). Отмечается также повышенная гидратация мокроты с низким содержанием органических и неорганических веществ (Na, K, Cl), но с высоким содержанием кальция (265, 486). Спирали Куршмана также встречаются в мокроте. Диагноз бронхиальной астмы ставится по комплексному исследованию мокроты (499). Количество мокроты у больных хроническим бронхитом может быть небольшим (до
60 мл/сут). Мокрота белая, вязкая, слизистая с высоким содержанием моноцитов и гистиоцитов, что указывает на стабильную фазу заболевания. При обострении воспалительного процесса в легких эти клетки исчезают. Когда организм вступает в фазу ремиссии, они вновь появляются (392). В разгар заболевания органов дыхания  увеличивается содержание в ней нейтрофилов и эпителиальных клеток (168.183). Одновременно с инфильтрацией лейкоцитами легких повышается содержание цитокинов, генераторами, которых являются нейтрофилы (477). Цитологическое исследование эпителия в мазках бронхиального секрета, назального секрета, мазков отпечатков слизистой зева проводится в целях диагностики заболеваний органов дыхания у детей (134). В настоящее время уделяется большое внимание со стороны исследователей к роли дисфункции эпителия органов дыхания в развитии патологии респираторной системы (272,303,356,362,395,438,441,504,515).  По мнению, академика Луценко М.Т., 1991, присутствие бронхиального эпителия в бронхиальном секрете отражает десмоэпителиальные отношения в слизистой бронхов. Обнаруженные закономерности, указывают на возможные структурно-химические механизмы влияния на локальные рефлекторные  реакции легких при действии на организм неблагоприятных факторов внешней среды (128).

В свою очередь, десквамация, гиперплазия, метаплазия бронхиального эпителия, также существенно влияет на бронхореактивность (91, 265,267,279,290,304,314,324,346,358,373,394,410,421,436,442,464,484,497,503). 
Исходя из данных литературы, метод оценки клеточных элементов БАЛ является одним из главных направлений  исследования мембранных структур легких. С его помощью изучаются и генерации токсических активных форм кислорода, и лизосомальных ферментов которые дестабилизируют клетки легких (249,270,288,344, 349,372,387,343,404). В клинических исследованиях и экспериментальных исследованиях других авторов отмечается, такая же тенденция координации  цитологических показателей БАЛЖ и активности свободно радикального окисления в легких (15,51,52,53, 90,263, 285,288,330,354,356,372,404,340,420,451,437,444,448,459, 491,492,508,507).  Лизосомальные ферменты и продукты свободно радикального окисления липидов являются одним из главных инициаторов вовлечения клеток в очаги воспаления при острых и хронических заболеваниях легких (19,46,271,306,280,372,343,335,343,344,347,385, 404,443,458,472). 

Бронхоальвеолярный лаваж важное клинико-анатомическое направление в морфологии легких, которое исполняет роль модели хронического воспаления  легких (238,239,240,241). Бронхоальвеолярная цитограмма является ценным способом обнаружения биологических маркеров большинства известных заболеваний легких. В настоящее время были обнаружены биологические маркеры, для большого количество заболеваний, в частности для хронических обструктивных болезней легких и для бронхиальной астмы (241). 

Наряду с эндоскопическими методами и лазерными технологиями, актуальными для  морфологии и патологии, способам связи являются методы   структурно-таксономического анализа изображений (5,6,7). Современные морфологические и физиологические методы исследования,  касающиеся анализа изображений, включают в себя:  эндовидеохирургию, морфометрию, цитофометрию, интерференционную микроскопию, голографию, методы распознавания образов, нейросетевые технологии (2, 5,6,7, 14, 20,35, 36, 37, 120,171, 172, 177, 179, 207,498). Ранее и сейчас изучение клеточных популяций имеет большое значение в онкологии и гематологии, целью исследований явилось изучение стволовых клеток (95,135,295,299,302,313,318,319,329,331,333,367,382).  В настоящее время активно изучаются стволовые клетки эпителия легких (261, 334,339,357,415,436,452). Ранее исследование популяций клеток  проводилось с помощью радиоавтографии и культуры тканей (388,396,428,439,461,463,469,476,483,496,509). Системный анализ клеточных популяций проводился с целью изучения кинетики дифференцировки,  репарации и гибели клеток. Много внимания уделялось изучению процессов дифренциации и пролиферации стволовых клеток (258,262,299,300,303,315,317,322).В настоящее время в результате развития биоинформатики  и информационных технологий значительный интерес представляет интегральная оценка популяций клеток с помощью современных методов системного анализа. В настоящее время исследования в области биоинформатики, приобрели фундаментальное значение благодаря развитию  лазерной медицины и магнитобиологии. В то же время механизм действия низкоинтенсивной лазерной терапии и магнитотерапии остается до сих пор не изучным. Рядом исследователей при изучении механизма действия лазерного излучения и магнитного поля на организм доказана возможность стойкой фиксации сигнала негенетическими структурами биологических сред. Ранее, актуальность исследования стойкой негенетическими фиксации сигнала организмом была показана только для нервной системы. В свою очередь лазерная медицины, магнитобиологии сохранили свою актуальность, поскольку являются  важными разделами  наномедицины (12,48).  По мнению академика В. Н. Шабалина, и доктора медицинских наук С. Н. Шатохиной,  волновые взаимодействия – это способ передачи информации, который играет очень важную роль в функционировании всего живого. Многообразие и глубина метаболических расстройств организма отражаются и оставляют свой след в структурной организации биологических жидкостей организма, в частности такого сложного биоколлоида как сыворотка крови).  Переход биологической жидкости из неупорядоченного состояния в твердое организует определенный порядок, который становиться наблюдаемым в процессе самоорганизации биожидкости происходит передача информации о её молекулярной организации на макроскопический уровень (131,187,208,242,243).  

Есть предположение, что живая клетка представляет собой жидкий кристалл (107,300,301). Жидкие среды организма (цитоплазма, плазма крови, лимфа) являются лиотропными, фосфолипиды и клеточные мембраны – термотропными жидкими кристаллами, которые при температуре около 37 (С находятся в непосредственной близости к точке фазового перехода. Поэтому, они могут реагировать даже на слабые внешние сигналы изменением функционирования отдельных тканей и организма в целом (27).  
Исследуются структурные, химические, спектральные, фотопроводниковые, электрические, нелинейно-оптические свойства жидких кристаллов и нанокомпозитов на их основе; изучаются механизмы взаимодействия теплового излучения, магнитного и электрического полей, а также лазерного излучения широкого спектрального и энергетического диапазонов с данными системами (201,235). Низкоинтенсивное лазерное излучение (НИЛИ), получившее в последнее  десятилетие широкое применение в клинической практике (62,152,162). Множественность (плейотропность)  эффектов  НИЛИ  на  биологические  системы  предполагает  модифицирующее  терапевтическое влияние  лазерного  света  на  какие-то  фундаментальные процессы,  обеспечивающие  поддержание  гомеостаза. Подобное  влияние  на  биосистему  оказывает  НИЛИ (94,100,136).  При  его воздействии  отмечается  нормализация  измененных  в  условиях  патологии  резонансных характеристик. Предлагается гипотеза действия лазерного излучения и магнитного поля на жидкокристаллические структуры биологических систем (24,25,26, 43,62).  Наличие в биологических жидкостях форменных элементов (эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов) существенно повышает восприимчивость жидких сред к действию физических факторов, в том числе к низкоэнергетическому лазерному излучению (22, 23). Р.И.Минц  и  С.А.Скопинов  исследовали  структурную  альтерацию  биологических жидкостей  при  воздействии  лазерного  излучения (63,125).  Особое  место  в  сложных многокомпонентных  растворах  занимают  лиотропные жидкокристаллические комплексы (ЛЖК),  по  степени  упорядоченности  и  структурной  сложности,  приближающиеся  к биологическим  гуморальным  средам (54).  Исходные  компоненты  системы (лецитин,  вода,  перекись  водорода)  не поглощают  селективно  свет  в  спектральной  области  излучения  гелий-неонового  лазера  (ГНЛ),  следовательно,  эффекты  вызываются  сверхмалой  поглощенной  энергией  или, другими словами, информационным воздействием.     Воздействие лазерным излучением и магнитными полями на элементарные токи в атомах и молекулах вне- и внутриклеточной воды, приводит к изменениям её квазикристаллической структуры. Возникают изменения свойств воды: поверхностного напряжения, вязкости, электропроводности, диэлектрической проницаемости и др., вследствие определённой пространственной ориентации элементарных токов в её атомах и молекулах. Это способствует выполнению своих специфических функций молекулам белков, нуклеиновым кислотам, полисахаридам и другим макромолекулам, образующих с водой единую систему, транспорт и метаболизм которых зависит от связанного с водой состояния (87,144,145,149,158,193,213).         Начало формы

Высокая степень упорядоченности  структурных единиц является фундаментальным обоснованием,  объясняющим необходимость интегральной оценки адаптационных и компенсаторных реакций организма на действие факторов внешней среды (6,7). Чтение бронхоальвеолярной цитограммы - основной подход к цитологическому исследованию БАЛ. Основное преимущество цитологического исследования БАЛ заключается в том, что оно дает точные количественные значения содержания клеточных популяций легких. Это в свою очередь дает возможность математического представления о клеточном составе тканей органов дыхания, тем самым исследовать системные механизмы поддержания структурного гомеостаза. Поэтому, закономерен интерес к математическим подходам суммации результатов цитологического анализа клеточных популяций легких. По мнению Г.Г. Автандилова (5,6,7) структурная  таксономия, представляет значительный интерес для современных количественных морфологических исследований. Структурная таксономия биоструктуры включает  разные методы распознавания образов. Ранее геометрические методы обучения рисованию была в основном задачей художников (180). В свою очередь зарисовка человеческого тела интересна анатомам, гистологам и цитологам. Впервые задача обучения распознавания образов сформулирована известным физиологом Ф. Розенблатт  (137). В виде физической модели восприятия – перцептрона с помощью, которой была продемонстрирована способность машины, обучаться имитации процессов выработки понятий у живых существ, в том числе для изучения деятельности второй сигнальной системы (123,485). Методы распознавания образов и нейронных сетей позволяют создавать автоматизированные диагностические системы (компьютерная диагностика), которые хорошо зарекомендовали себя при исследовании иммунного статуса, клинико-лабораторных показателей, функциональных параметров внешнего дыхания, кровообращения  и т.д. (44, 106,137).  С применением компьютерного анализа цифровых изображений используется для гистологической и цитологической диагностики опухолей (171, 172),   дифференциальной диагностики ишемии нижних конечностей (14).  Метод дискриминатного анализа обычно применяют для исследования высшей нервной деятельности, в том числе для изучения условного рефлекса. Представления о социальные представления, о структуре  делают этот метод актуальным для исследования  клеточной теории. По данным С.С. Целуйко 1991 г., для нейроинформационной оценки аэрогематического барьера адекватен метод дискриминантного анализа (226). Метод дискриминантного анализа близок методу нейронных сетей. Он является разновидностью искусственных нейронных сетей. В данном случае, ячейки нейронной сети представлены дискриминантными уравнениями (209,210). В медицине и в биологии метод дискриминантного анализа сохранил свою актуальность в качестве нейро - сетевой технологии. Различными авторами он был задействован в разнообразных медика - биологических исследованиях (2, 57,287, 514). Метод дискриминантного анализа используется для морфологического изучения гранул секреторных клеток бронхиол (453), легочных макрофагов (173, 232, 234), пигментных клеток кожи (258), массы молочной железы (346), дифференциальной диагностике здоровой и опухолевой ткани (177,415,487). Он задействован в целях оценки пищевой ценности продуктов (335).  С его помощью отслеживаются механизмы экспрессии генов (402). Интегральная оценка клеточного профиля бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ) с помощью пошагового дискриминантного анализа представляют значительный интерес для изучения цитоморфологической организации мукоциллиарного и гистогематических барьеров (188). Целый ряд авторов рассматривает интегральную оценку бронхоальвеолярной цитограммы, как нейроинформационный подход к исследованию популяций клеток легких (32,154, 247, 277, 289, 290, 310, 340,388, 329,403, 427,472,510,513 ). 
Целый ряд авторов обнаружили стойкие однотипные количественные взаимоотношения между популяциями различных клеточных типов, входящих в состав трахеобронхиального секрета, мокроты, жидкости бронхоальвеолярного лаважа (58,85,86,97,122,121,154,160,161,184,198, 212,244,246,247). Устойчивая стабильность обнаруженных  корреляций между числовыми значениями клеток указывает на возможное существование структурных значимых функциональных взаимоотношений между парциальным весом клеточных типов легких. В то же, время  морфологический эквивалент обнаруженных корреляций остается неизученным.  

3. Материалы и объект исследования клеточного состава БАЛ:
Метод статистического анализа клеточного состава БАЛ
Результаты цитологического исследования заносились в электронные таблицы автоматизированной базы данных  "Диспансеризация"  Института физиологии и патологии дыхания, Благовещенск 1985. Основным методом статистической оценки различия между двумя группами исследования и принятия решения о принадлежности этих групп к одной генеральной совокупности служили:1) t -критерий Стьюдента, 2) F- критерий Фишера, 3) многомерный системный анализ, осуществляемый с помощью методов распознавания образов. Впервые задача обучения распознавания образов сформулирована известным физиологом Ф. Розенблатт (1957). В виде физической модели восприятия – перцептрона, с помощью, которой была продемонстрирована способность машины, обучаться имитации процессов выработки понятий у живых существ. Методом распознавания образов служил пошаговый дискриминантный анализ, с помощью которого решалась задача поиска оптимальной точки, разделяющей пространство признаков.  Множество  переменных вносились в дискриминантное уравнение случайным путем.  В процессе исследования ставятся совершенно другие задачи связанные, с распознаванием. Например, по ряду признаков надо дать интегральную оценку различия между двумя объектами; по результатам эксперимента, проведенного с двумя группами объектами; принять решение о принадлежности этих групп к одной генеральной совокупности. Метод дискриминантного анализа близок методу нейронных сетей. Он является разновидностью искусственных нейронных сетей. В данном случае, ячейки нейронной сети представлены дискриминантными уравнениями (Ульянычев Н.В., 2007) В медицине и в биологии метод дискриминантного анализа приобрел свою актуальность в качестве нейро - сетевой технологии.   

Методы системного анализа являются научно обоснованным способом интерполяции изменений структуры на изменения функции. Статистические и математические методы системного анализа позволяют выразить клеточные пропорции в виде структурно-функциональных индексов, тем самым объективизировать структурные особенности клеток БАЛ, представив цитограмму в виде математического уравнения. 
Объект исследования

 Изучение  бронхоальвеолярного лаважа велось на базе центральной научно-исследовательской лаборатории Амурской государственной академии Амурской областной больницы и 1 муниципальной больницы в отделении эндоскопии. Часть электроннограмм была изучена с помощью сотрудников Института Физиологии СО РАМН. Мы исследовали бронхолаважную жидкость у 200 больных с бронхиальной астмой (БА) и у 100 пациентов с пациентов с хроническими обструктивными заболеваниями легких (ХОБЛ).  Средний возраст пациентов с бронхиальной астмой составлял 40+3лет. Средний возраст пациентов с хроническим бронхитом 42+4года. Мы изучили клетки бронхоальвеолярного лаважа у 130 пациентов с эндогенной и у 110 пациентов с комбинированной (эндогенная и экзогенная) бронхиальной астмой, среди них с тяжелым течением было 60 человек, а со средним течением 80 человек. Среди пациентов было 120 мужчин и 120 женщин с бронхиальной астмой. С хроническим обструктивным бронхитом исследовано 50 мужчин и 50 женщин. Средний возраст пациентов с бронхиальной астмой составлял 40+3лет. Средний возраст пациентов с хроническим бронхитом 42+4года. Мы изучили клетки бронхоальвеолярного лаважа у 130 пациентов с эндогенной и у 110 пациентов с комбинированной (эндогенная и экзогенная) бронхиальной астмой, среди них с тяжелым течением было 60 человек, а со средним течением 80 человек. У 40 человек клеточный состав БАЛ изучался в динамике до, и после лечения.

В эксперименте  изучалась бронхолаважная жидкость, полученная от 140 экспериментальных животных - половозрелые белых крысы. Средний вес животного 150-200 гр.

Способ цитологического исследования бронхоальвеолярного лаважа 

Бронхоальвеолярный лаваж является важнейшим направлением с современной топографической анатомии и оперативной хирургии легких. По этому, способ и метод исследования бронхоальвеолярного лаважа является  фундаментальным подходом к изучению клинико-анатомической характеристик легких. Изученный нами материал извлекался по оригинальным методикам C.И. Ткачевой (1998 г.) и Г.Ф. Паламарчук (1998 г.) (165,206). По своим свойствам он идентичен так называемому бронхоальвеолярному смыву. С его помощью извлекается секрет, скопившийся в бронхиальном дереве пациентов с ХОБЛ. У пациентов с ХОБЛ бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ) исследовали в период обострения. Процедуры начинали с введения 10 мл теплого физиологического раствора в субсегментарный бронх средней доли правого легкого при эндоскопическом исследовании по оригинальной методике. Известно, что у здорового человека обратно возвращается по различным данным от 40% до 60% от объема введенной жидкости. Бронхоальвеолярный лаваж и лазеротерапию пациентам с бронхиальной астмой  проводила  в  эндоскопическом  отделении   Амурской   областной больницы заведующая отделением к.м.н.  С.И.  Ткачева.  Орошение бронхов водным раствором недокромила натрия осуществлялось при проведении лечебной бронхоскопии. Суточная доза  недокромила натрия составляла 8-12 мг.

При изучении абсолютного количества клеток в бронхолаважной жидкости, часть авторов используют понятие общей концентрация клеток в единице объема.  Другие исследуют, так называемые тотальные клетки, под этим понятием подразумевают все количество клеток вымытых из легких (342, 488, 479). Мы выражали этот показатель как число клеток, умноженное на 106 в 1 мл БАЛ (231). Для получения мазков проводилась фильтрация БАЛЖ через капроновую сетку (для этого можно приспособить капроновый чулок). Пассируя материал пипеткой, механически отделяют клетки от слизи 2-3 раза, так как ввиду высокой вязкости, смыв с трудом проникает через капроновую сеть. Затем БАЛ центрифугировали в течение 15 минут при 1500 об/мин, осторожно пипеткой забирали надосадочную жидкость, оставляя 0,3 мл в пробирке, остаток смешивали до получения гомогенной взвеси клеток, после чего клеточную взвесь наносили на предметные стекла. Мазки помещались в эксикатор, где фиксировались в парах формалина в течение 15 минут. Материал окрашивался по Романовскому - Гимза. В мазках подсчитывали процентное содержание клеток. Абсолютное содержание клеток в БАЛ животных подсчитывали в камере Горяева. Окраску препаратов производили по Романовскому-Гимза, а так же азотнокислым серебром. 

Микроскопия препаратов осуществлялась с помощью иммерсионного объектива, рекомендуемое увеличение 90*7.  Подсчет клеточных элементов проводили на 200 клеток, по всей площади мазка подсчитываются хорошо сохраненные клеточные элементы.  Физико-химические свойства БАЛЖ оказывает существенное влияние на методы изготовления препаратов и подсчета клеток в препаратах. Известно, что у здорового человека обратно возвращается по различным данным от 40% до 60% от объема введенной жидкости. В случае развития заболеваний легких количество полученной жидкости бронхоальвеолярного лаважа уменьшается до 13-40% от исходного объема. Объем полученного материала колебался от 0,5 мл до 7 мл, в среднем составлял 3,3 мл+0,31, то есть в среднем составлял около 33% от введенного объема. На основе визуального наблюдения мы выделили 3 основных типа бронхоальвеолярного лаважа. Выделенные  типы бронхолаважной жидкости по своему макроскопическому характеру соответствуют так называемым физическим свойствам мокроты слизистой, слизисто-гнойной, гнойной и т.д. Что подтверждается микроскопическими наблюдениями:

1) гнойный тип - для первого типа характерно большое количество получаемого материала 4,96 + 0,74 мл. По своим макроскопическим данным он в основном представляет из себя мутную слабо желтую с сероватым  оттенком, густой консистенции, слабо фильтруемую жидкость. 
2) слизистый тип - Объем полученного материала в среднем составляет 3,34+0,77 мл. Но ему свойственен довольно большой размах от 1 мл до 7 мл, что обуславливает недостоверность отличия от описанного нами эозинофильно-макрофагального типа сочетания клеток составляющих содержимое бронхов.
В данном случае: мы получали практически полностью прозрачную жидкость с едва заметными при косом освещении белесоватыми комочками, взвешенными в растворе или  содержащею четко видимые белесоватые, грязно-серые частицы. Небольшие хлопья слизи и их отсутствие способствует хорошей фильтрации материала. 


3) Слизисто-гнойный тип. В одних случаях мы получали практически полностью прозрачную жидкость с едва заметными при косом освещении  белесоватыми комочками, взвешенными в растворе или содержащею четко видимые белесоватые, грязно-серые частицы. Небольшие хлопья слизи и их отсутствие способствует хорошей фильтруемости материала. 
В других случаях, по своим макроскопическим данным, он в основном представляет собой мутную слабо желтую с сероватым оттенком, густой консистенции, слабо фильтруемую жидкость. Абсолютное количество клеток в данной группе наиболее низкое 

В мазках подсчитывали процентное содержание макрофагов, лимфоцитов, сегментоядерных лейкоцитов, эпителиоцитов. Перед количественной оценкой процентного содержания желательно составить предварительное впечатление о морфологическом составе БАЛ, так как  на изготовление мазка существенно влияют физико-химические свойства и клеточность извлекаемого из легких материала. Для этого необходимо просмотреть препарат по всем секторам мазка.  Абсолютное содержание клеток в БАЛ животных подсчитывали в камере Горяева. Микроскопия препаратов осуществлялась с помощью иммерсионного объектива, рекомендуемое увеличение 90*7.  
Наши результаты исследования бронхоальвеолярного лаважа (231) в случае обструктивном бронхите (ХОБЛ) и эндогенной БА и комбинированной БА  представлены в таблице № 1.  При изучении абсолютного количества клеток в бронхолаважной жидкости, мы обратили внимание на разницу в расчете этого показателя,  которая исходит из литературы. Часть авторов используют понятие общей концентрация клеток в единице объема (36). Другие исследуют так называемые тотальные клетки, под этим понятием подразумевают все количество клеток вымытых из легких (286,311). Мы выражали этот показатель как число клеток, умноженное на 106 в 1 мл БАЛ. У нас сложилось твердое мнение, что количество полученного материала четко коррелирует с его прозрачностью, цветом, наличием взвешенных структур, консистенцией, фильтруемости и, следовательно, отражает нюансы морфофункционального состояния органов дыхания. 
Полученные нами сведения о клеточном составе содержимого  просвета легких у пациентов с хроническими неспецифическими заболеваниями органов дыхания отражены в таблице №1. 
В период обострения бронхиальной астмы, в бронхолаважной жидкости содержатся клетки  воспалительного экссудата, в основном эозинофилы,  десквамированный бронхиальный эпителий,   реже лимфоциты, во всех препаратах  присутствуют  макрофаги. Обращает на себя внимание небольшое содержание нейтрофильных лейкоцитов, при значительном числе в мазках БАЛ  микроорганизмов. Часто обнаруживаются признаки дефицита макрофагов и лимфоцитов развивающегося при эозинофильной инфильтрации легких. 

Лазерная терапия проводилась с помощью гелий неонового  лазера ЛА-2 и магнитолазерного аппарата «Милта» генерирующего излучения инфракрасного диапазона в импульсном режиме по методу, разработанному на кафедре госпитальной терапии ГОУ ВПО АГМА. Облучение лазером проводили  эндобронхиально,  2  раза,   инфракрасным   лазером   мощность излучения  5  мВт/см2  в  течение  1 секунды,  в комбинации с чрезкожным лазерным облучением крови мощность 15 мВт/см2  в  течение  20  секунд  в течение  10  дней.  Лаважную жидкость получали в начале лечения, и после лечения. У пациентов с бронхиальной астмой (средней и тяжелой степени тяжести) в период обострения бронхолаважную жидкость исследовали два раза до курса лечения и после лечения (10 дней). Коррекция органов дыхания осуществлялась наряду с обычным лечением, тайледом (таблица № 3) или его комбинации с эндобронхиальным облучением инфракрасным лазером (таблица № 3). 

После лечения с использованием ингаляций тайледа отмечается снижение содержания эозинофилов, нейтрофилов, процент макрофагов и лимфоцитов остается неизмененным, относительное количество бронхиального эпителия возрастает в два раза (таблица № 2).  
Таблица №1 

Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа у пациентов с ХОБЛ и БА

	Название

показателя:
	1 группа:

ХОБЛ
	2 группа:

Эндогенная

БА
	3 группа:

Комбиниро-ванная БА

	Объем БАЛ (в мл)
	1,5+0,46

1-2 гр. **
	3,81+0,38
	2,6+0,29
 2–3 гр. *

	Цитоз макрофагов в106
	0,36+0,08

1- 2 гр.**
	0,16+0,03
	0,4+0,07
 2-3 гр.**

	Цитоз лимфоцитов в 106
	0,08+0,02 
1-2 гр.**
	0,02+0,01
	0,07+0,02 
2-3**

	% Содержание макрофагов
	30,0+5,5
	40,0+4,5
	40,1+3,9

	% Содержание эозинофилов
	2,6+ 0,9
1-3 гр.***
	32,0+5,5
 1-2 гр.***
	15,9+3,4

2-3 гр.*

	% Содержание лимфоцитов
	9,2+1,5 
1-2 гр.***
	1,7+2,4
	5,6+0,9  
2- 3 гр.***

	% Содержание нейтрофилов
	45,0+7,6
	4,3+2,1
1-2 гр.***
	7,9+2,4 
1-3 гр.***

	% Содержание эпителия
	13,1+ 5,0
	22,0+ 3,6
	29,8+ 4,6 
1- 3 гр.*


*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента).


При повторном исследовании лаважа  пациентов  получавших  ингаляции тайледа в сочетании с квантовой терапией: уровень эозинофилов, нейтрофилов уменьшается, процент макрофагов и лимфоцитов возрастает, десквамация эпителия  остается на прежнем уровне (таблица № 3).  При комбинации обычных методов лечения бронхиальной астмы с лазерном облучением органов дыхания замедляется степень падения уровня нейтрофилов. Следовательно, в мазках бронхоальвеолярного лаважа   пациентов  получавших  ингаляции тайледа в сочетании с квантовой терапией наблюдается стабилизация показателей клеточных маркеров течения бронхиальной астмой. Наличие деструкции, слизи, волокон фибрина, эритроцитов и микроорганизмов позволяет выделить  компоненты жидкости бронхоальвеолярного лаважа, которые можно охарактеризовать как патологическое отделяемое легких, или так называемый патологически измененный бронхиальный секрет, что подтверждают данные визуального наблюдения.

Цитоморфологические данные о повышенной нестабильности и ранимости клеток указывают на то, что бронхоальвеолярной жидкости представляет значительный интерес для изучения причин ведущих к изменению двигательной активности гистогематических барьеров легких и эвакуаторной функции легких. Поэтому значительный интерес представляют цитоморфологические подходы к оценке повреждения легочных клеток.

Таблица №2

Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа у пациентов с   бронхиальной астмой.  

	Клеточный состав БАЛ 

Содержание в %
	 До лечения.

Тайледом
	После лечения

 тайледом.

	% Макрофагов
	41,57 +  7,59
	42, 37 + 5,27

	% Лимфоцитов
	6,01 + 2,06
	4,35 +1,93

	% Нейтрофилов
	2,41 + 1,64
	0,11 + 0,07* F

	% Эозинофилов.
	33,91 + 8,57
	19,28 + 6,76*

	% Бронх. Эпителия
	16,2 + 5,23
	34, 63 + 7,13**

	ИДК
	0,58+0,07
	0,5+0,08


*p<0,05, **p<0,01 показывает достоверность различий между группами  (парный t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера

Таблица № 3

Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа у пациентов с бронхиальной астмой.

	Клеточный состав
БАЛ

содержание в %
	 До комплексного лечения

тайледом и лазером
	После 
комплексного 

лечения тайледом и

лазером.

	% Макрофагов
	37,5 +  6,45
	57, 73 + 5,32**

	% Лимфоцитов
	2,95 + 1,16
	6,97 +1,3*

	% Нейтрофилов
	7,59 + 4,65
	2,9 + 1,01* F

	% Эозинофилов
	30,43 + 7,58
	13,93 + 4,14*

	% Бронхиального эпителия
	21,78 + 4,8
	18, 48 + 5,65

	ИДК
	0,63+0,05
	0,35+ 0,06**


*p<0,05, **p<0,01 показывает достоверность различий между группами  (парный t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера

Таблица №4

Цитоморфологические критерии классов деструкции (Ицкович А.И., Осин А.Я. 1998).

	Класс деструкции
	Цитоморфологические критерии

	
	Цитоплазма клетки
	Ядро клетки

	0
	Норма
	норма

	1
	Частичное (>1/2) разрушение
	норма

	2
	Значительное

(<1/2) разрушение
	Частичное

(>1/2) разрушение

	3
	Полная деструкция
	Значительное(<1/2) разрушение

	4
	Полная деструкция
	Полная деструкция



Для цитологической диагностики заболеваний органов дыхания у детей в качестве клеточных маркеров используются индексы деструкции клеток содержащихся в бронхиальном секрете, назальном секрете, мазках со слизистой зева (134,161). Преимуществом, данного метода является то, что при исследовании повреждения клеток с помощью способа Л. А. Матвеевой, З.М. Земляковой, А. Я. Осина (1977), можно охарактеризовать степень и интенсивность процессов деструкции (рис. №4). Степень повреждения клеток вычисляли с помощью суммарного индекса деструкции клеток - ИДК. 

Интенсивность динамики процесса деструкции вычисляется как отношение количества наиболее разрушенных к содержанию остальных поврежденных клеток - ИЦК. 

ИнЦК- Индекс интенсивности цитолиза клеток объединяет оба показателя и показывает пропорцию степеней разрушения клеточных структур. ИДК - у пациентов с бронхиальной астмой равен 0,64+0,05, у пациентов с ХОБЛ - 0,69+0,04. ИЦК - этот индекс, который количественно характеризует цитологический симптом голых ядер, показывает на высокую выраженность процессов денуклеации и распада цитоплазмы клеток.

При бронхиальной астме ИЦК составляет 0,39+0,05, а при хроническом обструктивном бронхите 0,39+0,05 интенсивность процесса одинаково большая. По-видимому, дестабилизация клеток БАЛ, отражает активацию лизосомальными ферментами и продуктами ПОЛ катаболических процессов в органах дыхания. 


Использование цитоцентрифуги  позволяет приготовить качественные мазки с монослоем клеток (424). Недостатком перечисленных методов является отсутствие вертикально расположенной на предметном стекле микрокамеры, с помощью которой можно осаждать небольшой объем суспензии клеток на твердую, и гелеобразную поверхность с помощью центрифугирования, исследовать в условиях in vitro, культуру маленького количества клеток. Цель нашего способа центрифугирования направлена на исправления недостатков способов цитоморфологического, цитофизиологического, цитохимического исследований клеточных. элементов содержащихся в составе биосред (мокроте, бронхоальвеолярной жидкости, моче, спинномозговой жидкости, амниотической жидкости и т.д.), периферической крови, лимфы, красного костного мозга. Способ  отличается тем, что способ осуществляется с помощью оригинального устройства. Сущность способа заключается в осаждении небольшого объема суспензии клеток на твердые и гелеобразные поверхности. Конструкция и рисунок устройства, которое используется в изобретении, опубликованы ранее (231). Предложенное нами устройство позволяет улучшить способ осаждения суспензий клеток на поверхность. В качестве  устройства предложена микрокамера вертикально расположенная на предметном стекле.  С  помощью способа осуществляется цитоморфологическое, цитофизиологическое, цитохимическое исследование клеток содержащихся в составе биосред (мокроте, бронхоальвеолярной жидкости, моче, спинномозговой жидкости, амниотической жидкости и т.д.), периферической крови, лимфы, красного костного мозга. Предложенное нами устройство позволяет исправить эти недостатки. Рисунок, отражающий конструкцию прибора представлен на фигуре, цифрами обозначены части конструкции. Устройство состоит из микрокамеры  расположенной на предметном стекле 1. Микрокамера, представляет из себя пластиковый полый цилиндр 2 (для изготовления микрокамер мы использовали полистирольные кюветы, прилагаемые к гемокоагулометру CGL 2110 с отпиленным дном, высотою- 20 мм, диаметром- 8 мм, толщина - стенки 1мм, диаметр просвета- 6 мм, можно использовать пластиковые инсулиновые шприцы и др.). Микрокамеры посредством плоской шайбы 3, вертикально прикрепляют к предметному стеклу. Диаметр отверстия шайбы  4, совпадает с внешним диаметром цилиндра. В целях, обеспечения герметичности этого соединения, место соприкосновения составных частей  устройства, склеивают универсальным клеем, лишённым токсических свойств).  После заполнения суспензией  клеток, микрокамеры закрывают конической резиновой пробкой, которые смазаны стерильным вазелином.  Затем микрокамеры с суспензией клеток центрифугируют в центрифуге в специальной приставке- платформе к горизонтальному ротору, в целях осаждения  клеток на поверхность. После центрифугирования, пробирка легко отламываются в месте соединения с предметным стеклом. С поверхности препарата, фильтровальной бумагой удаляются остатки питательной жидкости, затем он сушится на воздухе. Клетки фиксируются в парах формалина, метиловом спирте окрашиваются цитологическими красителями, или проводятся цитохимические реакции. 

Для осаждения суспензии клеток на гелеобразную поверхность, в целях исследования полутонких и ультратонких срезов, в микрокамеру по собственному выбору вводят агар, раствор желатина, фибриновый сгусток плазмы крови по любой из известных методик. В этом случае, пробирка удаляется в месте соединения с предметным стеклом только после фиксации клеточного материала. Осажденные клетки на гелеобразную поверхность извлекаются, затем подвергаются любой из общепринятых методик необходимых для подготовки материала для электронно-микроскопического исследования, микроскопии полутонких срезов. 
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Рис.№1
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Рис. №2
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Рис. №3
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Рис. №4

Полученный материал осаждали  с помощью предложенного метода на гель агарозы с помощью центрифугирования при 800 оборотах в минуту. В качестве гелеобразующего субстрата используется агар-смесь агарозы. Формирование геля происходит температуре 40°-45°С. 

Фотосъемка парафиновых и полутонких срезов проводилась на микроскопе "Microphot FXA" (Nikon Япония). Исследование и фотографирование проводилось на просвечивающем  электронном микроскопе ПЭМ 100, JEM-100CX II (Jeol Япония). 

У экспериментальных животных в целях уточнения строения клеток БАЛ проводилась  серия экспериментов с помощью осаждения клеток на фибриновый сгусток. Животное усыпляют путем цервикальной дислокации. Скальпелем рассекают кожные покровы. Вскрывают грудную клетку вдоль грудины. Затем ножницами отделяют трахею от подлежащих тканей и отсекают её от гортани. Через трахею шприцем  промывают легкие 5 мл холодной среды 199. Через трахею шприцем  промывают легкие 5 мл холодной среды Олсвера. Бронхоальвеолярную жидкость центрифугируют при 3000 об/мин в течение 10-15 минут для получения осадка клеток. После центрифугирования в пробирке остается осадок. Забирают из центрифужной пробирки 4,95 мл среды Олсвера. Осадок ресуспендируют в оставшейся жидкости (0,05 мл). Для формирования сгустка 0,05 мл модифицированной культуральной среды Олсвера с клетками  извлеченных из легких путем промывания смешивают с помощью шприца 0,05 мл стабилизированной плазмы и добавляют 0,005 мл 2% раствора хлористого кальция. Формирование сгустка происходит в течение 5-7 мин. Бритвой фибриновый сгусток с клетками разрезается на мелкие кусочки. Клетки БАЛ фиксировали 1 час в 2,5% глутаральдегиде на 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4., Затем образцы материала помещали в 1% раствор тетраоксиде - осмиевой кислоты на 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4 на 1,5 часа, обезвоживали в спиртах восходящей концентрации 50%, 60%, 70%, 80%, 96%, 100% по 10 минут и двух сменах, абсолютного спирта по 10 минут по стандартной методике ( Гайер). После проводки образцы заливали в смесь эпона и аралдита. Полимеризация проводилась при температуре +600 С  на протяжении 72 часов. Затем получали полутонкие и ультратонкие срезы на ультрамикротом LKB-NOVA/. Ультратонкие срезы контрастировались насыщенным спиртовым раствором уранилацетата и цитрата свинца. 

Для изучения морфофункциональных свойств культуры клеток, микрокамеру, заполненную питательной средой с клетками, осажденными на предметное стекло или помещенными в желатину или в фибриновый сгусток, предварительно можно инкубировать в термостате.

Таблица №5

Клеточный состав БАЛ экспериментальных крыс

	Название группы
	1 группа животных 
	3 группа животных 

	Тотальные клетки
	
	0,66+0,05
	1,68+0,22**

	Макрофаги
	%
Т.
	47,3+4,6

0,32+0,05
	48,5+8,37

0,85+0,21*

	Лимфоциты
	%

Т.
	31,6+5,85

0,20+0,03
	17,8+3,47*
0,31+0,07

	Гранулоциты
	%

Т.
	10,92+6,4
0,08+0,05
	17,57+0,8

0,32+0,15*F

	Эпителий


	%

Т.
	9,9+3,9

0,07+0,03
	15,83+1,5

0,19+0,10*F


* p< 0,05,** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. Тотальные клетки (Т.) - абсолютное количество клеток, извлеченных из легких, измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. 

Экспериментальная модель воздействия холода и других раздражающих факторов на организм

Нами были проведены две серии комплексных экспериментов на лабораторных животных (беспородные крысы-самцы с массой тела 150-200 гр.) в целях изучения бронхоальвеолярного лаважа при комбинированном действии низкой температуры атмосферного воздуха,  низкоинтенсивного лазерного излучения, фармакологических препаратов на организм  экспериментальных животных.   В первой серии экспериментов было установлено, то что, при действии низких температур на теплокровный организм существенно изменяется содержание и жизнеспособность клеток бронхиального секрета и сурфактантного комплекса (Доровских В.А.,  Целуйко С.С.,  Бородин Е.А., 1995, Зиновьев С.В., Целуйко С.С. и др., 1996, Красавина Н.П., Целуйко С.С. и др., 1996). Во второй серии экспериментов животные были разделены на 7 групп: 1 группа - интактные животные; крысы, составившие эту группу, содержали в стандартных условиях вивария и служили контролем для всех остальных групп. 2 группа - животные, которым облучали грудную клетку инфракрасным лазером; 3 группа - подвергавшиеся  воздействию холода (при температуре - 15o С, в течение 10 дней, 3 часа ежедневно); 4- группа - животные, которым перед охлаждением облучали грудную клетку инфракрасным лазером;  5 группа  - животные, которым перед охлаждением вводили эмоксипин, 6 группа - в комплексе с облучением грудной клетки инфракрасным лазером; 7 группа - животные, которым вводили эмоксипин. 
Животных охлаждали в камере "Ilka feutron" (производство ГДР) с соблюдением адекватных условий влажности и вентиляции охлаждения 10 дней по 3 часа  режим охлаждения выбран с учетом возникновения выраженных биохимических и морфологических изменений  15 при температуре - 15o С, в течение 10 дней, 3 часа ежедневно); В работе использовались полупроводниковые лазеры "Agnis L01", "Мустанг" модель 026 (Россия) с излучающей головкой МЛО2В. Мы исследовали  действие низкоинтенсивного лазерного излучения на  органы дыхания беспородных белых крыс находящихся в различных экспериментальных условиях и людей больных бронхиальной астмой. Облучение экспериментальных  животных  проводили  импульсным лазером "Agnis-L01"с длиной волны 0,85 - 0,9 нм, энергия импульса 15,2*10 -6 Дж, частота повторения  импульса 2170  Гц, частота модуляции 137 Гц,  облучалась грудная клетка в 6 точках (надлопаточные,  подлопаточные,  подмышечные зоны справа и слева) по 10 секунд каждая. Всего 10 сеансов. Части животных вводили внутрибрюшинно 1% раствор эмокспин из расчета 10 мг/кг через день на протяжении всего эксперимента 10 дней. Эмокспин является высокоэффективным синтетическим водорастворимым антиоксидантом (Доровских В.А. и др., 2000). Препарат эмокспин выбран нами целью фармакологической коррекции холодового воздействия. В работе использовались полупроводниковые лазеры "Agnis L01", "Мустанг" модель 026 (Россия) с излучающей головкой МЛО2В.

Изучены 30 случаев кратковременных культур бронхоальвеолярных смывов легких крыс. 

При инкубации клеток в  среде 199 в микро пробирке  в термостате при 370 С, в течение 1часа нами изучен механизм действия низко интенсивного лазерного излучения инфракрасного диапазона (доза лазерного облучения составляла 0,02 Дж, 0,2 Дж, 1 Дж) на культуру клеток бронхоальвеолярного лаважа. подвергнутых действию низко интенсивного инфракрасного лазерного облучения (длина волны 0,85 мкм). 
У  экспериментальных животных в легкие вводили смесь 199, забирали БАЛ. Полученный материал помещали в центрифужную пробирку. Затем осаждали в центрифужной пробирке на гель агарозы с помощью центрифугирования при 800 оборотах в минуту. Облучение БАЛ в условиях проводили импульсным лазером "Agnis-L01"с длиной волны 0,85 нм,  энергия импульса 15,2*10 -6 Дж,  частота повторения импульса 2170Гц, частота модуляции 1 Гц. После,  чего обе порции лаважную жидкость инкубировали в термостате при 37° Цельсия в течение трех часов. После чего осаждали на агарозный гель. В качестве гелеобразующего субстрата используется агар-смесь агарозы. Формирование геля происходит температуре 40°-45°С.  

Электроннограммы была получена с помощью профессора, д.м.н. А.П. Надеева и профессора, д.м.н., академика. РАМН В. А Шкурупия (Новосибирская государственная медицинская академия),  кафедры патанатомии, ЦНИЛ (Новосибирская государственная медицинская академия), Института  Физиологии СО РАМН.  

Таблица № 6
Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных 

	Название 

Группы
	1группа животных
	2группа 

животных


	Тотальные клетки
	
	0,66+0,05
	0,59+0,03

	Макрофаги
	%
Т.
	47,3+4,6

0,32+0,05
	71,2+8,4*

0,42+0,05

	Лимфоциты
	%

Т.
	31,6+5,85

0,20+0,03
	19,3+5,3

0,10+0,04*F

	Гранулоциты
	%

Т.
	10,92+6,4
0,08+0,05
	6,34+4,04
0,04+0,02

	Эпителий 


	%

Т.
	9,9+3,9

0,07+0,03
	3,17+1,2

0,02+0,01*F


*- p<0,05 показывает достоверность различий между двумя группами (t - критерия Стьюдента). F -критерий Фишера. Тотальные клетки (Т.) - абсолютное количество клеток, извлеченных из легких, измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. 

Метод цитоморфологической оценки клеточного состава  БАЛ у экспериментальных животных
Цитологический анализ бронхоальвеолярного лаважа у экспериментальных животных включает в себя: подсчет парциального и абсолютного содержания клеточных элементов в препаратах, и в единице объема жидкости. 
При исследовании мазков  и ультратонких срезов БАЛ животных обнаруживаются: нейтрофилы, лимфоциты, слущенные клетки эпителия бронхов, макрофаги (рис. № 1,2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,13,14,15).

  У экспериментальных животных клеточные параметры БАЛ схожи по своему составу, с профилем бронхоальвеолярной цитограммы обнаруживаемой нами у людей (таблица №5,  №6, №7, №8, 9,№ 10, № 11).  
При изучении бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных, подвергнутых действию низких температур в течение десяти дней, наблюдается характерная цитологическая картина мобилизации защитных реакций органов дыхания (таблица №5). 
Высокая клеточность БАЛ данной группы животных формируется в результате: активной десквамации эпителиальных клеток, миграции на поверхность легких нейтрофильных гранулоцитов, макрофагов,  лимфоцитов. Мы исследовали  действие низкоинтенсивного лазерного излучения на  органы дыхания беспородных белых крыс находящихся в различных экспериментальных условиях. Полученные нами данные указывают на то, что действие инфракрасного лазерного излучения на организм направлены на клеточные механизмы защиты органов дыхания (таблица №6, №7, №8, №11). При сочетанном  использовании квантовой терапии и фармакологического препарата эмокспина наблюдается выраженная модуляция клеточных реакций легких (таблица №10, №11). 

Таблица №7
Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных, облученных инфракрасным лазером.

	Название 

группы
	3 группа 

животных 
	4 группа 

животных

	Тотальные клетки
	
	1,68+0,22
	0,99+0,13*

	Макрофаги
	%
Т.
	48,5+8,37

0,85+0,21
	49+9,3

0,54+0,17

	Лимфоциты
	%

Т.
	17,8+3,47

0,31+0,07
	27,5+3,16

0,25+0,02*F

	Гранулоциты
	%

Т.
	17,57+0,84

0,32+0,15
	14,0+4,35

0,12+0,03*F

	Эпителий 


	%

Т.
	15,83+1,51

0,19+0,10
	10,2+6,06

0,09+0,05*F


*p<0,05 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F- критерий Фишера. Тотальные клетки (Т.)- абсолютное количество клеток, извлеченных из легких, измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. 

Таблица №8
Клеточный состав БАЛ экспериментальных крыс

	Название параметра
	1 группа животных
	2 группа животных

	% Двуядерных макрофагов
	1,87+0,4
	2,73+0,4

	ИДК
	0,24+0,06
	0,18+0,03

	ИЦК
	0,06+0,01
	0,09+0,02

	ИНЦК
	0,26+0,02
	0,5+0,05**


* p< 0,05,  ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами. Тотальные клетки (Т.)- абсолютное количество клеток, извлеченных из легких, измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. 

Таблица №9
Клеточный состав БАЛ экспериментальных крыс

	Название параметра
	3 группа животных
	4 группа животных

	% Двуядерных макрофагов
	1,14+0,31
	1,69+0,39

	ИДК
	0,47+0,09
	0,31+0,07

	ИЦК
	0,11+0,01
	0,16+0,04*  F

	ИНЦК
	0,26+0,04
	0,47+0,03**


* p< 0,05, p ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. Тотальные клетки (Т.)- абсолютное количество клеток, извлеченных из легких, измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. 

Таблица № 10
Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных

	Название группы
	3 группа животных 
	5 группа животных 

	Тотальные клетки
	
	1,68+0,22
	0,85+0,23*

	Макрофаги
	%
Т.
	48,5+8,37

0,85+0,21
	56,8+10,2

0,38+0,03*

	Двуядерные макрофаги
	
	1,14+0,31
	1,46+0,15

	Лимфоциты
	%

Т.
	17,8+3,47

0,31+0,07
	29,0+8,5

0,34+0,2*

	Гранулоциты
	%

Т.
	17,57+0,84

0,32+0,15
	3,83+1,35*

0,06+2,6

	Эпителий 


	%

Т.
	15,83+1,51

0,19+0,10
	10,33+2,6

0,09+0,04*


*p<0,05, ** p<0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента) Стьюдента. Тотальные клетки (Т.)- абсолютное количество клеток, извлеченных из легких, измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. 

Таблица № 11
Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных
	Название группы
	5 группа крыс
	6 группа крыс

	Тотальные клетки
	
	0,85+0,23*
	0,85+0,01*

	Макрофаги
	%
Т.
	56,8+10,2

0,38+0,03*
	56,0+10,2

0,47+0,09*F

	Двуядерные макрофаги
	
	1,46+0,15
	0,65+0,18 **

	Лимфоциты
	%

Т.
	29,0+8,5

0,34+0,2*
	20,8+5,13

0,18+0,05*F

	Гранулоциты
	%

Т.
	3,83+1,35*

0,06+2,6
	13,3+4,59*F
0,12+0,05

	Эпителий 


	%

Т.
	10,33+2,6

0,09+0,04*
	9,33+2,93
0,08+0,03*


*p<0,05, **p<0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). Тотальные клетки (Т.)- абсолютное количество клеток, извлеченных из легких, измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. F - критерий Фишера. 

Особенности морфологической идентификации клеток в БАЛ

Оценка степени деструкции клеток

При действии неблагоприятных факторов на организм, как в клиническом, так и в экспериментальном материале для клеток БАЛ, характерна дегенерация внутриклеточных структур. 
Диагностическая ценность"готовности к разрушению" лейкоцитов в тканевых очагах повреждения и в периферической крови достаточно давно известна, начиная с работ Е.С. Боткина, Гумпрехта (1894), А.Н. Крюкова (1920), И.А. Кассирского, Г.А. Алексеева (1962г.). А.М. Войно-Ясенецкого (1974 г). По данным И. А. Кассирского и Г. А. Алексеева (1962 г.), степень анизоцитоза и пойкилоцитоза, лейкоцитов указывает на уровень интоксикации организма и дегенерации клеток. 

Это, по-видимому, отражает активацию лизосомальными ферментами и продуктами ПОЛ катаболических процессов в органах дыхания. Поэтому значительный интерес представляют цитоморфологические подходы к оценке повреждения легочных клеток. При оценке повреждения клеток с помощью способа Л. А. Матвеевой, З.М. Земляковой, А. Я. Осина (1977), можно охарактеризовать степень и интенсивность процессов деструкции. Степень повреждения клеток вычисляли с помощью суммарного индекса деструкции клеток - ИДК. Интенсивность динамики процесса деструкции вычисляется как отношение количества наиболее разрушенных к содержанию остальных поврежденных клеток - ИЦК. ИнЦК- Индекс интенсивности цитолиза клеток объединяет оба показателя и показывает пропорцию степеней разрушения клеточных структур. ИДК - у пациентов с бронхиальной астмой равен 0,64+0,05, у пациентов с ХОБЛ - 0,69+0,04. ИЦК - этот индекс показал так же, что при бронхиальной астме он составляет 0,39+0,05, а при хроническом обструктивном бронхите 0,39+0,05 интенсивность процесса одинаково большая.

Высокий уровень деструкции клеток в препаратах бронхоальвеолярного лаважа характеризуют структурно-биохимическую подоплеку клеточных реакций гистогематических барьеров легкого.

Значение индекса деструкции клеток,  указывают на умеренный характер дегенеративных изменений в клетках, извлеченных из легких интактных животных (таблица № 6).  При изучении бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных, подвергнутых действию низких температур в течение десяти дней, наблюдаются более выраженные дегенеративные изменения (таблица № 6). Значения последнего индекса свидетельствуют о том, что существенно изменяются последние стадии разрушения клеточных элементов. На модуляцию лазером дегенеративных изменений в клетках БАЛ указывают индексы, оценивающие повреждение клеток, что подтверждает данные других авторов (таблица №9). ИДК недостоверно уменьшается. Значения ИЦК противоположны предыдущему индексу: он равен 0,09+0,02 (контроль- 0,06+0,01). Индекс интенсивности цитолиза клеток объединяет оба показателя и показывает пропорцию степеней разрушения клеточных структур - 0,5+0,05 (норма 0,26+0,02), р<0,001. Своеобразие индукции лазером дегенеративных изменений в органах дыхания животных, подвергнутых действию низких температур, описывают индексы повреждения клеток (таблица № 10). Значения напротив ИЦК повышены - 0,16+0,04 (контроль-0,11+0,01). Индекс интенсивности цитолиза клеток статистически подтверждает изменение пропорции степеней разрушения клеточных структур - 0,47+0,03 (норма 0,26+0,02), р<0,01. Таким образом, при НИЛИ легких в эксперименте преобладают последние стадии разрушения клеточных элементов. Своеобразие индукции лазером дегенеративных изменений в органах дыхания животных, подвергнутых действию низких температур, описывают индексы повреждения клеток (таблица № 9).
Морфометрическая характеристика клеток бронхоальвеолярного лаважа

Компьютерная цитометрия проводилась по оригинальной методике, с морфометрическим программным обеспечением "Морфометр". При работе на морфометрической установке  измерениям подвергались структуры на мазках бронхоальвеолярного лаважа. МОРФОМЕТР - система обработки и анализа изображений (создатели программы А.А.Кудлаев, ​О. Ю. Наянов, А.Н.Филиппов  - Московский государственный университет).  В сочетании с любым микроскопом позволяет с выводом изображения  на  экран персонального  компьютера провести количественный анализ изображения по разнообразным параметрам и условиям,  определяемым оператором. Программа позволяет при помощи интерактивной обработки выделить интересующие объекты на изображении и получить линейные, площадные или стереологические их характеристики. Линейные характеристики:  длина ломаной, радиус кривизны, угловые измерения. Площадные характеристики: периметр, площадь, ориентация, проекции на оси X и Y, длина максимальной и минимальной осей. Коэффициент формы: элонгация = Длина/Ширина; Компактность=Периметр/2* Максимальная длина; Квадратичность = Периметр/ 4*Минимальная длина; Сферичность 4*( *Площадь/Периметр; Округлость 2*Площадь/Периметр.

В случае БА клетки бронхиального дерева значительно крупнее большинства лейкоцитов, лимфоцитов. Основными морфометрическими показателями цилиндрического эпителия являются: площадь- 85,12+3,33 мкм2; периметр- 47,14+0,91 мкм; длина- 17,99+0,4 мкм; ширина- 6,96+0,14 мкм. Значения форм факторов говорят об удлиненности эпителиальной клетки: элонгация - 3,13+0,07; квадратичность- 1,97+0,04; округлость- 0,48+0,01; компактность- 1,353+0,8; эквивалентный радиус:-3,49+0,9. Средние морфометрические параметры ядра равны: площадь - 24,29+0,85 мкм2; периметр - 21,26+0,41 мкм; длина - 7,36+0,16 мкм; ширина - 3,95+0,08 мкм. При оценке форм факторов ядра отмечает преобладание тенденции к вытянутости: округлость - 0,65+ 0,01; элонгация - 2,13+0,05; компактность - 1,491+0,1; квадратичность 0,69+0,02, эквивалентный радиус -2,166+0,43. Лимфоциты, наблюдаемые в препаратах бронхоальвеолярного лаважа у пациентов с ХНЗЛ,  значительно меньше макрофагов, эпителиоцитов, максимальная длина- 24,08+1,89 мкм, минимальная длина-13,8+0,88 мкм, площадь-310+51,75 мкм2, периметр-69,48+5,92 мкм. По данным световой микроскопии форма лимфоцитов довольно вариабельна (рис № 30, 31). В среднем форма лимфоцитов несколько удлиненная - овальная: элонгация- 1,92+0,03, квадратичность -1,35+0,03, компактность -1,48+0,02, округлость -0,76+0,01, эквивалентный радиус 8,01+0,75. Морфометрическое исследование формы ядра показывает, что она далека от правильной окружности: элонгация -1,69+0,07; квадратичность -1,22+0,04; компактность -1,5+0,02; округлость -0,76+0,01; эквивалентный радиус -7,36+0,71. Ядерно/цитоплазматическое отношение лимфоцитов в среднем составляет- 0,77+ 0,08. Отсюда морфометрические параметры ядра нередко практически совпадают с общим размером клетки: максимальная длина - 20,62+1,39 мкм, минимальная длина - 13,49+1,34 мкм; периметр - 60,92+4,88 мкм, площадь - 236,2+43,2 мкм2. При морфометрическом исследовании препаратов БАЛ в случае пациентов с ХНЗЛ нами были установлены следующие цифровые параметры, характеризующие макрофаги: средняя площадь- 1594,47+122,58 мкм2; средний периметр- 186,34+19,37; средняя длина- 54,83+1,62; средняя ширина- 33,54+0,79. По нашим данным  для зрелых легочных макрофагов характерно крупное ровными контурами ядра: площадь-430,5+43,17 мкм2; периметр-97,06+9,58 мкм; длина ядра - 30,52+1,11 мкм; ширина -16,35+0,62 мкм.  Мы видим в препаратах правильную, обычно округлую или овальную форму ядро: элонгация- 2,11+0,04; компактность -1,44+0,01; квадратичность - 1,5+0,07; округлость - 0,71+0,01; эквивалентный радиус -9,85+0,52. Ядерно-цитоплазматическое отношение макрофагов серьезно смещено в сторону цитоплазмы, что так же говорит за зрелость клетки - Я/Ц - 0,27+0,02. Форма макрофага овальная или круглая, иногда отслеживается некоторая угловатость: компактность: 1,56 + 0,01; квадратичность: 
1,56 + 0,01; элонгация: 1,86 + 0,044; округлость: 0,73 + 0,01; эквивалентный радиус: 14,18 +0,58.

3. Результаты и обсуждение:
Естественный отбор является основным механизмом эволюционного развития органов и тканей. Развитие человечества привело к тому, что социальные факторы стали оказывать существенное влияние на организм человека. Ведущим, социальным фактором, влияющим на морфологию человека в ходе антропогенеза является труд (191,223,248). Остаются не изученными современные механизмы антропогенеза, поскольку не достаточно понятны молекулярно – клеточные  механизмы  закрепления антропоморфозов. Учитывая, что изучение возникающих в ходе антропогенеза антропоморфозов сохранило свою актуальность,  возникает необходимость поиска моделей, с помощью которых можно проводить информационный анализ антропоморфозов, и оценивать практическую значимость результатов исследования. Популяционный анализ клеточных элементов  является одним из основных подходов к исследованию организма. 
Гипоксия одна из причин стойкого нарушения трудоспособности человека. Ранее, цитологическая характеристка дыхательной функции осуществлялась в целях диагностики гемической гипоксии. Сейчас проводится цитологическая диагностика нарушений функции внешнего дыхания. В бронхо – альвеолярном лаваже присутствуют следующие клеточные элементы: клетки бронхиального эпителия, альвеолярного эпителия, макрофаги, лимфоциты, нейтрофильные лейкоциты, эозинофильные лейкоциты. Отмечается негауссовый характер  распредления цитологических характеристик, что обусловлено особенностями реактивности слизистой оболочки дыхательных путей и респираторного отдела легких подвержденый другими авторами  (239, 429). Одной из ведущих проявлений негауссового характера  цитологических характеристик БАЛ это гетерогенность клеток проникающих на поверхность органов дыхания. Это подтверждается при морфометрии клеток БАЛ. 

В нашем исследовании при корреляционном анализе, обнаруживается существенная взаимообусловленность клеточных характеристик бронхоальвеолярного лаважа.  В таблице №12 демонстрируется, что при бронхиальной астме, наибольшим количеством корреляций обладают макрофаги. Бронхиальный эпителий и эозинофилы занимают второе место по количеству взаимосвязей. Наиболее бедны корреляциями нейтрофилы и лимфоциты. Следовательно, основной вес взаимоотношений между клетками при бронхиальной астме смещен в сторону макрофагов, эозинофильных гранулоцитов, бронхиального эпителия. При ХОБЛ корреляционные характеристики менее насыщены (таблица № 13). Остаются стабильными связи между количеством макрофагов и нейтрофильных гранулоцитов, содержанием бронхиального эпителия и процентом нейтрофилов. 

Таблица №12
Корреляционный анализ содержания клеток БАЛ пациентов с БА

	Показатель
	%
Бр.эпителий
	%
Нейтрофил
	%
Эозинофил

	%Макрофаг
	-0,27 **
	-0,23 *
	-0,56 ***

	%Лимфоцит
	-
	-
	-0,23 *

	% Бр.эпителий
	-
	-0,23 *
	-0,44 ***


*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 показывает достоверность коэффициента корреляции.

Таблица № 13
Корреляционный анализ содержания клеток БАЛ пациентов с ХОБЛ.

	Показатель
	%Бр. Эпителий
	%Нейтрофил

	% Макрофаг
	-
	-0,4 *

	% Нейтрофил
	-0,73 *
	-


*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 показывает достоверность коэффициента корреляции.

Высокий уровень деструкции клеток в препаратах бронхоальвеолярного лаважа делают показатели разрушения клеточных элементов основным цитологическим симптомом, характеризующим структурно-биохимическую подоплеку клеточных реакций легкого. Многоядерные макрофаги служат надежным светооптическим критерием оценки внутриклеточной регенерации в поддержании жизнедеятельности клетки у пациентов с хроническим бронхитом. Многоядерные макрофаги обнаруживаются обычно более чем в 6,14+0,84 процентов от всех мононуклеарных фагоцитов при бронхиальной астме, 7,0+1,09 хроническом обструктивном бронхите.  В некоторых случаях количество многоядерных макрофагов доходит до 12% от всех мононуклеарных фагоцитов.  Взаимосвязь содержания многоядерных макрофагов и ИДК, характеризующим степень разрушения клетки у пациентов с бронхиальной астмой, представлена коэффициентом корреляции равным +0,59, р<0,05. ИЦК количественно оценивающий интенсивность цитолиза еще более тесно связан с содержанием двуядерных макрофагов в легких, что закреплено статистически значимым коэффициентом корреляции +0,69, р<0,01. В такой ситуации достойна внимания позитивная связь между процентным содержанием эозинофилов и макрофагов +0,54, р<0,05.  У пациентов ХОБЛ нашего исследования так же обнаружена коррелятивная зависимость между ИЦК и содержанием двуядерных макрофагов +0,64, р<0,02. Положительную корреляцию между ИЦК и числом макрофагов +0,73, р<0,01 можно расценить как подтверждение обнаруженных нами закономерностей.

  
Целый ряд авторов обнаружили стойкие однотипные количественные взаимоотношения между различными популяциями клеток, входящих в состав трахеобронхиального секрета, мокроты, жидкости бронхоальвеолярного лаважа.  (58,85,86,102,129,160,161,184,197,198)     Устойчивая стабильность, обнаруженных  корреляций между числовыми значениями клеток указывает на возможное существование физиологически значимых функциональных взаимоотношений между парциальным весом клеток легких. В то же время  морфологический эквивалент обнаруженных корреляций остается неизученным.   Интегральная оценка клеточного профиля бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ), где суммация цитологических показателей осуществляется с помощью методов распознавания образов (таксономия, дискриминантный анализ)  представляют значительный интерес для изучения цитоморфологической организации мукоциллиарного и гистогематических барьеров (2,32,167,173,177,209,210,226,244,246,247,283,291,292, 308,309,328,337,375,398,427,474,510,512). 
Наиболее информативным цитологическим признаком отличия эндогенной и комбинированной форм астмы является понижение количества макрофагов:

1) D = - 10, 912 * Количество макрофагов в 1 мл БАЛ, вероятность различия выборок p < 0,01, граничное значение дискриминантной функции - 2, 63, вероятность ошибочной классификации 20%..

Другой интегральный критерий, надежно характеризующий особенности клеточного состава в этих группах пациентов является: 
2) D = - 3,444 * % лимфоцитов  БАЛ, вероятность различия выборок p < 0,01, граничное значение дискриминантной функции – 15,87, вероятность ошибочной классификации 33,95%. 

Информационно значимый морфологический критерий отличия комбинированной БА от ХОБ являются нейтрофильные гранулоциты: 
3) D = - 1, 208 * % нейтрофилов, вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: - 29, 12, вероятность ошибочной классификации, 18, 264 %. 

Показатель, суммирующий соотношение нейтрофилов, лимфоцитов и макрофагов наиболее точно разделяет клеточный состав ХОБ и эндогенной бронхиальной астмы:

4) D = - 0, 634 * % нейтрофилов+4,837* % лимфоцитов- 82,39* Количество макрофагов в 1 мл БАЛ,  вероятность различия выборок: p<0,0001, граничное значение дискриминантной функции: 62,13, вероятность ошибочной классификации, 9, 837 %. 

Таким образом, при дискриминантном анализе парциального состава клеток БАЛ в случае заболеваний легких обнаружено следующее. Информационно значимым морфологическим критерием отличия комбинированной БА от ХОБ являются нейтрофильные гранулоциты. Интегральный показатель, суммирующий соотношение нейтрофилов, лимфоцитов и макрофагов наиболее точно разделяет клеточный состав ХОБ и эндогенной бронхиальной астмы. При системном анализе бронхоальвеолярной цитограммы обнаруживается высокая диагностическая значимость парциального содержания макрофагальных элементов в бронхоальвеолярном лаваже. Другим интегральный критерий, надежно характеризующий особенности клеточного состава в этих группах пациентов является процентное содержание лимфоцитов. 
По данным литературы в случае лазерной терапии при низкой фагоцитарной активности нейтрофилов наблюдается интенсификация макрофагальных реакций, растет фагоцитарная активность лейкоцитов и кислородозависимые механизмы фагоцитоза (16,17,201), полное или частичное торможение хемотаксиса фагоцитов сменяется его активацией. После эндобронхиального облучения, наряду с уменьшением отека и нейтрофильной инфильтрации слизистой и подслизистой оболочек бронхиального дерева, процессы тотального цитолиза клеток сменяются восстановлением эпителия, нормальной кооперацией нейтрофилов, макрофагов, лимфоцитов, фибробластов, активацией хемотаксиса фагоцитов. Возрастает количество плазматических клеток, продуцирующих иммуноглобулин А, в просвете капилляров и венул  стромы исчезают эритроциты и микротромбозы, уменьшаются явления венулита, снижается проницаемость стенки микрососудов для нейтрофилов, эритроцитов. Восстанавливается естественный фенотип бронхиального эпителия (16,111,112,122,124,136,155,161,162,230,237). 
Тайлед применяется при лечении бронхиальной астмы (434). При повторном исследование лаважа  пациентов  получавших  ингаляции тайледа в сочетании с квантовой терапией: уровень эозинофилов, нейтрофилов уменьшается, процент макрофагов и лимфоцитов возрастает, десквамация эпителия  остается на прежнем уровне. Полученные данные указывают на возможность некроза в случае апаптоза макрофагов в случае низко-интенсивном лазерном облучения органов дыхания. Это в свою очередь подтверждает позитивный характер восстановления содержания лимфоцитов в БАЛЖ. С помощью пошагового дискриминантного анализа клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа, мы получили  уравнения, объективно свидетельствующие о том, что координированная реакция макрофагов и лимфоцитов, является высоко - информативным показателем действия лазерного излучения на организм.
Ведущими биомаркерами лазерного облучения органов дыхания больных бронхиальной астмой являются: 
1) D = +0,648*% Макpофагов+2,980 *%Лимфоцитов p< 0,02, граничное значение функции 45,62, вероятность ошибочной классификации 31,109%.

2) D = +0,548*ИДК p< 0,01, граничное значение функции 25,62, вероятность ошибочной классификации 11,1%.

Недостатком этих исследований является то, что они не подтверждены экспериментально. Начиная с работ И.П. Павлова хорошо известно, что внешняя секреция экспериментального животного является классической моделью с помощью, которой исследуется рефлекторный ответ организма на воздействие  раздражителей. 

У млекопитающих, включая человека, отсутствуют рецепторы в легких, к целому ряду гелиофизических и других факторов внешней среды. В то же время они чувствительны к раздражающему действию ряда ирритантов, например, к оксиду азота, ионам кальция (96,97,98,99,148,244,451).  В настоящий момент,  мало изучены дифферонные механизмы в легких, способные модифицировать местные защитные реакции организма, отвечающие на раздражающие действие холодового и ряда других гелиофизических факторов, низкоинтенсивного лазерного излучение. Российскими дальневосточными авторами впервые, были проведены эксперименты по изучению бронхоальвеолярного лаважа при комбинированном действии низкой температуры атмосферного воздуха,  низкоинтенсивного лазерного излучения, фармакологических препаратов на организм  экспериментальных животных (49,50,51,52).  Этими исследователями было установлено то, что при действии низких температур на теплокровный организм существенно изменяется содержание и жизнеспособность клеток бронхиального секрета и сурфактантного комплекса (68, 114). Корректность предложенной экспериментальной модели подтверждаются при гистологическом и биохимическом исследовании воздухоносных путей, респираторной части легких (98,230). В эксперименте,  с помощью пошагового дискриминантного анализа клеточного состава бронхоальвеолярной жидкости нами изучен механизм действия низкой температуры  на морфофункциональные параметры органов дыхания белых крыс: 

1) D= -7, 159*Тотальные макрофаги -15,614*Тотальный эпителий - 8,589*Тотальные нейтрофилы; вероятность различия выборок: p < 0,01; граничное значение дискриминантной функции - 7, 89, вероятность ошибочной классификации 10,56 %..

2) D= -71,41*Цитоз-0,965*Бpон.эп. вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: - 96,03, вероятность ошибочной классификации 8,27 %..

3) D= +2.110*% Лимфоцит; вероятность различия выборок: p > 0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 52, 13, вероятность ошибочной классификации 33,19 % 

4) D= +2.245*% Лимфоцит +25.638*% Двуядерных Макрофагов; вероятность различия выборок: p < 0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 94, 08, вероятность ошибочной классификации 26,2 %.

5) D= -22,64*%Макрофагов / % Лимфоцитов - 0,9991*% нейтрофилов; вероятность различие выборок р<0,05, граничное значение дискриминантный функций -  -0,65, 85; вероятность ошибочной классификации- 25%. 

6) D= 12,274*Цитоз макрофагов+0,219 % Макрофагов; вероятность различия выборок: p < 0,002, граничное значение дискриминантной функции: - 9, 98, вероятность ошибочной  классификации 3,8 %. 

7) D= -17.435*ИЦК+ 0.217*% Двуядерные макрофаги + 0.016*% Hейтpофилов; вероятность различия выборок: p < 0,001, граничное значение дискриминантной функции: - 0, 86, вероятность ошибочной классификации 2,26 %.

8) D= 7,7998*Цитоз макрофагов -15.113*ИДК; вероятность различия выборок: p< 0,001, граничное значение дискриминантной функции: - -10,07, вероятность ошибочной классификации 9,049 %.

Таким образом, в настоящее время представляет большую актуальность морфологическое изучение БАЛ  экспериментального животного реагирующего на действие холод,  с помощью современных фундаментальных нейроинформационных методов исследования клетки,  клинико-анатомическое обоснование полученных результатов. Нами были проведены две серии комплексных экспериментов на лабораторных животных  в целях изучения бронхоальвеолярного лаважа при комбинированном действии низкой температуры атмосферного воздуха,  низкоинтенсивного лазерного излучения, фармакологических препаратов на организм  экспериментальных животных.   В серии экспериментов было установлено, то что, при действии низких температур на теплокровный организм существенно изменяется содержание и жизнеспособность клеток бронхиального секрета и сурфактантного комплекса (49,114,297). Следовательно, амурские авторы  убедительно показали фундаментальную значимость цитологического и биохимического исследования БАЛ, в качестве   экспериментальной модели, которая позволяет изучать клеточно-дифферонные механизмы модуляции защитных рефлексов органов дыхания. Репрезентативность модели неоднократно нами подтверждалась (49,75, 78,323). Российские дальневосточные авторы подтверждают информативность  этого метода распознавания образов для цитоморфологии (49). Дискриминантный анализ вскрывает в эксперименте морфогенез антракоза вызванного бурым углем (184,188), отражает клеточные реакции амниотической жидкости при гестозах (216), показывает миграционную активность тучных клеток в легких (111). 

Данные литературы,  прежде всего электронно-микроскопические исследования, морфометрические  доказывают адекватность результатов пошагового дискриминантного анализа бронхоальвеолярной цитограммы, аэрогематического, мукоцилиарного барьера (78,79,226,450).
Другая цель нашего исследования заключалась в поиске наиболее информативных показателей клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа, способных отражать ведущие закономерности биологической активности низкоинтенсивного лазерного излучения. Так же установлено, что низкоинтенсивное лазерное излучение грудной клетки крыс существенно модулирует фармакологическую активность эмоксипина в отношении клеточного состава.  

Системный анализ бронхоальвеолярной цитограммы при низкоинтенсивном лазерном облучении легких крыс показал следующие зависимости:

1) D= -1,597*% Макрофагов: вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: - -93,77, вероятность ошибочной классификации 29,144 %. 

2) D=+6,997*Цитоз+11,536*Цитоз эпителия; вероятность различия выборок: p<0,02, граничное значение дискриминантной функции: -10,97; вероятность ошибочной классификации 20,21%.

3) D=-22,952*Инцл-0,099*% макрофагов вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: - -14,55; вероятность ошибочной классификации 8,062 %.

4) D=+2,954*% Бронхиальный эпителий +1,477*% Лимфоцит: вероятность различия выборок: p>0,05; граничное значение дискриминантной функции: - -56,92, вероятность ошибочной классификации 33,096 %.

5) D=+27,324*Цитоз лимфоцитов +39,592*Цитоз эпителия: вероятность различия выборок: p>0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 5,95, вероятность ошибочной классификации 30,23 %.

6) D=-0,194% Макрофагов-60,996*ИЦК: вероятность различий: р< 0,01, граничное значение дискриминантной функции: - 16,0, вероятность ошибочной классификации 15,195 %.

Результаты пошагового дискриминантного анализа клеточного состава БАЛ в случае комбинации холодового воздействия и лазерного облучения на животных: 

1) D=-25,239*Инцл+21,244*Цитоз лимфоцитов вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: - -6,18; вероятность ошибочной классификации 7,777 %.

2) D= -31.609*Инцл+4.020*Цитоз макрофагов; вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: - -8,64; вероятность ошибочной классификации 7,123 %.

3) D=+11,553* Цитоз нейтрофилов+17, 541*Цитоз эпителия+6.558* Цитоз макрофагов; вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 9,56; вероятность ошибочной классификации 23,235 %.

4) D=-0,424*%Лимфоцитов-3,39*%Двуядерных Макрофагов +0,131*% Hейтpофилов; вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: - -12,35; вероятность ошибочной классификации 21,058 %.

5) D = - 0, 679 * % Лимфоцитов + 46,507 * Цитоз лимфоцитов - 6, 798 *Цитоз Макрофагов вероятность различия выборок: p<0,02, граничное значение дискриминантной функции: - -14,5; вероятность ошибочной классификации 16,82 %.

С помощью дискриминантного анализа морфологических параметров клеток бронхоальвеолярного лаважа сравниваемых групп животных идентифицированы ведущие звенья клеточных реакций, на которые наиболее эффективно влияет комбинированное воздействие лазера и эмоксипина на течение адпатации животных к холодовому воздействию: 

1) D= -68.074*% Двуядерных макрофагов в 1 мл БАЛ, p < 0,01, граничное значение функции –71.87, вероятность ошибочной классификации; 19.6%; 

2) D= +0.418*% Hейтpофилов  +18.693* Концентрация макрофагов в 1 мл БАЛ, p < 0,05, граничное значение функции -11.53, вероятность ошибочной классификации 21.34%

Пошаговый дискриминантный анализ цитометрических показателей позволяет автоматически анализировать результаты цитометрических исследований. По этому, для описания данных цитометрии клеток   экспериментальных животных подвергнутых действию холода в течение 10 дней мы использовали уравнения пошагового дискриминантного анализа: 
1) D= +4.262*периметр лимфоцитов, вероятность различия выборок: p < 0,05, граничное значение дискриминантной функции: 66, 84, вероятность ошибочной классификации 26,742 %.; 2) D= +6.040*Ширина Макрофага, вероятность различия выборок: p < 0,01, граничное значение дискриминантной функции: - 33, 35, вероятность ошибочной классификации 21,29 %.; 3) D= +1.205*Периметр ядра Макрофагов-38.289*Ядерно/Цитоплазматическое отношение макрофагов; вероятность различия выборок: p< 0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 6,3; вероятность ошибочной классификации 24,547 %. 

Компьютерная морфометрия клеток легких крыс, облученных низкоэнергетическим лазером, объективизирует данные, полученные при светооптическом БАЛ экспериментальных животных. По этому, результаты клинического подтверждают экспериментального исследования.
При пошаговом дискриминантном анализе наиболее информативен морфометрический параметр реакции клеток на лазерное воздействие: D=-1,849*Длина макрофагов: вероятность различия выборок: p<0,05; граничное значение дискриминантной функции: - -20,45, вероятность ошибочной классификации 29,873 %.

При перекрестном действии экстремальных факторов внешней среды (холода) и лазера  чувствительность для сравниваемых групп нами установлена наибольшая информативность: 1) D=+14,362*Округлость Макрофага ядра; вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 10,24; вероятность ошибочной классификации 25,813 %.; 2) D=-9.586*Ширина Макрофагов вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: -50,52; вероятность ошибочной классификации 30,403 %.

Таким образом, морфометрические параметры клеток БАЛ статистически достоверно отражают ответ организма на биологическое воздействие факторов внешней среды на органы дыхания. Следовательно, данные цитометрии способны существенно объективизировать характерные для цитоморфологической картины БАЛ в клинике и эксперименте неспецифические признаки «повышенной готовности» к дестабилизации клеточных структур.

 Интегральный подход к анализу бронхоальвеолярной цитограммы, в комплексе с системной цитометрией клеток БАЛЖ существенно расширяет возможности морфологической оценки состояния органов дыхания, когда появляется необходимость изучения пластического обеспечения кинетических параметров течения компенсаторно-приспособительных и патологических процессов. При изучении ответа органов дыхания на действие низких температур в эксперименте мы обнаружили, что наиболее ценным признаком, различающим исследуемые выборки, является взаимосвязь между морфометрическими параметрами макрофагов и лимфоцитов: 

1) D=+5.856*Ширина Макрофага-4.098*Периметр лимфоцита вероятность различия выборок: p < 0,001, граничное значение дискриминантной функции: - 31,93, вероятность ошибочной классификации 1,232 %; 2) D=+3.135*Ширина Макрофага-5.443*Цитоз макрофагов-13,4*Цитоз эпителия-6,57 Цитоз Нейтрофилов вероятность различия выборок: p < 0,01, граничное значение дискриминантной функции: - 11,1, вероятность ошибочной классификации 4,4 %; 3) D=-2.844*Периметр Лимфоцитов-0.16*% Лимфоцитов-2,075*%Двуядерные макрофаги вероятность различия выборок: p < 0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 37,51, вероятность ошибочной классификации 20,72 %;

При морфометрическом исследовании объективизированы особенности строения макрофагов, обнаруженные в случае низкоинтенсивного лазерного облучения легких: 1) D=-3,720*Периметр лимфоцитов+0,335*% Бронхиальный эпителий: вероятность различия выборок: p < 0,01, граничное значение дискриминантной функции: - -57, 0, вероятность ошибочной классификации 9,866 %.; 2) D=-23.922*Инцл-1.203*Площадь лимфоцита: вероятность различия выборок: p <0,001, граничное значение дискриминантной функции: -27,42; вероятность ошибочной классификации 7,922 %.

Форма ядра существенно зависит от процентного содержания макрофагов, что является хорошим дифференцировочным признаком особенностей клеточного состава сравниваемых групп экспериментальных животных: D=-0,151*% Макpофагов-7,409*Эквивалентный радиус ядра макрофага; вероятность различия выборок: p<0,05; граничное значение дискриминантной функции: - -25,74, вероятность ошибочной классификации 25,04 %.

Его количественные характеристики тесно координированы с изменениями содержания клеток в БАЛ крыс, облученных лазером, что доказывается дискриминантным уравнением: D=-0,135*% Макрофагов -0,418*Площадь ядра макрофагов вероятность различия выборок: p<0,05; граничное значение дискриминантной функции: -18,27; вероятность ошибочной классификации 28,81 %.

Нами установлено, что в случае перекрестного действия лазерного излучения и низких температур на организм, существенную информативность приобретает результат объединения обоих показателей: D=+10,768*Округлость Макрофага ядра-0,591*Ширина Макрофагов; вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: -4,57; вероятность ошибочной классификации 23,944 % . Округлость ядра существенно зависит от тотального содержания макрофагов и индекса интенсивности цитолиза клеток, что является хорошим дифференцировочным признаком особенностей клеточного состава сравниваемых групп экспериментальных животных: 1) D= -24,204*Инцл+4,493*Цитоз макрофагов +86,324*Округлость Макрофага ядра; вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: 55,95; вероятность ошибочной классификации 1,193 % ; 2) D = -0, 284*Периметр лимфоцита -0,141 * % Макрофагов -1,578 * Мах.Длина Макрофага вероятность различия выборок: p<0,02, граничное значение дискриминантной функции: 45,95; вероятность ошибочной классификации 16,82 %.
Следовательно, морфометрические характеристики клеточных элементов служат числовым выражением взаимоотношений между строением клеток и цитологическим составом бронхоальвеолярного лаважа в случае лазерноего облучения легких экспериментальных животных. Поэтому можно использовать морфометрические параметры клеток как подход к анализу, причин изменения клеточного профиля БАЛ.

Значения основных морфометрических параметров макрофагов в этом эксперименте  представлены в таблицах №33, № 34, №35, № 36. Чувствительность этих количественных параметров макрофагальных клеток к комбинированному воздействию эмоксипина и низкинтенсивного лазерного излучения на течение адпатции к холоду подтверждается результатами дискриминантного анализа. Для сравниваемых групп нами установлена наибольшая информативность обоих показателей: 1) D=+1,419*Периметр Ядра Макрофага ядра; вероятность различия выборок: p<0,01, граничное значение дискриминантной функции: 24,71; вероятность ошибочной классификации 29,238 %; 2) D=+4.8*Ширина Макрофагов вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: 26,95; вероятность ошибочной классификации 29,485 %.

Низкоинтенсивное лазерное излучение грудной клетки крыс существенно модулирует фармакологическую активность эмоксипина в отношении клеточного состава, что подтверждается при сравнительном пошаговом дискриминантном анализе. Нами установлено, что в случае перекрестного действия лазерного излучения,  низких температур и эмоксипина на организм в условиях охлаждения  существенную информативность приобретает результат ассоциации следующих цитоморфологических показателей: D = - 59, 342* Компактность ядра макрофага - 0,358* Площадь Ядра Макрофага - 0,716 % Макрофагов / % Лимфоцитов  - 24, 726 * Цитоз нейтрофилов вероятность различия выборок: p<0,01, граничное значение дискриминантной функции: -6,57; вероятность ошибочной классификации 12,005 %.

Морфометрические характеристики  позволяют дифференцировать форму гибели клеток.  Результаты морфометрического исследования клеток БАЛ экспериментальных животных опубликованы ранее (50, 79, 80). Компьютерная морфометрия клеток  объективизирует данные, полученные при светооптическом БАЛ экспериментальных животных.  Мы доказали информативность компьютерной цитометрии структурных характеристик макрофагов и лимфоцитов, тучных клеток, содержащихся в бронхоальвеолярном лаваже в случае в экспериментального воздействии  мембранномодуляторов (50,79,80,110,111,112,113,230,232).   Установлено, что, морфометрические параметры клеток БАЛ статистически достоверно отражают ответ макрофагов, лимфоцитов  на низкотемпературное воздействие внешней среды на органы дыхания (232). В случае низкотемпературного воздействия внешней среды на органы отмечается уменьшение размеров макрофагов характерное для апоптоза. Полученные нами данные указывают на то, что действие инфракрасного лазерного излучения на организм направлены на клеточные механизмы защиты органов дыхания. Так же установлено, что низкоинтенсивное лазерное излучение грудной клетки крыс существенно модулирует фармакологическую активность эмоксипина в отношении клеточного состава БАЛ (49). В экспериментальных условиях мы обнаружили что, что морфометрические показатели размеров макрофагов уменьшаются при действии низких температур несколько увеличиваются при действии лазерного излучения в сравнении с контролем, лимфоциты ведут себя не специфически при различных режимах лазерного воздействия. 13 Конгресс Приполярной медицины показал, что в связи физико-географическими особенностями расположения азиатско-тихоокеанской части России, для нашей страны большую актуальность представляют исследования влияние холода на организм (207). В связи с гелио - физическими особенностями расположения России, в 70-90 годы большой группой Российских ученых была проведена фундаментальная работа, посвященная изучению терморегуляторной функции органов дыхания человека и других теплокровных (8,10,15,21,30,45,90,143,166, 185,195,245).  Установлено,  что воздухоносные пути и ацинус легкого  является мишенью для прямого раздражающего влияния низкой температуры окружающей среды  на гомойотермный организм, что способствует развитию заболеваний органов дыхания, в связи с чем, развивается гипоксическое состояние). 
Рядом авторов было обнаружено изменение дыхательной функции крови, активация перекисного окисления липидов клеточных мембран экспериментальных животных при воздействии низкой температуры окружающей среды (10,15,21,51,52,53,105,119,127,190,204,205). Это доказывает, что в экспериментальных условиях можно получить состояние альвеолярной гипоксии характерного для действия общего охлаждения  на организм человека. По данным Авцына А.П. Марачева А.Г.,  эритрон является удобной моделью для исследования циркумполярной гипоксии (8,10). Ранее нами, высказано предположение о том, что морфофункциональные  особенности эритроидного дифферона системы крови отвечают за модификацию защитно-приспособительных реакций организма находящегося   в холодовых условиях в эксперименте (64, 66,67). Рядом авторов обнаружена аллергическая реакция к холодовому воздействию внешней среды, что  подтверждает дифферонную теорию адаптации и дизадаптации организма к климатическим условиям Севера, Сибири и Дальнего востока России (157). Значительный интерес предъявляет изучение механизмов заменяющих естественный отбор в современной социальной среде. Представления П.Сорокина о  социальной стратификация и мобильности структур получили подтверждение в современных исследованиях  (146,196,414). Индивидуальные особенности элементов социальной системы определяют их мобильность в обществе. Полученные нами данные доказывают, что социокультурная стратификация общества, может играть роль механизма заменяющего естественный отбор в современной социальной среде. Это в свою очередь указывает на актуальность информационной характеристики социально-биологических систем, которая является подходом  к исследованию социальных представлений о структуре. В настоящее время эпителиальная ткань легких является мишенью для действия социальных факторов на организм человека. Складывается впечатление, что социальную функцию эпителиальной ткани в легких являются аэрогематический и мукоциллиарный барьеры в аспекте соц. цитологии. Продолжающиеся воздействие социальных факторов на организм человека, требует углубленного исследования процессов гистогенеза. На основании  полученных данных можно предположить, что пограничная функция эпителиальной ткани легких может исполнять роль модели описывающей популяционные механизмы социальных процессов. Изучение гистофизиологии мембран дифферонов эпителиальной ткани образующей дыхательную систему указывают на возможность существования социальной стратификации и мобильности клеточных популяций. Это в свою очередь отражает причины высокой организованности морфогенетических движений.  Положение нашего исследования подтверждают предположения о существовании социогенного апоптоза (192). В отличие, от работ социологов, исходя из результатов исследования, можно предположить, что личные качества клеточных популяций (например, их дестабилизация) биосреды, определяют их мобильность (миграцию клеток), что в свою очередь определяет расслоение биосистемы на классы (клеточный состав биосреды), в данном случае рассматривается ситуация когда описывается мобильность клеточных популяций. Следовательно,  клеточный состав эпителиальной ткани легких является моделью для фундаментального исследования и обоснования социальных закономерностей. В наших исследованиях обнаружены случаи проникновения клеточных популяций из одного класса в другой класс, которые напрямую связаны с дестабилизацией тканей. В свою очередь, структурная реорганизация эпителиальной ткани, развивающаяся в ответ на повреждающее действие окружающей среды, корреллирует  с миграцией дифферонов лейкоцитов в органы дыхания, где развивается процесс гибели клетки. Результаты нашего исследования полностью подтверждают современные представления, о механизмах структурно - химического обеспечения рефлекторного ответа легких на воздействие среды (52,98,129, 226). Известно, что "гибель" лейкоцитов способствует инициации воспаления в органах дыхания (151). Наряду с некрозом, авторами придается большая роль апаптозу нейтрофилов и эозинофилов, макрофагов, эпителиоцитов   как фактора заболевания легких (272,365,389) . Высокий уровень деструкции клеток в препаратах бронхоальвеолярного лаважа делают  изменения в клетке дегенеративного характера основным цитологическим симптомом, характеризующим структурно-биохимическую подоплеку клеточных реакций легкого. Адекватность этого вывода обнаруживается при дополнительном исследовании клеток содержащихся в БАЛ у экспериментальных животных, с помощью электронной микроскопии (70, 80, 234). 

Цитоцентрифугирование БАЛ важный подход к исследованию клеточного состава легких (424). Нами предложен способ, который позволяет совместить процесс цитоцентрифугирования суспензий клеток на твердые и гелеобразные поверхности, снижает механическое повреждение клеток, которое сопутствует центрифугированию.  Способ необходим для использования в целях клиника - лабораторной  диагностики заболеваний человека и экспериментальных исследований. Учитывая фундаментальное значение процессов некроза и апоптоза разработанный нами способ осаждения клеток применялось, в целях исследования клеток бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных. При электронно - микроскопическом исследовании для цитоморфологической картины БАЛ в клинике  и эксперименте характерны дестабилизация клеточных мембранных структур, которые указывают на развитие некротических изменений в клетках, которые влияют прямо или косвенно на проницаемость мембран и на клеточную энергетику. В ряде клеточных элементов содержащихся в БАЛ наблюдается фрагментация внутриклеточных структур характерная для апаптоза. В препаратах постоянно наблюдается распад клеток фрагментация. Цитоплазма разделена на ячейки мембранными структурами. Цитоплазматический матрикс отсутствует. 
Полученные при электронной микроскопии данные говорят о существовании очень тесных взаимоотношений между ядром и цитоплазмой клеток. При цитологическом исследовании БАЛ, обращает на себя внимание морфологические признаки  деструкции цитоплазматических структур, которые локализованы в ядерном аппарате клеток. В препаратах мазках бал постоянно наблюдаются процессы денуклеации ядер и кареорексиса в клетках,  результате чего появляются голые ядра. Отмечается сегментация ядра на фрагменты. Это в свою очередь указывает на развитие процессов апаптоза в клеточных элементах БАЛ ведущих к появлению голых ядер. 
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Рис.№5. Нейтрофильный гранулоцит. В цитоплазме содержатся микропузырьки. Цитоплазма нейтрофильного гранулоциты  насыщена первичными и вторичными гранулами. Первичные гранулы нейтрофила набухают. Пациент с бронхиальной астмой. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Увеличение*10000. 
В такой, ситуации отмечаются структурные проявления повышенной проницаемости ядерной мембраны, которая обусловлена существенным расширением ядерных пор. В составе расширенных ядерных пор дифференцируются округлые полые образования, которые мы расценили, как крупный поровый комплекс, который выбухает в цитоплазму (рис. №5). Способность к движению является основным функциональным свойством клеток содержащихся в БАЛ. В такой ситуации существенно, что механически деформируется ядро движущейся клетки. Поэтому с нашей точки зрения закономерно обнаружение скоплений компонентов цитоскелета ядра и цитоплазмы,  которые  отвечают за механическую целостность клеточных элементов.

На внутренней поверхности ядерной мембраны  прослеживается ядерная ламина и прикрепленный к ней периферический гетерохроматин (рис. № 6). В ядре лимфоцита отмечается выраженная гипертрофия ядерного
матрикса, которая представлена тем, что гетерохроматин организован в тонкую сеть контактирующий с периферическому  гететрохроматином, обнаружена так же пространственная организация хромосомного материала. 
В таком случае, сохраняется морфологическая связь хроматина связанного с ядрышком с периферическим  гетерохроматином (рис. № 7). В эозинофилах небольшие скопления мелкогранулярного материала хроматина сообщаясь друг с другом посредством нитчатых образований формируют  сетчатую структуру ядерного  вещества.
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Рис.№ 6.  Лимфоцит. Ядро неправильной формы.  Перенуклеарного пространство расширенно. Видны многочисленные расширенные поры. На внутренней стороне ядерной мембраны находится ядерная ламина. Пациент с бронхиальной астмой. Ультратонкий срез БАЛ. Увеличение *10000.
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Рис.№ 7. Лимфоцит. Ядро бобовидной формы. Связанный с ядрышковым материалом хроматин  организован в митотическую хромосому, которая в зоне вторичной перетяжки  содержит электронно-плотный материал.  Пациент с бронхиальной астмой. Ультратонкий срез БАЛ. Увеличение *10000.
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Рис.№ 8. Эозинофил.   Клетка содержит фрагмент сегментированного ядра. В составе ядерной мембраны имеется пора. Пациент с бронхиальной астмой. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Увеличение *10000.

Изменение ядерного матрикса этих эозинофильных лейкоцитов проявляется уплотнением белков ядерного матрикса и так же сопутствующим появлением пространственной ориентацией хроматина содержащегося в ядрах эозинофильных лейкоцитов (рис. № 8). Цитоплазма и ядро клеток бронхоальвеолярного лаважа способны к неспецифическому окрашиванию раствором азотнокислого серебра. В клетках отмечается существенная вариация размеров и числа окрашенных фибриллярных ядрышковых организаторов. В цитоплазме макрофагальных клеток  обнаруживаются грубые аргентофинные многочисленные включения. 
Учитывая значительное количество голых ядер в препаратах, БАЛ следует учитывать, что по данным литературы известно, что свободная ДНК содержит большое количество SH-групп, к которым  присоединяются молекулы актина, также высвобождающегося из разрушенных нейтрофильных лейкоцитов (376,465,466,478). Поэтому исследование цитоскелета клеток бронхоальвеолярного лаважа позволяет изучить механизмы  формирования вязкости бронхиального секрета имеющих большую роль в патогенезе заболеваний легких. По нашим данным, при ультраструктурном анализе клеток БАЛ осажденных на фибриновый сгусток  обнаруживаются скопления микротрубочек в цитоплазме  макрофагов и нейтрофилов, лимфоцитов (рис.№ 9).
В цитоплазме легочных макрофагов содержащихся в бронхоальвеолярном  лаваже пациентов с заболеваниями легких, рядом с ядром в области ядерной мембраны постоянно обнаруживаются скопления тонофибриллы и микрофиламенты. Гиперплазия и гипертрофия эпителия звено патогенеза в заболеваниях легких (18,156,239,314,362,395,436,442). 
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Рис.№ 9. Нейтрофил. Клетка поглощает фибриллярный материал микротрубочек. Экспериментальное животное (белая крыса). Ультратонкий срез клеток БАЛ осажденных на фибриновый сгусток. Электроннограмма увеличение *10000. 
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Рис.№ 10. Клетки бронхиального эпителия. Ядро содержит сильно конденсированный хроматин. Большинство органоидов разрушено. Цитоплазматический матрикс отсутствует. Цитоплазма вакуолизирована.  Экспериментальное животное (белая крыса). Ультратонкий срез клеток БАЛ. Увеличение *10000.
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Рис. № 11. Голые гипертрофированные  ядра клеток БАЛ. Пациент с хроническим обструктивным заболеванием легких. Мазок клеток БАЛ, окрашенный азотнокислым серебром. Увеличение *1000 
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Рис. № 12. Клетки цилиндрического эпителия бронхов. Базальные клетки контактируют с цилиндрическими эпителиоцитами. Пациент с бронхиальной астмой. Мазок клеток БАЛ. Увеличение *1000.

В свою очередь, десквамация бронхиального эпителия, также существенно влияет на бронхореактивность (91,250,262,272,279,290,334,339,373,383,394,410,484,515).

При глубоко зашедшей травме бронхиального эпителия возникает отчетливая тенденция к повышению содержания микроорганизмов в бронхоальвеолярном лаваже. При исследовании бронхиального эпителия в мазках бал обращает выраженные изменения строения этих клеток дистрофического и пролиферативного характера, которые сопряжены дегенеративными изменениями аксонемы и базального тельца. 
В эпителиальных клетках наблюдается выраженная вакуолизация цитоплазмы, которая происходит путем фрагментации (рис. № 10). 
При исследовании клеток цилиндрического эпителия обращает на себя внимание полиморфизм клеток этого дифферона, который, по-видимому, отражает гиперплазию и нарушение дифференцировки эпителиальной ткани органов (рис. № 12). Обращает на себя внимание, что появление симптома голых ядер и развития денуклеации клеток может, сопровождается проявлениями внутриклеточной гипертрофии и гиперплазии эпителиальных клеток. В ядрах гиперплазированных клеток бронхиального эпителия обнаруживается ядрышко. По этому, при появлении большого количества голых ядер происходящих из клеток цилиндрического многорядного эпителия, ядерный материал приобретают способность к окрашиванию 50% азотнокислым серебром (рис. № 11). 
В мазках бронхоальвеолярного лаважа наблюдаются скопления клеток, в которых альвеолоциты структурно контактируют альвеолярными макрофагами. Для альвеолоцитов характерно явления гиперплазии. Тканевая принадлежность альвеолоцитов подтверждается при электронной микроскопии. Гиперплазированые клетки 
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Рис. № 13. Клетки гиперплазированного альвеолярного эпителия и альвеолярный макрофаг.     Пациент с бронхиальной астмой. Окраска азотнокислым серебром. Мазок клеток БАЛ. Увеличение *1000. 

альвеолярного эпителия представлены округлым скоплением гиперхромных ядер (рис. № 13).
При электронной микроскопии, отмечается колесовидное расположение гетерохроматина   ядер альвеолоцитов первого типа,  содержащихся в препаратах бронхоальвеолярного лаважа (рис. № 17). 
Скопления альвеолярных клеток имеют выраженную аргентофинную окраску. Ядра альвеолоцитов наслаиваются друг на друга.  Цитоплазма и ядро клеток бронхоальвеолярного лаважа способны к неспецифическому окрашиванию раствором азотнокислого серебра. 
В клетках отмечается существенная вариация размеров и числа окрашенных фибриллярных ядрышковых организаторов. В цитоплазме макрофагальных клеток  обнаруживаются грубые аргентофинные многочисленные включения, что может быть обусловлено присутствием SH-групп. 
Результаты нашей работы полностью подтверждают, гипотезу академика Луценко М.Т., 1991, что присутствие бронхиального эпителия в бронхиальном секрете отражает десмоэпителиальные отношения в слизистой бронхов,  указывает на возможные структурно-химической механизмы влияния на локальные рефлекторные  реакции легких при действии на организм неблагоприятных факторов внешней среды (28). 
Данные цитометрии способны существенно объективизировать характерные для цитоморфологической картины БАЛ в клинике и эксперименте неспецифические признаки «повышенной готовности» к дестабилизации клеточных структур. 
Это в свою очередь, существенно уточняет результаты исследования парциальной бронхоальвеолярной цитограммы. 
Цитометрия бронхоальвеолярных смывов подтверждает высокую информативность морфометрических характеристик, показывающих взаимосвязь между ядром и цитоплазмой клеток бронхоальвеолярного лаваж. Совершенно очевидно, что изменение  механизмов структурного обеспечения процессов адпаптации вызано модификацией и реализацией информационно-регуляторной роли мембранных компартментов клеток органов дыхания (52,232). 
С помощью методов системной морфометрии, были идентифицированы и классифицированы секреторные клетки человеческих бронхиол (450). По данным амурских пульмонологов морфометрические характеристики, и показатели десквамации бронхиального эпителия  отражают эндокринные механизмы бронхиальной астмы (121).  Поэтому можно использовать морфометрические параметры клеток как подход к анализу, причин изменения клеточного профиля БАЛ (78,79). 
Нами обнаружено, что результаты морфометрического исследования наглядно характеризуют степень десквамации  эпителиальных клеток у пациентов с бронхиальной астмой  (БА).  При корреляционном анализе установлены, тесные прямые взаимоотношения между значениями морфометрических параметров и содержанием эпителиальных клеток (таблица № 14).
Таблица № 14
	Название параметра
	Коэффициент корреляции с % содержанием бронхиального эпителия

	Длина эпителиоцита
	+0,44 **

	Периметр эпителиоцита
	+0,29 *

	Площадь эпителиоцита
	+0,4 **

	Ширина эпителиоцита
	+0,35 **

	Длина ядра эпителиоцита
	+0,22

	Ширина ядра эпителиоцита
	+0,13

	Периметр ядра эпителиоцита
	+0,26

	Площадь ядра эпителиоцита
	+0,22


Статистическая достоверность корреляций между морфометрическими параметрами и парциальным содержанием эпителиальных клеток при БА

*p<0,05, **p<0,01 ,***p<0,001 показывает достоверность коэффициента корреляции.

Таблица № 15
Связь между показателями форм-факторами ядра и форм-факторами эпителиальной клетки БА 

	Показатели
	Квадратичность ядра 
	Эквивалентный радиус ядра
	Элонгация ядра 

	Компактность 
клетки
	-
	-
	-

	Эквивалентный 
радиус клетки
	-0,8 ***
	-
	-

	Округлость 
клетки
	-0,6 ***
	-
	-

	Длина 
клетки
	-0,57 **
	-
	-

	Я/Ц
	+0,7 ***
	+0,43 *
	-

	Возраст 
пациента
	-
	-
	+0,4 *


*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 показывает достоверность коэффициента корреляции.

  В отличие от морфометрических показателей цитоплазмы, морфометрические параметры ядра слабо коррелируют с десквамацией бронхиального эпителия. Обнаруженные при цитоморфологическом исследовании признаки дисплазии бронхиального эпителия косвенно указывают на то, что отторжению от базальной мембраны подвергаются видоизмененные клетки. Достоверно значителен коэффициент корреляции, в случае исследования взаимоотношений между параметрами, отражающих форму ядра, и параметрами, характеризующими форму клетки.  Отмеченные параметры формы, описывают фигуру, которую можно вписать в биологическую структуру. В связи, с чем мы предположили, что форм-факторы являются параметрами, дополнительно характеризующими ядерно-цитоплазматический индекс. Предположение подтвердилось при корреляционном исследовании (таблица № 15). 

С помощью методов системной морфометрии, были идентифицированы и классифицированы секреторные клетки человеческих бронхиол (450). Взаимоотношения между клеточным составом и строением клеток можно объективизировать методами компьютерной морфометрии и системного анализа (173, 182). Морфометрические критерии отражают морфофункциональные статус иммунокомпетентных клеток при заболеваниях легких (33,176). Поэтому можно использовать морфометрические параметры клеток как подход к анализу, причин изменения клеточного профиля БАЛ (79,84, 232).   Гетерогенность состава и полиморфизма строения макрофагальных клеток отражают особенности структурного гомеостаза легких. Модуляция функции макрофагов являются важнейшим механизмом патогенеза развития заболеваний легких и одновременно маркером некроза. При морфометрической характеристике клеток БАЛ у экспериментальных животных и у пациентов с БА в препаратах мы обнаруживаем малые, средние,  большие макрофаги (75,76,79). Наши данные подтверждают данные других авторов, которые оценивали цитофизиологические и стереологические характеристики макрофагов обнаружили субпопуляции этого вида клеток в легких (86,156, 309,315,322,369,402,403,419,430,471,523) оценивали морфометрические показатели легочных макрофагов в препаратах БАЛ.  
При корреляционном исследовании установлена положительная взаимосвязь между площадными и линейными параметрами ядра и цитоплазмы мононуклеарных фагоцитов (таблица № 16).
Таблица № 16 

Корреляционный анализ взаимоотношений между морфометрическими параметрами ядра и цитоплазмы макрофагов.

	Параметр
	Длина ядра 
	Ширина ядра 
	Площадь ядра

	Я/Ц отношение 
	+0,58 **
	+0,08  
	+0,51*

	Длина макрофага
	+0,64 **
	+0,68 **
	+0,7 ***

	Ширина макрофага
	+0,52* 
	+0,42 
	+0,5 **

	Периметр макрофага
	+0,31
	+0,36
	+0,3

	Площадь макрофага
	+0,66** 
	+0,7*** 
	+0,8 ***


*p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001 показывает достоверность коэффициента корреляции.

Таблица № 17
Связь между морфометрическими параметрами ядра и цитоплазмы макрофагов у пациентов с БА.

	Параметр
	Компактность

ядра
	Эквивалентный радиус ядра

	Периметр клетки
	+0,1  
	+0,7 ***

	Площадь клетки
	+0,58 **
	+0,01

	Длина клетки
	+0,54 **
	+0,59 **

	Ширина клетки
	+0,24 
	+0,39 

	Я/Ц
	+0,3
	+0,6 *


*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 показывает достоверность коэффициента корреляции.

При корреляционном анализе морфометрических показателей складывается впечатление, что ядро несколько опережает цитоплазму в пластическом обеспечении реакции клетки на изменение окружающей среды. На что, указывает то, что Я/Ц индекс преимущественно связан с количественными параметрами, характеризующими ядерный аппарат, при этом коэффициент корреляции является слабоположительным (таблица № 17). В  тоже время отсутствует достоверный коэффициент корреляции между индексом Я/Ц соотношения и морфометрическими показателями цитоплазмы.
Между форм-факторами ядра и цитометрическими характеристиками цитоплазмы существуют статистически достоверные взаимоотношения (таблица № 18, таблица № 19).  Следовательно, форм-факторы, описывающие конфигурацию ядра, дублируют значение ядерно-цитоплазматического индекса. Среди показателей формы выделяется эквивалентный радиус ядра, который напрямую коррелирует с ядерно-цитоплазматическим индексом и площадными параметрами цитоплазмы.  Эквивалентный радиус клетки в свою очередь тесно связан с числовыми значениями ядра. Такими же свойствами, обладают элонгация клетки, квадратичность клетки. Можно даже утверждать, что они уточняют его морфологическую целесообразность, учитывая важную роль ядерной мембраны в придании формы ядра. Это подтверждается тем, что существуют дополнительных механизмов обеспечивающих активный обмен веществом между ядром и цитоплазмой, представленные, так называемыми называемых ядерными карманами.  
На высокую информационно-диагностическую значимость форм-факторов, описывающих строения ядра, указывают значения индекса корреляции между содержанием бронхиального эпителия, эозинофилов и элонгацией ядра, округлостью ядра (таблица № 20).

Таким образом при корреляционном исследовании альвеолярных макрофагов больных БА наличествует слабовыраженный коэффициент корреляции между морфометрическими показателями ядра и индексом Я/Ц соотношения, при отсутствии достоверного коэффициента корреляции  между индексом Я/Ц соотношения и морфометрическими показателями цитоплазмы.
Таблица № 18
Связь между показателями форм-факторами ядра и форм-факторами цитоплазмы макрофагов у пациентов с БА.

	Параметр
	Компактность ядра
	Округлость

 ядра
	Эквивалентный радиус ядра

	Элонгация клетки
	+0,58 **
	+0,27 
	+0,44 

	Компактность клетки
	-0,12 0,05
	-0, 33 
	-0,41 

	Квадратичность клетки
	+0,63***
	+0,23  
	+0,41 

	Округлость клетки
	+0,28 
	+0,29 
	+0,33 

	Эквивалентный радиус клетки
	+0,6  ***
	+0,47 *
	+0,61 **


*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 показывает достоверность коэффициента корреляции.

Таблица № 19
Связь между форм-факторами цитоплазмы и морфометрическими параметрами ядра макрофагов у пациентов с БА.

	Параметр
	Элонгация

клетки
	Квадра-

тичность 

клетки 
	Эквивалентный радиус клетки

	Периметр ядра
	-0,01 
	0,0 
	-0,12


	Площадь ядра
	+0,47 *
	-0,47 *
	+0,51 *

	Длина ядра
	+0,39 
	+0,4 *
	+0,58 **

	Ширина ядра
	+0,53 *
	+0,54 *
	-0,08 


*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 показывает достоверность различий между группами.

Таблица № 20
Связь между показателями форм-факторами ядра макрофагов и параметрами клеточного состава БАЛ у пациентов с БА.

	Параметр
	Элонгация 

ядра 
	Округлость ядра

	% Макрофагов
	-0,3 
	-0,23 

	% Лимфоцитов
	+0,28 
	+0,23 

	% Нейтрофилов
	-0,04 
	-0,1 

	% эозинофилов
	-0,02 5
	-0,5 *

	% Бр. эпителия
	-0,5 *
	+0,5 *


*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 показывает достоверность коэффициента корреляции.

[image: image15.jpg]



Рис.№ 14. Дегенеративно измененный макрофаг.  В цитоплазме находятся капли нейтральных липидов. По периферии клетки обнаруживаются вакуоли. Пациент с бронхиальной астмой. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Увеличение *10000.
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Рис.№ 15. Дегенеративно измененный макрофаг,  капли нейтральных липидов. Пациент с бронхиальной астмой. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Увеличение *10000. 

Обнаруженные нами морфометрические особенности организации макрофагов подтверждены при ультраструктурном исследовании клеток.

Ультраструктурный анализ показал значительную гетерогенность популяций  макрофагов содержащихся в легких людей больных заболеваниями органов дыхания и в легких белых крыс. На основании морфологической классификации легочных  макрофагов указанных Непомнящих Г.И. (157) мы выделили наличие пяти основных форм альвеолярных макрофагов содержащихся в бронхоальвеолярном лаваже. Пятая форма характеризуются  признаками дегенерации ядра и цитоплазмы. Для дегенеративно измененных макрофагов, характерна высокая электронная плотность цитоплазматического матрикса (156).  При цитоморфологическом исследовании нами впервые органов дыхания нами отмечается, что  модификация ядерной мембраны, её компонентов и производных клеток легких в БАЛ является морфобиохимической основой для корреляций между числовыми значениями клеток бронхоальвеолярного лаважа, которые  характеризуют миграционные и пролиферативные процессы клеток в эпителиальной ткани легких у пациента ХОБЛ и БА. Учитывая фундаментальное значение метаболизма холестерина, стероидных гормонов, каротинов его производных в клетке для развития патологии легких обращает на себя внимание ультраструктура включений нейтральных липидов в клетке.

В макрофагальных клетках, содержащихся в БАЛЖ пациентов БА и ХОБЛ обнаруживаются включения нейтральных липидов. Липидные включения часто расположены возле ядра (рис. № 14,15). Характер полученных нами данных позволяют предположить, что появление включений липидной природы характеризует начальные этапы деградации клетки.  
В данном случае обнаруживается частичная фрагментация наружной цитоплазматической мембраны. Вдоль наружного края клетки расположены немногочисленные вакуоли. Формирование, вакуолей  может приводить к распаду цитоплазмы. Это завершается прямым отшнуровыванием от клетки участков цитозоля. В связи, с чем обращает на себя внимание выраженная фрагментация ядра (рис. №16).
В цитоплазме обнаруживаются слоистые мембранные структуры образующими остаточные тельца  лизосом.  
Учение  о диффероне имеет практическое значения для современных методов лечения с помощью  квантовой терапии (лучевые методы лечения) пролиферативных процессов. Нами изучены, дифферонные механизмы структурного обеспечения  дыхательной функции организма в случае адаптации экспериментальных животных к сочетанному холодовому,  электромагнитному, структурно-химическому  воздействию среды  (68, 69, 70,71,72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79,82). Одним из эффектов лазерного поражения клетки является вакуолизация цитоплазмы, связанная с нарушением проницаемости клеточной оболочки  за счет инактивации преимущественно (а-каналов, внутриклеточных мембран (100). Выраженная вакуолизация  внутриклеточных структур клеток БАЛ развивается при действии неблагоприятных факторов на организм экспериментальных животных. 
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Рис.№ 16. Дегенеративно измененые клетка (макрофаг).  В цитоплазме находятся капли нейтральных липидов. По переферии клетки обнаруживаются вакуоли. Пациент с бронхиальной астмой. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Увеличение *10000.
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Рис. № 17. Альвеолоциты осажденные на гель агара. Пациент с бронхиальной астмой. Ультратонкий срез клеток БАЛ Увеличение *10000.

При электронной микроскопии подтверждается адекватность результатов системного анализа клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа больных, которые получали лазерную терапию. При низкоинтенсивном лазерном облучении клеток легких пациентов с БА, в препаратах БАЛ так же обнаруживаются признаки вакуолизации цитоплазмы легочных макрофагов. Это в свою очередь напрямую связано с изменением строения основных мембранных компартментов клеток.
В цитоплазме содержится большое количество полостей, по-видимому, вакуолей. Они расположены преимущественно на периферии цитоплазмы. В такой ситуации происходит разрушение наружных участков цитоплазмы клетки путем фрагментации (рис. №18,19). 

При воздействии низко-интенсивного лазерного излучения и постоянного магнитного поля в условиях in vitro,  in vivo на организм белых крыс отмечается вакуолизация и фрагментация цитоплазмы клеток бронхоальвеолярного лаважа. В исследованиях, проведенных в условиях in vitro, мы получили доказательства прямого воздействия лазерного излучения на ядерный аппарат клеток иммунной системы (490).
При ультраструктурном исследовании макрофагов, содержащихся в облученной бронхолаважной жидкости, обнаруживаются количественные изменения, происходящие в ядерном веществе. Полученная нами картина ультраструктурных преобразований  макрофагов бронхоальвеолярного лаважа, позволяет говорить о чувствительности к лазерному излучению ядра этих клеток. Позднее нами было установлено,  что облучение лазером условиях ин витро краткосрочной культуры клеток БАЛ полученного из легких экспериментальных животных и пациентов БА  приводит к повышению индексов деструкции клеток, что характеризует гибель клеточных элементов (494). Характерными признаками апоптоза, позволяющими отличить его от некроза, являются: переход фосфатидилсерина из внутреннего монослоя цитоплазматической мембраны в наружный монослой путем флип-флоп, выход цитохрома С из межмембранного пространства митохондрий в цитоплазму, активация цистеиновых протеиназ (каспаз), образование активных форм кислорода, сморщивание (blebbing) цитоплазматической мембраны, уменьшение объёма клетки, разрывы нитей ядерной ДНК в межнуклеосомальных участках, конденсация хроматина по периферии ядра, последующий распад ядра на части, фрагментация клеток на везикулы с внутриклеточным содержимым — апоптотические тельца.
Структурные механизмы апоптоза, обнаруженные в нашем исследовании несколько отличаются от классического описания этого вида гибели клеток. В отличие не явления полного распада клетки. Отсутствует оксифилия цитоплазмы ( 236). 

Складывается впечатление, что   электромагнитное поле способно модулировать некротические изменения в клетках БАЛ, это в свою очередь указывает, что  фотобиологическую и магнитобиологическую реакции  эпителиев органов дыхания направлена на коррекцию недыхательных функций легких. Обнаружено новое свойство биологических жидкостей - структурная альтерация биосред, которая отражает ЛЖК квазикристалические биоструктур и биосред. По мнению ряда авторов, магнитное поле и лазерное излучение существенно меняют квазикристаллические свойства воды являющейся средой для всех биологических жидкостей организма (6,7,8,13). 
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Рис.№ 18. Альвеолярный макрофаг. Цитоплазма содержит вакуоли. Пациент бронхиальной астмой. Лазерная терапия.  Ультратонкий срез клеток БАЛ.  Увеличение *10000. 
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Рис.№ 19. Макрофагальная клетка легких. На периферии  цитоплазмы отмечается выраженная вакуолизация.  Пациент с бронхиальной астмой. Лазерная терапия. Ультратонкий срез клеток БАЛ.  Увеличение *10000. 
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Рис. № 20. Ядрышковый организатор клеток легких .     Пациент с бронхиальной астмой. Окраска азотнокислым серебром. Мазок клеток БАЛ. Увеличение *1000. 

Кристаллографическая характеристика бронхоальвеолярного лаважа, указывает на возможное  влияние постоянного магнитного поля на квазикристалические свойства воды. Поэтому интенсивную вакуолизацию цитоплазмы клеток бронхоальвеолярного лаважа, обусловленную расширением эндоплазматической сети, мы расценили как, морфофункциональный эквивалент воздействия постоянного магнитного поля и лазерного излучения  на структурную альтерацию ЛЖК биосред, которую в свою очередь  можно рассматривать как пусковой механизм гибели клеток. Следовательно, цитоморфологическая характеристика дыхательной функции организма и не дыхательной функции легких, является ведущим морфологическим подходом к исследованию социально-структурных механизмов определяющих процессы адаптации и дизадаптации дыхательной функции организма к воздействию окружающей среды. 

Нами впервые при системном анализе клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа, обнаружено, что морфофункциональные характеристики легочных макрофагов являются наиболее информативным моделью для изучения воздействия лазерного излучения на организм в экспериментальных условиях и лазерной терапии бронхиальной астмы. Полученные нами данные указывают на информативность цитологической характеристики макрофагов и лимфоцитов  как показателей некроза клеток в случае заболеваний легких и низко-интенсивном лазерном облучения органов дыхания. Основные положения теории о биологической информации и закон больших чисел постулируют необходимость системного анализа результатов цитоморфологического исследования в целях грамотного планирования научно - исследовательской работы. Не смотря на блестящие научные работы Леблона,  Джилберта и Лайты остается непонятным фундаментальное значение интегральной характеристики профиля клеточных популяций органов и тканей для современной морфологии. В свою очередь известно, что предадаптация дыхательной системы формируется на молекулярно - клеточном уровне как в случае воздействия биологических факторов, так и социальных факторов на организм человека. С нашей точки зрения фундаментальное  значение интегральной характеристики клеточных популяций БАЛЖ при воздействии слабого электромагнитного поля на организм для современной морфологии представлено следующим: 

1. Интегральная характеристика клеточных популяций БАЛЖ исполняет роль модели для изучения влияния естественного отбора на формирование антропоморфозов. 

2. Интегральная характеристика состава клеточных популяций  БАЛ отражает механизм фиксации воздействия слабого электромагнитного поля на организм 

3. Интегральная характеристика клеточных популяций БАЛ является моделью хронических заболеваний легких
Характер полученные нами при информационно-морфологической характеристика органов, тканей и клеток, дыхательной системы данных, укладывается в картину адаптационного синдрома, который заканчивается фазой истощения. Учитывая эффективность медикаментозной, фотобиологической коррекции адаптационного синдрома, и заболеваний легких, появляется интерес  исследования цитологических характеристик в качестве  медикобиологических маркеров социальной адаптации. С нашей точки зрения этот интерес оправдан, поскольку комплекс предадпатаций (антропоморфоз) является морфологической основой для социального поведения человека. В методическом руководстве «Руководство по морфологии клеток бронхоальвеолярного лаважа (на правах методического руководства).- (АГМА., Благовещенск, 2004) изданом в виде монографии изложена идея, что при пошаговом дискримантном анализе прогнозируется приобретение ненаследуемого режима адаптации человека и животных к действию неблагоприятных факторов функционирует по принципу стохастических нейронных сетей, что происходит путем  неаследуемой селекции    клеточно-тканевых приобретенных реакций. При этом следует учитывать специфику результататов нейроиноформационного анализа биосред легких, как подхода для математического исследования нервной ситсемы. Причем в  Благовещенске и в Самарканде эта идея оформилась в виде научного направления, целый ряд авторов подтверждает актуальность этого морфологического направления в аспекте нейроинформационной (Целуйко С.С. 1991, Проваторов Г.В. Новиков В.Д. ,1996, Зиновьев С.В. 1997, Прокопенко А.В. 1997, Зиновьев С.В., Целуйко С.С. и др. 1998, Доровских В.А. и др. 1999, Целуйко С.С., Красавина Н.П., и др. 2000, Савинова Т.А. и др.2000, Хамула Н.М и др., 1999 г., Шамсиев А.М., и др.,2002 г.) Нельзя исключать, что приобретение неаследуемого режима адаптации на молекулярном уровне человекапроисходит вовпреки социальной адаптации.
5. Выводы:
1.  В бронхоальвеолярном лаваже пациентов с заболеваниями легких присутствуют следующие клеточные элементы: клетки бронхиального эпителия, альвеолярного эпителия, макрофаги, лимфоциты, нейтрофильные лейкоциты, эозинофильные лейкоциты.

2. При повторном исследование лаважа  пациентов  получавших  ингаляции тайледа в сочетании с квантовой терапией: уровень эозинофилов, нейтрофилов уменьшается, процент макрофагов и лимфоцитов возрастает, десквамация эпителия  остается на прежнем уровне.

3. При электронной микроскопии обнаруживается, что признаки некроза в случае  разделение вакуолизированой цитоплазмы клеток БАЛ  на фрагменты.
А) При электронно - микроскопическом исследовании для цитоморфологической картины БАЛ в клинике  и эксперименте характерны неспецифические признаки «повышенной готовности», которые  структурно представлены дестабилизацией клеточных мембранных структур, которые указывают на развитие некротических изменений в клетках. 
Б) В препаратах постоянно наблюдается распад клеток в результате фрагментации цитоплазмы. 

В) В такой ситуации отмечается структурные проявления повышенной проницаемости ядерной мембраны, которая обусловлена существенным расширением ядерных пор. В составе расширенных ядерных пор дифференцируется округлые полые образования, которые можно расценить как крупный поровый комплекс, который выбухает в цитоплазму. 

Г) Обнаруживается пространственная организация хромосомного материала в клетках.  В таком случае сохраняется морфологическая связь связанного с ядрышком  периферического  гетерохроматина.  Изменение ядерного матрикса эозинофильных лейкоцитов проявляется уплотнением белков ядерного матрикса в  эозинофильных лейкоцитов. 

Д) В препаратах мазках бал постоянно наблюдаются процессы денуклеации ядер и кареорексиса в клетках,  результате чего появляются голые ядра.  Отмечается сегментация ядра на фрагменты.

4. Предложенная полезная модель позволяет совместить процесс цитоцентрифугирования суспензий клеток на твердые и гелеобразные поверхности, снижает механическое повреждение клеток, которое сопутствует центрифугированию.  
5. Негауссовый характер  цитологических характеристик БАЛ, обусловлен «физиологическими» причинами которые вызваны особенностями реактивности слизистой оболочки дыхательных путей и респираторного отдела легких. Одной из ведущих проявлений негауссового характер  цитологических характеристик БАЛ это гетерогенность клеток проникающих на поверхность органов дыхания. Это подтверждается при морфометрии
6. Ультраструктурный анализ показал наличие пяти основных форм альвеолярных макрофагов содержащихся в бронхоальвеолярном лаваже.
7. Для альвеолоцитов характерно явления гиперплазии. Для ядра альвеолоцитов содержащихся в бронхоальвьеолрном лаваже характерно колесовидное расположение гетерохроматина. Гиперплазированые клеток альвеолярного эпителия представлены скоплением гиперхромных ядер. 

8. В макрофагальных клетках, содержащихся в БАЛЖ пациентов БА и ХОБЛ обнаруживаются включения нейтральных липидов. Липидные включения часто расположены возле ядра. Характер полученных нами данные позволяют предположить, что появление включений липидной природы характеризует начальные этапы деградации клетки.  В данном случае обнаруживается частичная фрагментация наружной цитоплазматической мембраны. 

9. В цитоплазме легочных макрофагов содержащихся в бронхоальвеолярном  лаваже пациентов с заболеваниями легких, рядом с ядром в области ядерной мембраны постоянно обнаруживаются скопления тонофибриллы и микрофиламенты. 

10. При корреляционном исследовании установлена положительная взаимосвязь между площадными и линейными параметрами ядра и цитоплазмы мононуклеарных фагоцитов. Между форм-факторами ядра и цитометрическими характеристиками цитоплазмы, содержанием бронхиального эпителия, эозинофилов и элонгацией ядра существуют статистически достоверные взаимоотношения.  
11. При корреляционном исследовании альвеолярных макрофагов больных БА наличествует слабовыраженный коэффициент корреляции между морфометрическими показателями ядра и индексом Я/Ц соотношения, при отсутствии достоверного коэффициента корреляции  между индексом Я/Ц соотношения и морфометрическими показателями цитоплазмы. 
12. Между форм-факторами ядра и цитометрическими характеристиками цитоплазмы легочных макрофагов, содержанием бронхиального эпителия, эозинофилов легких людей с БА и элонгацией ядра существуют статистически достоверные взаимоотношения.  

13.  Нами с помощью дискриминантного анализа бронхоальвеолярного лаважа получено множество морфологических эквивалентов функции. 

 Интегральный критерий, надежно характеризующий особенности клеточного состава в этих группах пациентов является процентное содержание лимфоцитов 

А) Информационно значимый морфологический критерий отличия комбинированной БА от ХОБ являются нейтрофильные гранулоциты: 
Б) Интегральный показатель, суммирующий соотношение нейтрофилов, лимфоцитов и макрофагов наиболее точно разделяет клеточный состав ХОБ и эндогенной бронхиальной астмы.
В) При системном анализе бронхоальвеолярной цитограммы обнаруживается высокая диагностическая значимость парциального содержания макрофагальных элементов в бронхоальвеолярном лаваже.

Г) С помощью пошагового дискриминантного анализа клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа, мы получили  уравнения, объективно свидетельствующие о том, что координированная реакция макрофагов и лимфоцитов, является высоко - информативным показателем действия лазерного излучения на организм.
14.  При исследовании бронхиального эпителия в мазках БАЛ обращает на себя выраженные изменения строения этих клеток дистрофического и пролиферативного характера, тельца Креола 

15.  Нами обнаружено, что результаты морфометрического исследования наглядно характеризуют степень десквамации  эпителиальных клеток у пациентов с бронхиальной астмой.  Форм-факторы являются параметрами, дополнительно характеризующими ядерно-цитоплазматический индекс. 

16. При ХОБЛ отмечается высокая теснота отрицательной корреляции парциального содержания нейтрофильных лейкоцитов  со значениями парциального содержания альвеолярных макрофагов и бронхиального эпителия. При бронхиальной астме, наибольшим количеством корреляций обладают макрофаги и эозинофильные лейкоциты.  Бронхиальный эпителий занимают второе место по количеству взаимосвязей. Наиболее бедны корреляциями нейтрофилы и лимфоциты. 
17. ИЦК количественно оценивающий интенсивность цитолиза еще более тесно связан с содержанием двуядерных макрофагов в легких, что закреплено статистически значимым коэффициентом корреляции +0,69, р<0,01. В такой ситуации достойна внимания позитивная связь между процентным содержанием эозинофилов и макрофагов +0,54, р<0,05.  
18.  При низкоинтенсивном лазерном облучении клеток легких в препаратах БАЛ обнаруживаются признаки вакуолизации и фрагментации цитоплазмы легочных макрофагов. 

Глава 6. ПРИЛОЖЕНИЕ 

Таблицы

Таблица № 21
Цитометрические показатели легочных макрофагов экспериментальных животных 

	.Название показателя
	1 группа

Животных
	 2 группы

животных

	 Периметр в мкм
	30,96+1,64
	35,58+2,03

	 Площадь в мкм2
	57,53+5,24
	86,32+1,55*

	 Макс. Длина в мкм
	10,11+0,43
	12,01+ 0,7*

	 Мин. Длина в мкм
	5,95+0,24
	6,83+0,42*


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица 22
Кариоцитометрические показатели макрофагов.

экспериментальных животных 

	Название показателя
	1 группа 

животных
	2 группы 

животных

	 Периметр в мкм
	19,36+0,98
	21,59+0,77

	 Площадь в мкм2
	21,65+1,99
	27,89+2,08

	Макс. длина в мкм
	6,79+0,33
	7,6+0,33

	Мин. Длина в мкм
	3,68+0,15
	4,12+0,17

	 Я/Ц отношение.
	0,38+0,01
	0,34+0,03* F


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 23
Цитометрические показатели лимфоцитов экспериментальных животных 

	.Название показателя
	1 группа

животных
	2 группа 

животных

	 Периметр мкм
	15,2+0,25
	16,43+0,4*

	Площадь мкм2
	14, 39+0,64
	15,86+0,58

	Макс. Длина мкм
	5,21+0,1
	5,73+0,22

	Мин. Длина мкм
	2,97+0,1
	3,25+0,14


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 24 

Кариоцитометрические показатели лимфоцитов экспериментальных животных 

	 Название показателя
	1 группа 
животных
	2 группа 
животных

	Периметр ядра мкм
	13,86+0,53
	14,44+0,54

	Площадь ядра мкм2
	11,2+0,98
	12,69+0,78

	Макс. длина ядра в мкм
	4,7 + 0,18
	5,05 + 0,19

	Мин. Длина ядра в мкм 
	2,73+0,1
	2,94+0,13

	Я- Ц отношение.
	0,77+ 0,55
	0,72 + 0,06


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 25
Цитометрические показатели лимфоцитов.
	Название показателя
	1группа 
животных
	3 группа животных 

	 Периметр мкм
	15,2+0,25
	16,16 + 0,25*

	Площадь мкм2
	14, 39+ 0,64
	16,38 + 0,44*

	Максимальная 

длина мкм
	5,21+0,1
	5,57 + 0,11*

	Минимальная 

длина мкм
	2,97+0,1
	3,13 + 0,09


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 26 

Кариоцитометрические показатели лимфоцитов. 

	Название показателя
	1 группа 
животных 
	3 группа 
животных 

	Периметр 

ядра мкм
	13,86+0,53
	14,06 + 0,4

	Площадь 

ядра мкм2
	11, 2 +  0,98
	11,77 + 0,78

	Максимальная длина 

ядра  в мкм
	4,7 + 0,18
	4,84 + 0,13

	Минимальная длина 

ядра в мкм 
	2,73 + 0,1
	2,86 + 0,09

	Я. – Ц. отношение.
	0,77+ 0,55
	0,72 + 0,06


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами, F - F критерий Фишера. 

Таблица № 27
Цитометрические показатели макрофагов.

	Название показателя
	1 группа 
животных
	3 группа 
животных 

	 Периметр мкм
	30,96 + 1,64
	25,59 + 0,74*

	 Площадь мкм2
	57, 53 + 5,24
	40,17 + 1,98*

	Максимальная длина

в мкм
	10,11 + 0,43
	8,48 + 0,29**

	 Минимальная длина 

в мкм
	5,95 + 0,24
	5,04 + 0,1


* p< 0,05,  ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 28 

Кариоцитометрические показатели макрофагов. 

	Название показателя
	1 группа 
животных
	3 группа 
животных

	Периметр в мкм
	19,36 + 0,98
	16,29 + 1,49

	Площадь в мкм2
	21, 65 +  1,99
	16,97 + 2,68

	Максимальная длина  в мкм
	6,79 +  0,33
	5,92 + 0,52

	Минимальная длина в мкм
	3,68 + 0,15
	3,3 + 0,18

	Я.-Ц. отношение
	0,38+ 0,01
	0,42 + 0,05* F


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица №29
Цитометрические показатели макрофагов экспериментальных животных. 

	Название показателя
	3 группа 

животных
	4 группа 
животных

	Периметр в мкм
	25,59+0,74
	26,93+0,92

	Площадь в мкм2
	40,17+1,98
	45,87+3,35

	Макс. Длина в мкм
	8,48+0,28
	8,99+0,36

	Мин. Длина в мкм
	5,09+0,1
	5,45+0,12*


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 30 

Кариоцитометрические показатели макрофагов экспериментальных животных. 

	Название показателя
	3 группа 

животных
	4 группа

животных

	 Периметр ядра в мкм
	16,29+1,49
	17,69+0,89

	 Площадь ядра в мкм2
	16,97+2,6
	18,35+1,63

	 Макс. длина ядра в мкм
	5,92+0,52
	6,34+0,28

	 Мин. Длина ядра в мкм
	3,3+0,18
	3,55+0,17

	 Я -Ц отношение.
	0,38+0,05
	0,4+0,04


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица.№ 31
Цитометрические показатели лимфоцитов экспериментальных животных 

.
	Название показателя
	3 группа

животных
	4 группа

Животных

	 Периметр мкм
	16,16+0,25
	14,52+0,62*

	Площадь мкм2
	16,38+0,44
	13, 26+ 0,99*

	Макс. Длина мкм
	5,57+0,11
	5,05+0,23

	Мин. Длина мкм
	3,13 + 0,09
	3,01+0,12


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 32 

Кариоцитометрические показатели лимфоцитов экспериментальных животных 

. 

	Название показателя
	3 группа

животных
	4 группа

животных

	Периметр ядра мкм
	14,06 + 0,4
	13,28+0,54

	Площадь ядра мкм2
	11,77+0,78
	11,08+0,87

	Макс. длина ядра в мкм
	4,84 + 0,13
	4,64 + 0,16

	Мин. Длина ядра в мкм 
	2,86 + 0,09
	2,77 + 0,09

	Я - Ц отношение.
	0,72 + 0,06
	0,77+ 0,55


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица №33
Цитометрические показатели макрофагов экспериментальных животных 

	Название показателя
	3 группы 
животных
	5 группы 
Животных

	Периметр в мкм
	25,59 + 0,74
	25,15 +  0.36

	Площадь в мкм2
	40,17 + 1,98
	37,52 +  1.52

	Макс. Длина в мкм
	8,48 + 0,28
	8,62 + 0.72

	Мин. Длина в мкм
	5,09 + 0,1
	5,24 + 0.09*


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 34 

Кариоцитометрические показатели макрофагов экспериментальных животных. 

	Название показателя
	3 группы 
животных
	5 группы 
животных

	 Периметр ядра в  мкм
	16,29+1,49
	16,13 + 0,81

	Площадь ядра в мкм2
	16,97+2,6
	14,86 + 1,72 

	Макс. длина ядра в мкм
	5,92+0,52
	6.03 + 0.32

	Мин. Длина ядра в  мкм
	3,3+0,18
	3.28 + 0.16

	Я-Ц отношение.
	0,38+0,05
	0,4 + 0,04


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица №35
Цитометрические показатели макрофагов экспериментальных животных 

	Название показателя
	5 группы 
животных
	6 группы 
Животных

	Периметр в мкм
	25,15 +  0,36
	27,16 + 1,46

	Площадь мкм2
	37,52 +  1,52
	46,5 + 5,11 

	Макс. Длина в мкм
	8,62 + 0,72
	9,43 + 0,56

	Мин. Длина в мкм
	5,24 + 0,09
	5,99 + 0,03


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 36 

Кариоцитометрические показатели макрофагов экспериментальных животных 

	Название показателя
	5 группа 
животных
	6 группа 
животных

	Периметр ядра в мкм
	16,13 + 0,81
	18,7 +  0,7*

	Площадь ядра в мкм2
	14,86 + 1,72 
	 20,41 + 1,59* 

	 Макс. длина ядра в мкм
	6.03 + 0.32
	6,68 + 0,22

	 Мин. Длина ядра в мкм
	3.28 + 0.16
	3,84 + 0,2*

	Ядерно -цитоплазмат. отношение.
	0,4 + 0,04
	0,46+0,81


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 37
Цитометрические показатели лимфоцитов экспериментальных животных 

	.Название показателя
	1группа 
животных
	7 группа 
животных 

	 Периметр мкм
	15,2+0,25
	17,76 + 0,25*

	Площадь мкм2
	14, 39+ 0,64
	20,07 + 0,44*

	Макс. Длина мкм
	5,21+0,1
	6,34 + 0,19*

	Мин. Длина мкм
	2,97+0,1
	3,13 + 0,09


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 38 

Кариоцитометрические показатели лимфоцитов экспериментальных животных 

	Название показателя
	1группа 
животных
	7 группа 
животных

	Периметр ядра мкм
	13,86+0,53
	14,88+0,21

	Площадь ядра мкм2
	11,2+ 0,98
	13,13+0,35

	Макс. длина ядра в мкм
	4,7 + 0,18
	5,24 + 0,1*

	Мин. Длина ядра в мкм 
	2,73 + 0,1
	3,03 + 0,1

	Я- Ц отношение.
	0,77+ 0,05
	0,67+0,05


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 39
Цитометрические показатели лимфоцитов экспериментальных животных 

	Название показателя
	3 группа 
животных
	5 группа 
животных

	 Периметр мкм
	16,16+0,25
	15,35+0,26

	Площадь мкм2
	16,38+0,44
	13, 56+ 0,37*

	Макс. Длина мкм
	5,57+0,11
	5,49+0,08*

	Мин. Длина мкм
	3,13 + 0,09
	3,24+0,13


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 40 

Кариоцитометрические показатели лимфоцитов экспериментальных животных 

	Название показателя
	3 группа 
животных
	5 группа 
животных

	Периметр ядра мкм
	14,06 + 0,4
	13,54+0,3

	Площадь ядра мкм2
	11,77+0,78
	10,1+0,44

	Макс. длина ядра в мкм
	4,84 + 0,13
	5,0 + 0,21

	Мин. Длина ядра в мкм 
	2,86 + 0,09
	2,86 + 0,1

	Я- Ц отношение.
	0,72 + 0,06
	0,74+ 0,03


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 41
Цитометрические показатели лимфоцитов экспериментальных животных 

	.Название показателя
	5 группа

животных
	6 группа
животных

	 Периметр мкм
	16,16 + 0,25
	15,2+0,25*

	Площадь мкм2
	16,38 + 0,44
	14, 39+ 0,64*

	Макс. Длина мкм
	5,57 + 0,11
	5,21+0,1*

	Мин. Длина мкм
	3,13 + 0,09
	2,97+0,1


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 42 

Кариоцитометрические показатели лимфоцитов экспериментальных животных 

	. Название показателя
	5 группа 
животных
	6 группа

животных

	Периметр ядра мкм
	14,06 + 0,4
	13,86+0,53

	Площадь ядра мкм2
	11,77 + 0,78
	11, 2 +  0,98

	Макс. длина ядра в мкм
	4,84 + 0,13
	4,7 + 0,18

	Мин. Длина ядра в мкм 
	2,86 + 0,09
	2,73 + 0,1

	Я - Ц отношение.
	0,72 + 0,06
	0,77+ 0,55


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 43
Цитометрические показатели макрофагов экспериментальных животных

	Название показателя
	1группа 

животных
	7 группа 
животных

	 Периметр мкм
	30,96 + 1,64
	30,81 + 1,48

	 Площадь мкм2
	57, 53 + 5,24
	62,66 + 5,24

	Макс. Длина в мкм
	10,11 + 0,43
	10,20 + 0,44

	 Мин. Длина в мкм
	5,95 + 0,24
	6,64 + 3,5


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 

Таблица № 44. 

Кариоцитометрические показатели макрофагов экспериментальных животных 

	Название показателя
	1 группа 
животных
	7 группа 
животных

	 Периметр в мкм
	19,36 + 0,98
	20,88 + 0,73

	 Площадь в мкм2
	21, 65 +  1,99
	25,4 + 2,08

	 Макс. длина в мкм
	6,79 +  0,33
	7,53 + 0,25

	 Мин. Длина в мкм
	3,68 + 0,15
	4,3 + 0,14*

	Я-Ц отношение.
	0,38+ 0,01
	0,42 + 0,05* F


* p< 0,05, ** p< 0,01 показывает достоверность различий между группами (t - критерия Стьюдента). F - F критерий Фишера. 
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