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РЕФЕРАТ

Робота викладена на 66 сторінках друкованого тексту, містить 5 рисунків, 5 таблиць. Список літератури включає 85 джерел, з них 75 – стосовно безпосередньо теми роботи.

Об’єкт дослідження ‒ периферична кров оперованих онкологічних хворих та хворих з вертеброгенними ураженнями.

Мета роботи – вивчення та дослідження можливостей люмінесцентного методу визначення активності нейтрофілів в організмі людини з застосуванням акридинового оранжевого для розробки підходів оцінки  стану імунної системи. 

Методи дослідження – люмінесцентний з використанням акридинового оранжевого, статистичні. Обробка отриманих результатів виконувалась за допомогою прикладного програмного забезпечення Microsoft Office Excel та програми для статистичної обробки даних SPSS Statistics.

Новизна роботи – вперше було продемонстровано можливості застосування інформативних показників люмінесценції нейтрофілів із застосуванням акридинового оранжевого, за якими можна оцінювати стан їх білоксинтетичної акивності і на основі цього характеризувати стан імунної реактивності організму в цілому.

Значущість роботи – застосування методів оцінки функціонального стану нейтрофілів крові дозволяє більш об´єктивно оцінювати стан імунної системи людини з метою прогнозування післяопераційних ускладнень у хірургічних хворих.
Отримані результати можуть бути використані медичними закладами для більш прицільного проведення лікарської терапії та виявлення дефектних ланок імунної системи під час клініко-лабораторних діагностичних досліджень.

АКРИДИНОВИЙ ОРАНЖЕВИЙ, ФЛУОРЕСЦЕНТНА МІКРОСКОПІЯ, БІЛОКСИНТЕТИЧНА АКТИВНІСТЬ, ЛЮМІНЕСЦЕНТНИЙ АНАЛІЗ, НЕЙТРОФІЛИ.

ABSTRACT

Work contained 66 pages of printed text, contains 5 figures, 5 tables. The list of references includes 85 sources, 75 of them refer directly to the topic of work.

The object of study is the peripheral blood of operated oncological patients and patients with vertebrogenic damages.

The aim of this work is the study and investigation of the possibilities of the luminescence method of determination of activity of neutrophils in the human body with the use of acridine orange to develop approaches to the assessment of the immune system. 

Research methods are fluorescent with the use of locusts new orange, and statistical. Processing of the obtained results was performed by using application software Microsoft Office Excel and SPSS Statistics .

Novelty of work – for the first time the possibility of using informative indicators of luminescence of neutrophils with the use of acridine orange was demonstrated, by which it is possible to assess the state of their bioxynthetic activity and on this basis to characterize the state of immune reactivity of the organism as a whole.

The importance of work – methods to assess the functional state of blood neutrophils allows you to more objectively assess the state of the human immune system to predict postoperative complications in surgical patients.

The obtained results can be used by medical institutions for more targeted drug therapy and identify the defective parts of the immune system during clinical and laboratory diagnostic tests.

ACRIDINE ORANGE, FLUORESCENT MICROSCOPY, PROTEINSENSATION ACTIVITY, LUMINESCENT ANALYSIS, NEUTROPHILS.
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ВСТУП
Нейтрофіли – одні з найважливіших клітин імунної системи, які утворюють так звану «першу лінію оборони» від інфекції. На їхню винятково важливу роль у протиінфекційному імунітеті і запальних процесах вперше вказав І. І. Мечников, засновник фагоцитарної теорії імунітету.
Визначення активності нейтрофілів становить інтерес з кількох точок зору. По-перше, нейтрофіли є базовим механізмом імунітету і будь-яке його ослаблення чи збій у роботі знижує резистентність до чужорідних агентів, приводячи до важких ускладнень всього організму. По-друге, переходячи в активний стан у зонах запалення, нейтрофіли теоретично можуть стати небезпечними для господаря, так як вони включаються в сам патогенез запального процесу. На користь вивчення питання визначення активності саме нейтрофілів говорить також той факт, що вони належать до тієї категорії клітин, які є чутливим індикатором різних порушень гомеостазу, тому цю їх особливість можна широко використовувати в клінічній практиці. Крім цього, актуальність вивчення білоксинтетичної активності (БСА) нейтрофілів обумовлена такими факторами, як доступність, експресність, порівняна економність і простота у використанні люмінесцентного аналізу та люмінофору акридинового оранжевого (АО), а, у свою чергу, знання цих методів та правильна інтерпретація результатів дослідження дозволяє виявляти дефектність тієї або іншої ланки імунної системи.
Мета даної роботи – дослідити та вивчити  можливості люмінесцентного методу визначення активності імунокомпетентних клітин  в організмі людини з застосуванням акридинового оранжевого для розробки підходів оцінки  стану імунної системи. 

Для досягнення поставленої мети необхідно вирішити наступні завдання:

1) порівняти інформативність показників люмінесценції нейтрофілів крові, пофарбованих АО: інтенсивність люмінесценції при довжині хвилі 530 нм (І530), 640 нм (І640), α-параметр (І640/І530) у хірургічних хворих оперованих із пухлинами мозку різної локалізації;
2) визначити найбільш інформаційно повний і об’єктивний показник динаміки інтенсивності люмінесценції нейтрофілів, оброблених АО; 
3) проаналізувати показники люмінісценції нейтрофілів крові, пофарбованих АО, у хворих зі злоякісними пухлинами;
4) проаналізувати формули крові оперованих хворих з вертеброгенними ураженнями;

5) визначити рівень білоксинтетичної активності нейтрофілів крові оперованих хворих з вертеброгенними ураженнями;

6) дослідити ймовірне підвищення об’єктивності люмінесцентних досліджень нейтрофілів крові за допомогою графічного редактору GIMP.

Об’єкт дослідження: периферична кров оперованих онкологічних хворих та хворих з вертеброгенними ураженнями.

Предмет дослідження – показники інтенсивності люмінесценції нейтрофілів периферичної крові онкологічних хворих та формули крові оперованих хворих з вертеброгенними ураженнями . 
Практичне значення: отримані дані можуть бути використані терапевтичними медичними закладами для більш прицільного проведення лікарської терапії та виявлення дефектних ланок імунної системи під час клініко-лабораторних діагностичних досліджень.
Матеріали та напрацювання до кваліфікаційної роботи були апробовані  під час науково-практичних конференцій студентів, аспірантів, докторантів та молодих вчених: «Актуальні проблеми та перспективи розвитку природничих, медичних та фармацевтичних наук» (Запоріжжя, 2018), «Молода наука-2018» (Запоріжжя, 2018), «Молода наука-2019» (Запоріжжя, 2019), а також під час  Міжнародних науково-практичних конференцій «Сьогодення біологічної науки» (Суми, 2018) та «Наукові відкриття та фундаментальні наукові дослідження: світовий досвід» (Полтава, 2019).
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Особливості будови та морфології нейтрофілів

Нейтрофіли являються найбільш об'ємною популяцією лейкоцитів. У відсутність запального процесу нейтрофіли здебільшого знаходяться у кровоносному руслі, де вони становлять більшу частину циркулюючих лейкоцитів. Проте у відповідь на запальний стимул відбувається миттєвий і часто масивний перерозподіл нейтрофілів в пошкоджені тканини.

У нормі в периферичній крові дорослої людини частка нейтрофілів складає 57-80% від загальної кількості лейкоцитів. Нейтрофіли периферичної крові здорових людей представлені великими клітинами (діаметр у свіжій краплі крові 7-9 мкм, у мазку 10-12 мкм) з характерними сегментованими ядрами. Ядра нейтрофільних лейкоцитів містять в собі щільний хроматин, особливо по периферії, в якому важко розрізнити ядерця. Ядерця зустрічаються рідко або відсутні, що вказує на пригнічення або припинення синтезу білка. Форма ядер неоднакова, тому їх називають також поліморфноядерними, зрілі нейтрофіли мають сегментовані ядра, що складаються з 2-3 і більше часточок, пов'язаних дуже тонкими, інколи непомітними, перемичками – це сегментоядерні нейтрофіли, їх кількість становить 49-72%. Менше міститься паличкоядерних нейтрофілів – близько 1-6%, ядра цих клітин мають вигляд букви S або підкови. Юні нейтрофільні гранулоцити зустрічаються ще рідше (0-0,5% від всього пулу нейтрофілів), їхньої характерною рисою є наявність ядер бобовидної форми [1, 2]. 
Як правило, нейтрофіл має округлу або дещо витягнуту форму, а цитоплазматична мембрана утворює невелику кількість виростів і мікроворсинок. Помірно щільний цитоплазматичний матрикс містить вільні рибосоми і полісоми. Гранулярний ендоплазматичний ретикулум представлений поодинокими короткими канальцями, на поверхні яких є незначна кількість рибосом. Мітохондрії невеликі, округлі або овальні, переважно з непрозорим матриксом, містяться в нейтрофільних лейкоцитах в обмеженій кількості. Комплекс Гольджі слабо розвинений і утворює невелику сферу в центрі клітини, а також часто розташовується між сегментами ядра. 

Цитоплазма нейтрофілів містить дрібну зернистість. Кількість гранул в кожній клітині може бути від 50 до 200. Зернистість займає не всю цитоплазму – поверхневий шар у вигляді вузької облямівки залишається гомогенним і містить тонкі філаменти. Цей шар відіграє головну роль при амебоподібному русі клітини, беручи участь в утворенні псевдоподій.

У цитоплазмі іноді зустрічаються редуковані елементи ендоплазматичної мережі; характерні включення глікогену та ліпідів. При фарбуванні по Романовському-Гімзе – зернистість рожево-фіолетового кольору, цитоплазма забарвлюється в рожевий колір [1-3].
Залежно від будови і хімічного складу розрізняють два основних типи гранул:

а) азурофільні – неспецифічні;

б) нейтрофільні – специфічні.
Азурофільні гранули з'являються в процесі розвитку нейтрофіла раніше і тому їх називають первинними. Їх більше в малоспеціалізованих клітинах і в процесі спеціалізації (диференціації) їх число зменшується, і в зрілих клітинах становить 10-20%. Розміри від 0,4 до 0,8 мкм. Ці гранули представляють різновид лізосом, про що свідчить наявність в них типових для лізосом гідролітичних ферментів (кисла фосфатаза, кисла гідролаза, мієлопероксидаза), мають круглу або овальну форму і високу електронну щільність.

Нейтрофільні гранули з'являються в процесі розвитку нейтрофіла (тому їх називають вторинними), їх кількість зростає у процесі спеціалізації клітини. У зрілому нейтрофілі вони складають 80-90% від усієї кількості гранул. Зрілі нейтрофільні гранули мають діаметр 0,1-0,3 мкм, округлої або овальної форми, часом ниткоподібні. Вони містять лужну фосфатазу, основні катіонні білки, фагоцитини, лактоферин, лізоцим, амінопептидази [2-5]. 
1.2 Розвиток та диференціювання нейтрофілів
Період перебування нейтрофілів у периферичній крові становить близько 6-8 год, і це, ймовірно, пояснює їхню продукцію з напрочуд високою швидкістю – 2,5 більйона клітин в годину. По аналогії з іншими лейкоцитами, нейтрофіли розвиваються із загальної поліпотентної стовбурової клітини в кістковому мозку. 

Тривалість циклу диференціювання нейтрофілів від клітини-попередника до зрілої клітини становить залежно від ступеня активності процесу від 7 до 10 днів. Поліпотентна стовбурова клітина проходить певні стадії диференціювання з клітини-попередника, загальної для гранулоцитів, моноцитів, мегакаріоцитів, до клітини-попередника для гранулоцитів. В кістковому мозку формується пул проліферуючих нейтрофілів, що становить 31-36% всіх гранулоцитів і складається з мієлобластів, промієлоцитів і мієлоцитів. 

Дозрівання нейтрофілів у кістковому мозку пов'язане з динамікою морфологічних змін клітин: поступове зменшення розмірів ядра зі збільшенням частки цитоплазми, зникнення ядерець, конденсація хроматину і концентрація його в оболонці клітини, сегментація ядра, втрата базофілії цитоплазми, поява специфічної нейтрофільної зернистості. Особливості ультраструктури та цитохімії мієлобластів (наявність ядерець, велика кількість рибосом, розвинені апарат Гольджі і система ендоплазматичного ретикулуму) свідчать про те, що метаболізм клітин спрямований на підтримання високих темпів синтезу нуклеїнових кислот і білків цитоплазми [6]. 
На стадії пізніх мієлобластів і промієлоцитів в апараті Гольджі і в системі ендоплазматичного ретикулума відбувається інтенсивне утворення первинних гранул, специфічним маркером яких є мієлопероксидаза. Промієлоцити за своїми морфофункціональними властивостями істотно відрізняються від мієлобластів. Саме в них система ендоплазматичного ретикулума досягає максимального розвитку. На стадії промієлоцита в клітині починається формування специфічної зернистості (вторинних гранул). Специфічним маркером вторинних гранул є лужна фосфатаза. Останніми клітинами гранулоцитарної лінії, які здатні до поділу, є мієлоцити. Ці клітини за своїми характеристиками істотно відрізняються від промієлоцитів і мієлобластів: уповільнений темп синтезу нуклеїнових кислот, невелика кількість мітохондрій, слабо розвинена система ендоплазматичного ретикулуму, відсутність базофілії цитоплазми, максимальна швидкість синтезу специфічних гранул.

Інший пул, який формується в кістковому мозку, – це нездатні до поділу клітини: метамієлоцити і зрілі нейтрофіли. Крім кісткового мозку, цей пул можна виявити в печінці і селезінці новонароджених [7, 8]. 
1.3 Функції нейтрофілів
Нейтрофіли – одні з найважливіших клітин імунної системи, які утворюють так звану «першу лінію оборони» від інфекції. На їхню винятково важливу роль у протиінфекційному імунітеті і запальних процесах вперше вказав В. І. Мечников, засновник фагоцитарної теорії імунітету.
 В основі захисної функції нейтрофілів лежить процес фагоцитозу, який полягає в їх здатності розпізнавати, захоплювати, вбивати і перетравлювати інфекційні агенти. У стані «стимуляції» нейтрофіли продукують комплекс хемокінів та прозапальних цитокінів, які здатні активувати інші клітини імунної системи [1, 9]. 
Нейтрофільні гранулоцити явлюяться рухливими клітинами, вони можуть мігрувати з кровоносних судин та пересуватися до джерела подразнення, а також  володіють високою здатністю до фагоцитозу.

Фагоцитарна активність є основною функцією нейтрофілів. Здатність до фагоцитозу обумовлена рядом особливостей, зокрема високою руховою активністю. Нейтрофіли першими прибувають на місце пошкодження тканин. Встановлено, з одного боку, безладне (спонтанне) переміщення нейтрофілів, а з іншого – цілеспрямований рух клітин до об'єкту фагоцитозу (хемотаксис). 
Поряд з фагоцитозом захисна функція нейтрофілів забезпечується виділенням у навколишнє середовище лізосомальних ензимів, кислої та лужної фосфатаз, молочної кислоти, інтерферону. Слід зазначити, що активовані нейтрофільні лейкоцити можуть надавати позитивну і негативну дію на різні функціональні системи як за рахунок наявних компонентів первинних і вторинних гранул, так і за рахунок продукції знову синтезованих біологічно активних та інших. Продукти стимульованих нейтрофілів впливають на переродження лімфоцитів, викликають зникнення гранул тучних клітин, діють на тромбоцити, активують систему комплементу, рухову активність макрофагів, калікреїн-кінінову систему, систему згортання. Нейтрофіли також продукують фактори, що регулюють запальні процеси в пошкоджених тканинах [2, 8-11]. 
Ще одна важлива функція нейтрофілів полягає у  продукції кейлонів –специфічних речовин, що пригнічують синтез дезоксирибонуклеїнової кислоти (ДНК) у клітинах гранулоцитарного ряду і надають регулюючу дію на процеси проліферації та диференціювання лейкоцитів. 

Тривалий час вважалося, що нейтрофіли не здатні до синтезу білка і є лише пасивними учасниками еферентної ланки імунної відповіді. Дані, накопичені за останні два десятиліття, змусили переглянути роль нейтрофілів та їх участь у афферентній ланці імунної відповіді – модуляції клітинного та гуморального імунітету через синтез і продукцію  імунорегуляторних цитокінів [12-15]. 
1.4 Використання люмінесцентного аналізу при дослідженні білоксинтетичної активності нейтрофілів
Люмінесцентний аналіз базується на здатності речовин та об’єктів випромінювати світло під дією різних збудників. Люмінесцентна мікроскопія має ряд переваг у своєму використанні порівняно з іншими імунологічними методами. До таких переваг, в першу чергу, можна віднести високу специфічність, експресність аналізу, відносну економність методу, високу чутливість та контрастність мікроскопічних зображень.

Характерна особливість ультрафіолетової (УФ) флуоресценції більшості клітин – інтенсивне світіння цитоплазми при відносно слабкому світлі ядра. Серед формених елементів крові і кісткового мозку найбільш інтенсивно флуоресціюють клітини мієлоїдного ряду. Незрілі форми світяться більш інтенсивно. У міру диференціювання клітин флуоресценція їх знижується. Елементи червоного ростка на ранніх стадіях розвитку флуоресціюють дуже слабо, зрілі еритроцити не світяться. Лімфоцити лімфатичних вузлів флуоресціюють досить яскраво, периферичної крові – дуже слабо. Зміни в характері УФ флуоресценції клітин крові настають при переході з одного функціонального стану в інший [16-19]. 
Нейтрофільний гранулоцит характеризується тим, що хроматин світиться дифузно однорідним яскраво-зеленим кольором. Інтенсивність світіння ядер зростає в ряду мієлоцит → сегментоядерний нейтрофіл, в той час як по всій цитоплазмі розкидана численна помаранчево-червона зернистість [16, 20-23].
Розрізняють 2 види люмінесценції: 

а) «Первинна люмінесценція» біологічних об'єктів:                                        

     1) у видимій частині спектра. Застосовується в основному для визначення деяких гормонів (фолікулін, адреналін), окремих вітамінів (А, В3), жирів і пігментів (хлорофіл, порфірини);                       

     2) в УФ-області. Ультрафіолетова флуоресцентна мікроскопія, в першу чергу, спрямована на дослідження кількісного і якісного складу білків.
б) «Вторинна люмінесценція» біологічних об'єктів під дією флуорохромів:
     1) люмінесцентна гістохімія нуклеїнових кислот, ліпідів, полісахаридів та білків  за допомогою акридинового оранжевого і деяких інших диамінопохідних, реактиву типу Шиффа, флуорохромів бензапірену, фосфіну 3R і нильского блакитного, дихлортриазінових (проціонових) барвників тощо.
     2) люмінесцентномікроскопічні методи без чіткої гістохімічної основи. До цих методів відносяться: вивчення окремих клітинних структур – мітохондрій (флуорохроми: тетрациклін, берберин-сульфат, аурофосфін) і лізосом (флуорохром акридиновий оранжевий) [17, 21, 24-27]. 
Таким чином, за допомогою люмінесцентного методу стає можливим дослідження білоксинтетичної та фагоцитарної активності нейтрофілів, розрізняючи їх рівні діяльності – рівень окремих клітин-нейтрофілів, рівень популяцій та субпопуляцій нейтрофілів (зокрема враховуючи диференціацію нейтрофілів за віком), а також рівень активності імунної системи в цілому та її загального стану, а отримані результати можна використовувати у клінічній практиці.
1.5 Застосування акридинового оранжевого при визначенні активності клітин імунної системи
Люмінесцентна мікроскопія з застосуванням флурохромів дає перевагу в розрізненні деталей структури порівняно зі звичайним фарбуванням (в особливості біологічних об'єктів). У 1961 р. Лерман висунув інтеркаляційну гіпотезу для опису взаємодії двоспіральної ДНК з аміноакридиновими барвниками – сполуками, що володіють плоским гетероциклічнимим хромофором [21, 28]. 
Згідно з його гіпотезою, хромофори ліганду вбудовуються між парами азотистих основ ДНК. У місці вставки відбуваються локальні зміни структури подвійної спіралі: розкручування і збільшення відстані між сусідніми парами азотистих основ на товщину гетероциклічного хромофору (рис. 1.1).
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Рисунок 1.1 – Схема взаємодії акридинового оранжевого з двух- та одно ланцюговими ділянками нуклеїнових кислот (а – нативна ДНК; б – частково денатурована ДНК; в – РНК) [23]
Основними передумовами для такої моделі послужили збільшення в'язкості розчинів ДНК, зменшення її коефіцієнта седиментації і характер зміни лінійного дихроїзма ДНК при взаємодії з акридиновими барвниками. Пізніше, коли було встановлено, що в процесі інтеркаляції зміна макромолекулярних параметрів ДНК має деякі варіації, з'єднання, подібні до  акридинових фарбників, стали називати класичними інтеркаляторами [22, 29-30]. 
Флуорохром, призначений для використання в якісній люмінесцентній цитохімії нуклеїнових кислот, повинний задовольняти таким умовам:

а)
сувора цитохімічна специфічність;
б)
яскравість і чіткість люмінесцентномікроскопічних картин, які одержують за його допомогою;
в)
властивість надавати ДНК і РНК різне світіння;
г)
відсутність вицвітання препарату (особливо  під дією збудливого світла).
Лише деякі біологічно значущі речовини мають виражену власну люмінесценцію у видимій області спектра. До них відносяться деякі пігменти (хлорофіл, порфірини, ліпохроми), вітаміни А і В2, алкалоїди (берберин, хінін), антибіотики (тетрациклін), хіміотерапевтичні та токсичні речовини.  Володіючи високим квантовим виходом флуоренценції, деякі барвники широко використовуються в біології в якості молекулярних люмінесцентніх зондів.
В якості люмінофору для проведення дослідження за наведеними вище вимогами підходить АО, який представляє собою трициклічну гетероароматичну систему (рис. 1.2). Його головна фізико-хімічна властивість – це спорідненість до нуклеїнових кислот нейтрофілів (власне, як і до інших імунокомпетентних клітин організму). Також його застосовують для контрастування ядерних структур, виявлення мукополісахаридів, для виявлення мікробів і великих вірусів, для цитодіагностики, в тому числі розпізнавання в мазках ракових клітин. АО відноситься до двохвильових люмінофорів, тобто завдяки йому стає можливим вивчення метаболізму як одно-, так і дволанцюгових молекул нуклеїнових кислот. Саме специфічна будова даного амінопохідного акридину зумовлює утворення яскравих люмінесценцій: зелену – у поєднанні з ДНК та червону – з рибонуклеїновою кислотою (РНК) [23, 31-36]. 
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Рисунок 1.2 – Будова акридинового оранжевого [16]

Варто пам’ятати, що оскільки всі люмінесцентні барвники-мітки (в тому числі і акридиновий оранжевий) є дуже чутливим інструментом аналізу, тому їх застосування вимагає ретельного визначення конкретних умов при використанні. Лише при їх суворому визначенні і дотримуванні та детальній характеристиці об'єкта, який вивчаємо (нейтрофілів), можна отримати за допомогою люмінесцентного аналізу надійні, достовірні та цінні результати.
Характерною особливістю акридинового оранжевого є його здатність існувати в розчині як в мономерній, так і в димерній формі. Максимум люмінесценції мономерів лежить в зеленій області спектру (530 нм), в той час як димерна форма характеризується червоної люмінесценцією з максимумом випромінювання 640 нм. Співвідношення концентрацій мономерів і димерів залежить від концентрації барвника в розчині [23, 34, 36-38]. 

Пізніше, експериментальними дослідами in vitro було доведено, що зелена люмінесценція характерна для комплексу акридинового оранжевого з ДНК, в той час як червона – для комплексу з РНК. Ці роботи послужили підставою до широкого використання акридинового оранжевого для визначення співвідношення ДНК і РНК в клітині за співвідношенням інтенсивностей люмінесценції в зеленій та червоній областях спектра відповідно [32, 39]. 
Насправді зелена люмінесценція (530 нм) характерна для комплексів мономерів з двухспіральною нуклеїновою кислотою (ДНК, двухспіральна РНК деяких вірусів і двоспіральні ділянки клітинної РНК), в той час як червона (640 нм) – зобов'язана своїм походженням комплексів димерів з односпіральними нуклеїновиими кислотами (РНК, односпіральні ДНК деяких вірусів та бактеріофагів, деполімеризована ДНК) [23, 28, 40].
Мономери АО поєднуються з дволанцюговими нуклеїновими кислотами (НК) – переважно ДНК і ділянками РНК у функціональних укладках, а димери – з одноланцюговими НК, переважно РНК і ділянками метаболічно активних (транскрипція, редуплікація) ДНК. У спектрі збудження 436 нм мономери флуоресцююють у максимумі довжини світлової хвилі 530 нм (зелений колір), димери – 640 нм (червоний колір), рис. 1.3.
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Рисунок 1.3 – Спектри люмінесценції забарвлених акридиновим оранжевим нейтрофілів крові і кісткового мозку здорової людини: сегментоядерний нейтрофіл (1), паличкоядерний нейтрофіл (2), юний нейтрофіл (3). Довжина хвилі збудження становить 465 нм [33] 

Оцінку інтенсивності люмінесценції фіксованих клітин на мазках та гістологічних препаратах оцінюють за допомогою люмінесцентного мікроскопа з ФЕП в у.о. При збільшенні білоксинтетичних процесів у клітині інтенсивність люмінесценції (І) в спектрі 640 нм (І640 нм) підвищується, так як в ній збільшується кількість одноланцюгових НК. При зниженні метаболічної активності конденсація хроматину та його двохланцюговість збільшується, тому інтенсивність люмінесценції здвигається в максимум 530 нм [29, 41-43].

Прийнято за відношенням І640 нм до І530 нм, що має назву α-параметр, визначати метаболічну активність клітин. Однак для циркулюючих лейкоцитів α-параметр має мале застосування, так як всі клітини вийшли з мітотичного циклу і знаходяться в G0 стадії життєвого цикла, а у цей період синтез НК в них знаходиться на мінімальному рівні або взагалі відсутній, а ДНК в ядрі максимально конденсується (росте дволанцюговість). Тому в імунологічно активних лейкоцитах синтетичні процеси ідуть за рахунок різних видів РНК, що накопичені в мієлоїдних та лімфоїдних тканинах. У зв'язку з цим α-параметр не дає однозначної характеристики функціональної активності конкретної клітини крові. Він є відношенням інтенсивності люмінесценції при максимумі 640 нм до інтенсивності люмінесценції при максимумі 530 нм і може бути низьким при високих значеннях І640 нм і І530 нм, високим при низьких їх значеннях і однаковим у клітин з різною І640 нм і І530 нм [23, 44]. 
Перша форма, властива флуорохрому в сильно розведених розчинах, відповідає існуванню акридинового оранжевого в мономерній формі, тобто у вигляді окремих, не зв'язаних між собою молекул.

Друга форма існування акридинового оранжевого характеризується іншими властивостями, а саме збільшеним максимумом поглинання. Ця форма акридинового оранжевого властива його концентрованим розчинам і зв'язана з утворенням молекулами асоціатів у вигляді димерів.

Дані електростатичні сили являють собою результат взаємодії аміногруп акридинового похідного з фосфатними групами ДНК. Мономерний характер люмінесценції акридинового оранжевого пояснюють звичайно  характером розташування молекул акридинового оранжевого: цей флуорохром з'єднується з нуклеїновою кислотою таким чином, що окремі його молекули знаходяться одна від одної на деякій відстані, в результаті чого не створюється умов для утворення між ними димерних асоціатів. Показано, що комплекс А утворюється переважно тоді, коли акридиновий оранжевий взаємодіє з дволанцюговими ділянками нуклеїнової кислоти, насамперед із нативною ДНК. Найбільш поширена гіпотеза, що при виникненні комплексу цього типу молекули акридинового оранжевого (або іншого диамінопохідного акридину) прошарюються (інтеркалюють) між нуклеотидними парами.  Основним видом взаємодії в димері є взаємодія поляризованих перпендикулярно площині молекул π-електронних хмар. Можна очікувати, що в димерах інших барвників молекули барвників утримуються за рахунок електростатичної та дисперсійної вандер-ваальсовської (сили Ван-дер-Ваальса – фізичні сили міжмолекулярної взаємодії) взаємодії поляризованих молекул барвника.

Приєднання АО до одноланцюгових РНК або одноланцюгових ділянок ДНК (включаючи денатуровану ДНК) відбувається шляхом  комплексоутверення. Прийнято вважати, що має місце утворення комплексів, у яких основні групи в молекулах АО притягаються до кислотних груп нуклеїнової кислоти, поданим групами Р04 – із кінцевим виходом дімерних асоціатів. У цьому випадку молекули АО пов'язуються з фосфатною групою майже кожного нуклеотиду. Щільне упакування молекул барвника сприяє утворенню між ними асоціативних зв'язків, що приводять до димеризації АО [23, 31, 44-49].
1.6 Значення показника рН при люмінесцентній мікроскопії із застосуванням акридинового оранжевого
Обов'язковою умовою одержання достовірних результатів є флуорохромування при суворо заданих значеннях рН. Існують два типи з'єднання акридинового оранжевого з нуклеїновою кислотою.

а) З'єднання з її дволанцюговими ділянками. При цьому акридиновий оранжевий або “інтеркалює” між нуклеотидними парами, або розташовується у вузькій борозенці нуклеїнової кислоти. При поєднанні такого типу нуклеїнова кислота набуває зеленої люмінесценції, по своїх властивостях практично ідентичну з люмінесценцією акридинового оранжевого, що знаходиться в розчині у мономерній формі.

б) Зв'язування акридинового оранжевого з Р04 групами неспіралізованих ділянок нуклеїнової кислоти. У результаті реакції цього типу неспіралізовані ділянки НК отримують червоне світіння, що залежить від утворення дімерів акридинового оранжевого [23, 50-57]. 
Друга реакція аналогічна тій, при якій відбувається з'єднання нуклеїнових кислот з основними барвниками неакридинового ряду. В утворенні зв'язку цього типу головне значення має співвідношення позитивних зарядів основного барвника і негативних зарядів кислотних груп біополімерів. Як відомо, в основному в біополімерах містяться такі кислотні групи – SO4 (сульфатировані мукополісахариди), Р04 (нуклеїнові кислоти), СОО (гіалуронова кислота і білки). Використання барвника при визначених рН дає можливість виключити фарбування білків. 
Встановлено, що при роботі з рН більше 5,5-6,0 можливо поява неспецифічного (незалежно від присутності в молекулах нуклеїнових кислот одноланцюгових ділянок,) червоного світіння препарату. Ця небезпека різко зростає при наближенні рН флуорохрому до 6,5. При роботі з рН менше 2,5-3,0 РНК методом люмінесцентного аналізу виявлена бути не може, не дивлячись на її наявність у препараті. Люмінесценція комплексів акридинового оранжевого з ДНК не піддається настільки сильній зміні в залежності від рН флуорохрому. Принаймні, у межах рН від 3 до 5 ці комплекси зберігають яскраво-зелену люмінесценцію. Інтенсивність червоної люмінесценції комплексів АО з РНК зростає при підвищенні рН розчину в межах від 3 до 5. Причина цього явища полягає у тому, що при цьому збільшується кількість  дисоційованих Р04 груп, яка уможливлює  приєднання великих кількостей АО [23, 37, 58-61]. 
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Дослідження виконувалися на кафедрі фізіології, імунології і біохімії з курсом цивільного захисту та медицини Запорізького національного університету, імунологічні дослідження проведені в навчально-дослідній лабораторії клітинної та організменної біотехнології ЗНУ.

В ході досліджень були обстежені 15 хірургічних хворих, оперованих із приводу пухлин головного мозку різної локалізації, а також 15 хірургічних хворих, оперованих з приводу вертеброгенних уражень. Хворі проходили лікування на Кафедрі анестезіології та реаніматології Запорізької академії післядипломної освіти. Обстеження проводили до операції і після її закінчення. Групою порівняння служили 10 донорів крові, подібні з хворими віком. Препарати готували за описаним нижче способом, рівень люмінесценції визначали на мікроспектрофлуориметрі-2 (МСФ-2). 
Відомий спосіб приготування мазків крові (Е.Т. Завгородняя и соавт., 1993), прийнятий в якості прототипу у багатьох дослідженнях: гепаринізовану кров відстоюють у термостаті при температурі 37°С протягом 20-30 хв. Отриману плазму в співвідношенні 1:1 розводять розчином живильного середовища 199. З отриманого розчину, взятого в обсязі 0,02 мл, готують тонкий мазок, який після висушування фіксують 20 хв в суміші 96% етилового спирту і ацетону (1:1), а потім проводять через батарею спиртів понижаючої концентрації. Потім мазок крові фарбують АО з попередньою інкубацією в цитрат-фосфатному буфері і промиванням у ньому ж після фарбування [55]. 
Однак відомі методики мають наступні недоліки. Так, крім клітинних структур, плазма крові також люмінесціює за рахунок присутніх у ній речовин, що з'єднуються з АО, і тим самим набувають здатність до флуоресценції. Крім того, в плазмі знаходяться речовини, здатні до спонтанної флуоресценції (це відноситься до клітинних метаболітів, клітинного детриту та ін.) [62-65]. 
2.1 Виділення нейтрофілів

Для вивчення функціональної активності нейтрофілів та інших клітин крові необхідні ефективні способи їх розподілу. Ідеальні методи поділу характеризуються незначним ступенем втрат клітин при високої міри очищення, збереженням фізіологічної активності виділених клітин. В основі методів виділення клітин лежать два головних принципи.

а) Поділ клітин з їх фізичними властивостями, наприклад за розмірами, щільності або заряду.

б) Поділ клітин з поверхневих антигенів.

Серед різноманітних способів поділу клітин крові найбільше поширення отримали гравітаційні, засновані на різній питомій щільності клітин крові, які розрізняються між собою наступним чином: еритроцити → нейтрофіли і еозинофіли → лімфоцити і моноцити → тромбоцити.

Для виділення нейтрофілів з периферичної крові можна використовувати кілька методів [47, 57]. 
2.1.1 Виділення нейтрофілів у подвійному градієнті щільності фіколл-урографіну

Принцип методу. Для запобігання активації нейтрофілів під час виділення рекомендується проводити всі маніпуляції при 4°C.  Цільну кров в обсязі 10 мл (антикоагулянт гепарин ( «Гедеон-Ріхтер», Угорщина), 50 од / мл) отримували пункцією ліктьової вени, для виділення чистої фракції нейтрофілів 2 мл крові змішували з 3 мл стерильного фізіологічного розчину (0,9% - ний розчин NaCl), отримана суміш нашаровується на градієнт щільності стерильних розчинів фіколла («Pharmacia», Швеція) і урографіна («Spofa», Чехія). Використовують фіколл-урографін двох різних густин: ρ=1,077 г/см3 і  ρ=1,119 г/см3. Спочатку створюють подвійний градієнт фіколл-урографіну: першим в пробірку вносять розчин фіколл-урографіну, що має високу щільність (ρ=1,119 г/см3), потім на нього обережно нашаровують розчин фіколла з густиною ρ=1,077 г/см3. Гепаринізовану кров нашаровують на подвійний градієнт фіколл-урографіну, центрифугують 45 хв при  1700 об/хв. Після центрифугування отримують кільця мононуклеарних клітин (верхнє) та нейтрофілів (нижнє), а в осаді знаходяться еритроцити (рис. 2. 1) [23, 57, 61]. 
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Рисунок 2.1 – Схема розділення форменних елементів крові на градієнті щільності фіколл-урографіну (зліва – до центрифугування, справа – після центрифугування): 1 – градієнт щільності фіколл-урографіну; 2 – кров; 3 – еритроцити; 4 – нейтрофіли; 5 – плазма крові [61]
Отримане кільце мононуклеарних клітин в залежності від характеру експерименту видаляють або відбирають у чисту центрифужну пробірку і відмивають культуральним середовищем. Нейтрофільну кільце відбирають і переносять у чисту пробірку, що містить середу, вільну від іонів Ca2+ і Mg2+. Клітини двічі відмивають фізіологічним розчином, центрифугуючи 10 хв при 200 g. Для зменшення домішки еритроцитів і підвищення частки нейтрофілів потрібно спочатку проінкуюувати гепаринізовану кров з 6% розчином декстрану і потім отриману суспензію клітин нашарувати на подвійний градієнт фіколл-урографіну (отримують два кільця клітин, як зазначено вище) або на одинарний градієнт щільності фіколл-урографіну (ρ=1,077 г/см3). При використанні обох варіантів методу вміст нейтрофілів в отриманій клітинної суспензії становить близько 95% [23, 54, 57].

2.1.2 Виділення нейтрофілів в градієнті щільності перкола
Перкол являє собою суспензію колоїдних частинок двоокису кремнію, покритих полівінілпіролідоном, що робить частки нетоксичними. Зазвичай комерційний препарат перколла розбавляють культуральним середовищем для збереження ізотонічного розчину.

Використовують розчини перколла різної концентрації. Спочатку на 63% розчин перколла нашаровують 72% розчин перколла, а потім – гепаринізовану кров. Після центрифугування, крім кільця мононуклеарних клітин, отримують кільце гранулоцитів і осад еритроцитів. Кільце, що містить гранулоцити, переносять в іншу пробірку, відмивають клітини і підраховують їх кількість [44, 45].
2.2 Методи фіксації для люмінесцентного аналізу
Фіксатор повинний давати можливість одержувати в результаті наступного флуорохромування найбільшу кольорову різницю між РНК (яскраво-червоне, багряне-червоне або оранжево-червоне світіння) і ДНК (зелене або, у крайньому випадку, жовто-зелене світіння). Набір фіксаторів, придатних для якісного люмінесцентномікроскопічного дослідження нуклеїнових кислот, досить широкий. Звичайно з цією метою рекомендують усі ті фіксатори, що застосовують при гістохімічному дослідженні нуклеїнових кислот за методом Браше, насамперед рідина Карнуа, суміш етанолу з оцтовою кислотою, етанол і метанол, суміш абсолютного етанолу та ацетону у пропорції 1:1 [19, 46].
2.3 Методика визначення та оцінки білоксинтетичної активності нейтрофілів
Мазки крові для люмінесценції готують з суцільної крові. Однак кращі результати одержують, якщо готувати мазки з лейкоконцентрату, отриманого доступним для даної лабораторії методом (спонтанне  осадження еритроцитів, або за допомогою желатину, з використанням градієнтних розчинів). Висушені на повітрі препарати фіксують у суміші ацетону та абсолютного етилового спирту в пропорції 1:1 20 хвилин, проводять через батарею разведення етилового спирту знижаючої концентрації: 96%-15 хв.; 60%-10 хв.; 30%-5 хв.. На цьому етапі препарати після висихання можна берегти декілька місяців до використання. Подальша обробка препаратів полягає в промиванні дистильованою водою, інкубації в цитратно-фосфатному буфері  (рН 6,0) - 4 хв., флуорохромуванні АО у концентрації 1:20000 на такому ж буфері протягом  10 хв., двічі відмивають від непрореагувавшого АО у буфері по 2 хв. Для запобігання фотодеструкції наносять 2-3 краплі протектора [66-68]. 
Далі клітини покривають покривним склом, окантовують від висихання 30% розчином полістиролу в ксилолі, сушать у термостаті при 370 С 20-30 хв. Інтенсивність флуоресценції в спектрі збудження 436 нм оцінюють в умовних одиницях за допомогою люмінесцентного мікроскопу з приставкою цифрового лічильника або використовують мікроспектрофлуориметри, наприклад, МСФ-2, (виробник НПО "Біоприбор", м.Пущино Московської області). У різних місцях препарату за алгоритмом аналізу формули крові вимірюють інтенсивність люмінесценції в спектрі 640 нм 100 клітин нейтрофілів, набираючи їх в 5-ти місцях мазка. При аналізі 10-15 клітин у трьох місцях мазка визначають I640 фону і так далі до аналізу потрібної кількості клітин. Від I640 нм клітин віднімають середнє значення І640 фону для даної групи клітин. У цих же місцях визначають і фонові значення І640 нм у.о.  Оцінку синтетичної, а отже, й імунологічної активності лейкоцитів проводять за сумарним значенням І640 нм вивченої популяції клітин (відніманням середніх фонових значень І640 нм у.о. від І640 нм у.о. досліджуваної клітини і фону) [68-70].
2.4 Статистична обробка даних

Статистична обробка експериментальних даних проводилась за допомогою комп’ютерної програми Microsoft Excel.

Результати експерименту оброблені методами варіаційної статистики.
Статистичну обробку результатів проводили методом обчислення середньої арифметичної, помилки середньої арифметичної, середнього квадратичного відхилення [71]. 

Основним показником, що характеризує сукупність за величиною ознаки, яка вивчається, є середня арифметична (Х). Прямий спосіб її обчислення полягає в складанні усіх варіант (Х1 + Х2 + . . . Х N) з наступним діленням суми на число варіант сукупності (N): 
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 – середнє арифметичне; 
       Σxі - сума варіант;

       n – число варіант у виборці. 

Далі підраховували відхилення кожного з отриманих результатів від середньої арифметичної 
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, після чого розраховували середнє квадратичне відхилення за формулою: 
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де    хs – індивідуальні значення окремої ознаки, варіанти;
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 – середнє арифметичне;
      n-1 – число ступенів свободи.
Потім знаходили величину середньої помилки (
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), яка прямо пропорційна середньому квадратичному відхиленню та обернено пропорційна числу проведених досліджень: 
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 – середнє квадратичне відхилення;

       S – середня квадратична помилка окремої ознаки вимірювання;
       n-1 – число ступенів свободи.

В багатьох дослідженнях виникає необхідність оцінити вірогідність різниці середніх арифметичних: середні арифметичні двох груп, які порівнюються, завжди в деякій мірі відрізняються одна від одної. Для рішення задач такого роду визначали різницю між двома середніми арифметичними. Ця різниця (d) дорівнює: 
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де    d – різниця між вимірюваними двома середніми арифметичними;
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 – середнє арифметичне першої групи;
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– середнє арифметичне другої групи;
Середню помилку різниці обчислювали за формулою:
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 – cередня помилки різниці;
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 – середні помилки результатів, що порівнюються. 
У біологічних дослідженнях із застосуванням методів статистичної обробки даних завжди застосовують поняття ймовірності і значимості.

Істотно важливі імовірності 0,95, 0,99 та 0,999 і відповідні їм рівні значимості 0,05, 0,01 та 0,001. Імовірності 0,95, 0,99 та 0,999 називають довірливими ймовірностями, значенням яких можна довіряти або якими можна впевнено користуватися.

Вимагання надійності (ймовірності безпомилкових прогнозів) у біологічних дослідженнях відповідають імовірності 0,95 (рівень значимості 0,05), підвищені вимоги надійності при перевірочних дослідах – ймовірності 0,99, високі вимоги надійності при вирішенні спірних питань і при дослідженні шкідливих і отруйних речовин – 0,999.
Для визначення довірливих меж генеральних параметрів і вірогідності вибіркових різниць користуються стандартними значеннями критерію Ст’юдента по формулі [2.6]:
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де    d – різниця між вимірюваними двома середніми арифметичними;
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 – середні помилки результатів, що порівнюються.

Число ступенів свободи знаходили по формулі:
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де   v  – число ступенів свободи;

               n1 та n2  – число досліджень в обох групах.
На основі величини t та числа ступенів свободи по таблиці t-розподілення Ст’юдента визначали ступінь вірогідності відмінностей (p). Якщо p ≤ 0,05, відмінності отриманих результатів вважались вірогідними, що свідчить про їх правильність [71].
3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1. Об’єктивність  параметрів активності білоксинтетичної системи нейтрофілів у периферичній крові хірургічних хворих
У середині ХХ ст. вченим Ріглером, у якості показника ступеня упорядкованості вторинної структури ДНК, був запропонований спеціальний коефіцієнт α, що представляє собою відношення інтенсивностей червоної (димерної, λ = 640 нм) і зеленої (мономерної, λ = 530 нм) люмінесценції АО. 

Відомо, що при збільшенні білоксинтетичних процесів у клітині інтенсивність люмінесценції (І) в спектрі 640 нм (І640 нм) підвищується, так як в ній збільшується кількість одноланцюгових НК. При зниженні метаболічної активності конденсація хроматину та його двохланцюговість збільшується, тому інтенсивність люмінесценції здвигається в максимум 530 нм. І попри те, що даний показник, запропонований Ріглером, сьогодні широко використовується у люмінесцентній мікроскопії при вивченні БСА імунокомпетентних клітин з використанням АО, слід зазначити, що α-параметр не можна вважати точним та коректним при визначенні БСА активно циркулюючих клітин крові [23, 72-73].
 Оскільки нейтрофіли циркулюють по периферичній крові організму, вони виходять з мітотичного циклу та  знаходяться в G0 стадії життєвого циклу. Цей  період характеризується загальним «станом спокою» клітини, при якому відсутні будь-які проліферативні процеси, синтез НК значно уповільнений та знаходиться на мінімальному рівні, а ДНК у ядрі максимально конденсується і стає генетично інертним (наростає дволанцюговість). Тому активність білоксинтетичної системи нейтрофілів визначається, в основному, кількістю вже заздалегідь напрацьованих ще в осілих тканинах (мієлоїдних та лімфоїдних органах) РНК. Отже, α-параметр є відношенням інтенсивності люмінесценції при максимумі 640 нм до інтенсивності люмінесценції при максимумі 530 нм і може бути низьким при високих значеннях I640 і I530, високим при низьких їхніх значеннях і однаковим у клітин із різної I640 і I530, що значно ускладнює інтерпретацію отриманих результатів у досліді. У цьому зв'язку α-параметр не дає однозначної характеристики функціональної активності конкретної клітини крові. 

Окрім цього, слабка інформативність α-параметра щодо білоксинтетичної функції клітин крові пояснюється ще і тим, що лейкоцити розрізняються за ступенем диференціювання. Так, сегментоядерні лейкоцити потрапляють у кров на кінцевих стадіях диференціювання, в той час як циркулюючі  лімфоцити у цьому відношенні гетерогенні. Велика їх частина може після зустрічі з антигеном вступати в мітотичний цикл, у якому знову ж таки  збільшується загальна частка одноланцюгових  НК (РНК флуоресціює при I640). У зрілих гранулоцитах, у яких синтетичні процеси НК мінімальні, підсилюється конденсація ДНК, у результаті чого і збільшується частка дволанцюгових НК, а отже інтенсивність люмінесценції при I530 збільшується і стає значно вище такої у порівнянні з лімфоцитами, хоча плоїдність хромосом (ДНК) обох типів клітин однакова.

Враховуючи той факт, що всі прояви метаболічної активності ДНК, що призвела до появи одноланцюгових НК, відбувались в короткий період часу при імуногенезі  ще в лімфоїдних органах, а всі продукти даної транскрипційної активності – різні види РНК (інформаційна, транспортна, рибосомальна), – зберігаються в ядрі й особливо в цитоплазмі клітини тривалий час, то стає очевидним, що  при вивченні функціональної  активності білоксинтетичної системи в клітинах периферичної крові об’єктивніше аналізувати I640 (флуоресценція одноланцюгових НК) замість α-параметра.

Для доказу вищевикладених думок було обстежено 15 хірургічних хворих, оперованих з причин пухлин головного мозку різної локалізації і етіології, всі досліджувані є репрезентативними за віком та об’ємом оперативних втручань. Обстеження проводили до операції і  після її закінчення. Групою порівняння служили 10 донорів крові, подібні з хворими віком. Препарати готували за наведеною методикою з лейкоконцентрату («відбитків»), рівень люмінесценції визначали на мікроспектрофлуориметрі-2 (МСФ-2). Отримані дані викладені в нижченаведених таблицях (таблиці 3.1.1 – 3.1.3).       
 Таблиця 3.1.1 – Характеристика активності білоксинтетичної системи нейтрофілів у периферичній крові хірургічних хворих
	Контингент, етапи обстеження, кількість обстежених
	Нейтрофіли

	
	I640
	I530
	α-параметр

	Донори

(10 осіб)
	0,38±
0,03
	5,68±
0,44
	0,07±0,01

	До операції

(15 осіб)
	0,45±
0,04
	6,22±
0,40
	0,06±0,01

	Після операції

(15 осіб)
	0,54±
0,04*
	6,39±
0,48
	0,09±0,02

	Р

1-2

1-3

2-3
	>0,05

<0,05

>0,05
	>0,05

>0,05

>0,05
	>0,05

>0,05

>0,05


Примітки:

1. І530 – інтенсивність люмінесценції при довжині хвилі 530 нм.
2. І640 – інтенсивність люмінесценції при довжині хвилі 640 нм.
3. α-параметр  – відношення І640  до І530 (І640/І530).
4. * – достовірно відрізняється від показників донорів.

З таблиці 3.1.1 видно, що навіть після сильного антигенного  і стресорного впливу на організм, яким супроводжується операція, α-параметр  у нейтрофілах периферичної крові не досягає достовірних різниць після операції в обстежених хворих, а також при порівнянні даного показника у донорів, внаслідок відсутності зміни показників I530 до і після операції.

Таблиця 3.1.2 – Характеристика активності білоксинтетичної системи нейтрофілів у периферичній крові хірургічних хворих, визначена за рівнем інтенсивності люмінесценції при довжині хвилі 640 нм (I640)

	Контингент, етапи обстеження, кількість осіб
	I640 нейтрофілів та фону разом
	I640 фону
	I640 нейтрофілів

	Донори

(10 осіб)
	0,77±0,05
	0,39±0,02
	0,38±0,04

	До операції

(15 осіб)
	0,85±0,06
	0,38± 0,02
	0,45±0,04

	Після операції

(15 осіб)
	0,95±0,06*
	0,41±0,02
	0,54±0,04*

	Р

1-2

1-3

2-3
	>0,05

<0,05

>0,05
	>0,05

>0,05

>0,05
	>0,05

<0,05

>0,05


Примітка. * – достовірно відрізняється від показників донорів.
Порівняно значні зрушення показників люмінесценції спостерігались  тільки в спектрі I640 (таблиця 3.1.2). У нейтрофілах різниці даного показника досягали критичних значень тільки між донорами і хворими після операції. Невелике збільшення I640 у нейтрофілах хворих після операції в порівнянні з вихідним рівнем не досягло рівня значимості (0,45 ± 0,04 і  0,54 ± 0,04 у.о. р > 0,05). Це пояснюється тим фактом, що нейтрофіли перебувають у кінцевій стадії диференціювання, в якій під час попередньої активності білоксинтетичної системи клітин у мієлоїдних та лімфоїдних органах, для виконання їх функцій вже напрацьовані специфічні структури і речовини.
 

Таблиця 3.1.3 – Показники середніх значень люмінесценції нейтрофілів периферичної крові онкологічних хворих
	№
	Тип      клітин
	Люмінесценція клітин,   у.о.

	
	
	I530
	I640
	α-параметр

	1
	Нейтрофіли
	3,70±

0,25*
	1,02±

0,10*
	0,30±

0,03*

	2
	Нейтрофіли (контроль)
	2,18±

0,12
	0,33±

0,02
	0,15±

0,01


Примітка. * – достовірно відрізняється від показників контролю.

Виходячи з результатів, наведених у таблиці 3.1.3, слід відзначити, що інтенсивність люмінесценції нейтрофілів крові онкохворих  значно перевершувала таку у контрольної групи ( I530 нм – 169,72%, I640 нм – 309,09%), причому найбільша різниця  по всіх показниках люмінесценції спостерігалася саме для I640 нм нейтрофілів. Нейтрофіли у нормі – це клітини на кінцевому етапі диференціювання з конденсованим хроматином та зі слідовою кількістю РНК у цитоплазмі, тому ядро такої клітини люмінесцює яскраво-зеленим світлом з високим рівнем світіння при I530 нм, а цитоплазма має низький рівень світіння при 640 нм (темно-зеленого кольору). Велика частина нейтрофілів у крові онкохворих мала червоне світіння цитоплазми. Тому збільшення люмінесценції нейтрофілів при 640 нм більш ніж у 3 рази можна трактувати як зрушення лейкоцитарної формули крові вліво (тобто має місце висока концентрація паличкоядерних лейкоцитів, що говорить про запальний процес) в результаті тривалої напруги та посиленого стресорного впливу на всю імунну систему. Крім того, α-параметр нейтрофілів крові онкохворих також перевершував контрольні значення і склав 200% від контрольного рівня.
Слід відзначити, що при дослідженнях в якості перетворювача сигналу використувався фотоелектронний помножувач (ФЕП). ФЕП – це електровакуумний пристрій, призначений для підсилення слабкого світлового сигналу й перетворення його в електричний. ФЕП вловлює світлорозсіювання (найчастіше – від ртутної лампи) і реєструє флюоресценцію, що свідчить про БСА нейтрофілів. АО в пофарбованих клітинах сприймає сигнал від джерела світла (ртутної лампи) та випромінює в більш довгохвильову частину спектру (530 та 640 нм)  за допомогою ФЕП.  Інтенсивність флуоресценції корелює зі здатністю мономерів АО до інтеркаляції між нуклеотидами НК у фіксованих препаратах і може бути кількісно виміряна за допомогою фотоелемента.  Коефіцієнт підсилення ФЕП досягає від 105 до 107. Особливо важливе таке підсилення у випадках, коли мають справу з дуже слабкими випромінюванням.

Проте, враховуючи ті проблеми, з якими ми зіткнулися у роботі з ФЕП (висока собівартість пристрою, складність необхідних маніпуляцій при дослідженнях) існує варіант, при якому ФЕП не потрібен, що значно полегшить дослідження: ФЕП замінюється на звичайну камеру, яка під’єднана до комп’ютера, а зображення передається безпосередньо на екран.  Далі зображення з препарату аналізується за допомогою програми GIMP (GNU Image Manipulation Program) – графічного редактора, що дає змогу кількісно оцінити інтенсивність флуоресценції фіксованого препарату, як зображено на рис. 3.1 
Крім того, експериментальним шляхом з’ясовано, що для майбутніх досліджень має сенс використовувати  мазки-відбитки для більшої концентрації імунокомпетентних клітин. Застосування мазків-відбитків при люмінесцентному аналізі з АО дозволяє підвищити оперативність люмінесцентного дослідження без утрати вірогідності і дозволяє рекомендувати цей спосіб як аналіз визначення оцінки імунної системи  пацієнта в клінічних дослідженнях.
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Рисунок 3.1 – Люмінесценція нейтрофілів крові, пофарбованих акридиновим оранжевим, зафіксована за допомогою оптичної фотокамери та графічного редактора GIMP
3.2. Динаміка показників загального аналізу крові хірургічних хворих за етапами дослідження, оперованих з приводу вертеброгенних уражень спинного мозку 

Більшісь авторів операційний стрес відносять до імуносупресивних впливів на організм хворого, так як він викликає тривалу реакцію нервової, ендокринної та імунної систем, зміни яких можуть зберігатися протягом декількох днів після операції [74].  
 За показниками периферичної крові оцінка імунологічного статусу  людини при хірургічному втручанні звичайно проводиться за показниками нейтрофілів та лімфоцитів периферичної крові. У рідкісних випадках буває можливим аналіз імунокомпетентних клітин з інших джерел (ліквор, плевральний ексудат та ін.). Тому встановлено, що аналіз отриманих даних на організменний рівень повинен проводитись з обліком міграційних можливостей нейтрофілів [72-74]. 
Для доказу вищевикладених думок було обстежено 15 хірургічних хворих з веретеброгенними ураженнями (вертеброгенні і кроніальні поразки: грижа дисків, корінцевий синдром, лівий хронічний гнійний мезотимпаніт, грижа міжпозвонкового диска, компресійний перелом С4-С5), всі досліджувані є репрезентативними за віком та об’ємом оперативних втручань. Обстеження проводили до операції і  після її закінчення. Групою порівняння служили 10 донорів крові, подібні з хворими за віком. Препарати готували за наведеною методикою з периферичної крові, рівень люмінесценції визначали на мікроспектрофлуориметрі-2 (МСФ-2). Отримані дані викладені в таблиці 3.2.1.
Аналізуючи кількісні та якісні показники лейкоцитарної активності в крові хірургічних хворих у ході операційного лікування, можна відзначити таку особливість: високий рівень варіювання показників і середнєквадратичного відхилення, максимальні значення яких спостерігалися на травматичних етапах операції (4-5) і в постопераційний період (6-7).  Даний факт можна пояснити тим, що, хоча імунна система реагує на операційний стрес стереотипно, але характер і напрямок міграції лімфоцитів залежать в основному від локалізації патології та операційного процесу. 
Результати загального аналізу крові хірургічних хворих, оперованих із приводу вертеброгенних уражень спинного мозку наведені в таблиці 3.2.1. 
Таблиця 3.2.1 – Формула крові хірургічних хворих (вертеброгенні ураження спинного мозку) за етапами обстеження

	Ета-пи

обс-тежен-ня
	Кіль-кість

лей-коци-
тів,
Г/л
	Формула крові

	
	
	Еози-нофі-ли,

%
	Нейтрофіли
	Моно-цити,

%
	Лімфоцити

	
	
	
	П,

%
	С,

%
	
	%
	Г/л

	1
	6,11±

0,32
	3,30±

0,13
	2,70±

0,17
	59,8±

2,67
	5,70±

0,27
	26,92±

1,86
	1,50±

0,13

	2
	4,98±

0,21*
	5,00±

0,15*
	4,67±

0,25*
	55,5±

2,68*
	5,75±

0,24
	25,27±

1,46
	1,41±

0,11

	3
	5,36±

0,26
	2,63±

0,12*
	4,00±

0,23*
	58,31±

4,19
	4,50±

0,25*
	28,5±

1,37*
	1,56±

0,10*

	4
	6,56±

0,37
	3,90±

0,11
	3,31±

0,19*
	62,19±

4,48
	4,69±

0,21*
	27,05±

1,68
	1,49±

0,12

	5
	9,39±

0,48*
	2,94±

0,09
	6,94±

0,32*
	65,69±

3,27*
	4,38±

0,32*
	19,92±

2,26*
	1,80±

0,17*

	6
	9,28±

0,56*
	1,31±

0,08*
	8,19±

0,38*
	68,75±

3,31*
	3,94±

0,15*
	19,26±

2,01*
	1,58±

0,19*

	7
	9,67±

0,62*
	2,56±

0,11*
	5,19±

0,21*
	67,5±

3,45*
	3,88±

0,19*
	21,46±

2,63*
	1,58±

0,20*


Примітки:

1. 1-й етап – контроль (вихідний стан).
2. 2-й етап – 30-40 хвилин після премедикації.
3. 3-й етап  –  через 30-40 хвилин після індукції та інтубації трахеї.
4. 4-й етап – травматичний етап  операції.
5. 5-й етап – кінець операції.
6. 6-й етап – наступний день після операції.
7. 7-й етап – тиждень після операції.
8. І530 – інтенсивність люмінесценції при довжині хвилі 530 нм.
9. І640 – інтенсивність люмінесценції при довжині хвилі 640 нм.
10. α-параметр – відношення І640 до І530.
11. * – достовірно відрізняється від показників контролю.
На контрольному етапі дослідження різко виражених порушень лейкоцитарної формули виявлено не було. Перерозподіл клітин білої крові на даному етапі є характерним для фази тривоги при розвитку загального адаптаційного синдрому (ЗАС) по Сельє [74]. 
Динаміка загальної кількості лейкоцитів збігається з такою у хворих з пухлинами головного мозку: зменшення на 2-ому етапі (81,51%) з наступним підвищенням аж до максимального значення на 7-ому (9,67±0,62), що відповідає 158,27% від вихідного рівня. Кінець операції (5 етап) також, як і в першій групі хворих характеризується різким достовірним збільшенням кількості лейкоцитів у порівнянні з попереднім етапом.
 Загальна кількість лейкоцитів, починаючи з третього етапу зростала аж до 7-ого (тиждень після операції), на якому досягало максимуму (158,26 %). Звертає на себе увагу різке достовірне збільшення кількості лейкоцитів наприкінці операції в порівнянні з попереднім етапом (9,39±0,48 і 6,56±0,37 відповідно). Розвиток  лейкоцитозу  в ході обстеження відбувалося в основному за рахунок нейтрофільозу. До кінця операції різке збільшення кількості лейкоцитів супроводжувалося достовірним зрушенням нейтрофільної формули вліво (ПЯН 161,17 %), що свідчить про напругу імунітету на 5-ому етапі.   До сьомої післяопераційної доби на фоні лейкоцитозу спостерігаються ознаки стабілізації у вигляді зниження зрушення формули крові вліво (109,56 % СЯН і 192,22 % ПЯН). 
3.3 Показники люмінесценції нейтрофілів крові оперованих хворих з вертеброгенними ураженнями

Таблиця 3.3.1 – Люмінесценція сегментоядерних нейтрофілів крові хірургічних хворих (вертеброгенні ураження спинного мозку) за етапами обстеження
	Показники люмінесценції
	Етапи обстеження

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	І530
	2,80±

0,15
	2,56±

0,13
	3,31±

0,17*
	2,58±

0,18
	2,78±

0,16
	3,45±

0,20*
	3,75±

0,22*

	І640
	0,37±

0,02
	0,26±

0,02*
	0,38±

0,03
	0,31±

0,02
	0,42±

0,03
	0,56±

0,03*
	0,21±

0,02*

	α-параметр
	0,12±

0,01
	0,10±

0,01
	0,11±

0,01
	0,12±

0,01
	0,14±

0,01
	0,16±

0,02*
	0,05±

0,0004*


Примітки:

1. 1-й етап – контроль (вихідний стан).
2. 2-й етап – 30-40 хвилин після премедикації.
3. 3-й етап  –  через 30-40 хвилин після індукції та інтубації трахеї.
4. 4-й етап – травматичний етап  операції.
5. 5-й етап – кінець операції.
6. 6-й етап – наступний день після операції.
7. 7-й етап – тиждень після операції.
8. І530 – інтенсивність люмінесценції при довжині хвилі 530 нм.
9. І640 – інтенсивність люмінесценції при довжині хвилі 640 нм.
10. α-параметр – відношення І640 до І530.
11. * – достовірно відрізняється від показників контролю.
   
Результати люмінесцентного аналізу лейкоцитів крові хірургічних хворих, оперованих з приводу вертеброгенних уражень спинного мозку,  наведені в таблиці 3.3.1. I640 нм у даної групи хворих статистично підвищувалась тільки на 6 етапі спостережень (0,56±0,03). Показник різко впав у значеннях на 7 етапі досліджень (0,21±0,02). 

Загальний огляд показників люмінесценції дозволяє зробити висновок, що, як і передбачалося, нейтрофіли є клітинами на кінцевому етапі диференціювання. В них ядро метаболічно неактивне, а всі синтетичні процеси визначаються набором РНК, який був накопичений у період їх гістогенезу в кістковому мозку. Тому зміна інтенсивності люмінесценції одноланцюгових нуклеїнових кислот (в основному цитоплазматичних РНК) відбувається ще на етапах диференціювання, ймовірно, під впливом активованих лімфоцитів та їх лімфокінів [23, 75].

Другий загальний висновок наступний: І530 на всіх етапах обстеження нейтрофілів статистично був відносно стабільним, що дозволяє зробити висновок, що ядра циркулюючих нейтрофілів метаболічно неактивні. У той же час, збільшення I640 нм у сегментоядерних нейтрофілах при інтенсифікації імунних реакцій можна трактувати як показник зрушення формули крові вліво – вихід у загальну рециркуляцію клітин з різним ступенем незавершеного диференціювання, отже, різний рівень I640 у морфологічно однорідній групі нейтрофілів свідчить про їх розходження за ступенем диференціювання і може стати додатковою ознакою активної реакції нейтрофілів.
4 ОХОРОНА ПРАЦІ

Охорона праці – це система законодавчих актів, соціально-економічних, організаційно-технічних, гігієнічних і лікувально-профілактичних заходів та засобів, що забезпечують безпеку, збереження здоров'я та працездатність людини у процесі праці.

Мета даного розділу – показати практичні вміння застосовувати теоретичні знання при виконанні кваліфікаційної роботи на тему «Модифікації люмінесцентного аналізу при визначенні активності нейтрофілів з використанням акридинового оранжевого». 

Експериментальна частина кваліфікаційної роботи складалася з кількох етапів: перший – засвоєння методів визначення БСА нейтрофілів в мазках периферичної крові, другий етап – статистичний та графічний аналіз отриманих даних за допомогою комп'ютера. 
При виконанні даної роботи можливі різного роду травми, такі як: термічні та хімічні опіки, електротравми, потрапляння хімічних і біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення задухи у лабораторії.

Перед початком роботи зі мною був проведений інструктаж з охорони праці науковим керівником за інструкціями № 296 та № 199 з Охорони праці та інструкцією № 62 з Пожежної безпеки. 

Підтвердженням проведення вищеперерахованих інструктажів є відповідні підписи у  журналі реєстрації інструктажів при роботі в лабораторіях на кафедрі фізіології, імунології і біохімії з курсом цивільного захисту та медицини.

Оскільки кваліфікаційна робота пов’язана з перебуванням у лабораторії, то мені довелося дотримуватись всіх правил. У лабораторії я ніколи не працював самотньо, так як наявність другої особи необхідна для надання допомоги при нещасних випадках. Працював у лабораторії у спеціальному та  зручному одязі, який не стримував рухів. Лабораторія – це окреме приміщення, в ньому формується свій мікроклімат, який впливає на здоров’я людини. Під оптимальними мікрокліматичними умовами розуміють такі сполучення характеристик мікроклімату, які забезпечують при систематичній дії нормальне функціонування організму, не напружуючи при цьому механізми терморегуляції. Показники, які характеризують мікроклімат: відносна вологість повітря, температура повітря, швидкість руху повітря, атмосферний тиск [76].

Згідно з діючими в нашій країні нормативними документами, у холодні періоди року: 

а) температура повітря повинна складати 22-24°C;

б) швидкість його руху – 0,1 м/с;

в) відносна вологість повітря – 40-60%.
В теплі пори року: 

а) температура повітря дорівнює 23-25 °C;

б) швидкість його руху – 0,1-0,2 м/с;

в) вологість – 40-60%. 

Температура повітря була оптимальною (18-24 оС). Відхилення температури може приводити до порушень роботи організму людини. Відносна вологість повітря була така як в навколишньому середовищі. При підвищенні відносної вологості існує ймовірність порушення тепловіддачі і зниження працездатності людини. Оптимальна швидкість руху повітря у приміщенні – 0,25-0,3 м/с. 

Атмосферний тиск в лабораторії такий як і в навколишньому середовищі. Оптимальним вважають атмосферний тиск 760 мм.рт.ст. Людина ж може виконувати роботу в інтервалі 550 – 950 мм.рт.ст. [77]. 

Важливу роль при роботі в лабораторії має провітрювання. Склад повітря: кисень – 20,93%; вуглекислий газ – 0,04%; азот – 78,08 %; інертні гази – 0,94%. Провітрювання  необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу. Щоб запобігти переохолодженню та пов’язаних з цим захворювань надмірних протягів не влаштовував. 

Освітлення – використання світлової енергії сонця та штучного освітлення для забезпечення нормального зорового сприйняття. Світло необхідно для збереження здоров’я та для підтримки високої продуктивності праці. При виконанні своєї роботи я використовував природне освітлення та штучне освітлення. Природне – створюється природними джерелами –  сонячними променями і світлом небозводу. Штучне – створюється електроприладами. Відповідно до норми освітлення повинно бути 400 лк, але можуть бути і зміни цього показника в залежності від роботи. Припустимі мікрокліматичні умови не повинні порушувати стан здоров’я людини [78]. Я працював в лабораторії в комфортних умовах.

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

Дотримувався  правил протипожежної безпеки. При виникненні пожежі, в першу чергу, дії повинні бути спрямованні на забезпечення безпеки та евакуації людей. При виявленні пожежі необхідно вимкнути від енергопостачання прилади та обладнання; приступити до гасіння пожежі первинними засобами пожежегасіння, а при неможливості здійснення даних дій, вийти із приміщення, щільно зачинити за собою двері та вікна щоб запобігти приливу свіжого повітря, що сприятиме швидкому поширенню вогню. Негайно викликати пожежну охорону .

У разі виникнення непередбаченої екстремальної ситуації зміг би застосувати знання, отриманні при вивченні охорони праці,  надати медичну допомогу у разі потреби, знаючи, що перша медична допомога потерпілим повинна надаватись негайно та правильно. У всіх випадках потерпілому забезпечується спокій, приток свіжого повітря. При роботі в лабораторії можуть виникати травми різного характеру внаслідок невмілого використання приладів та ін. Будь-яку рану очищують від забруднення, змазують краї настойкою йоду (рану промивати водою не можна), її дезінфікують 3% розчином перекису водню, накладають стерильну пов’язку. При роботі в лабораторії можуть виникати термічні опіки 1-го, 2-го і навіть 3-го та 4-го ступенів. Допомога при термічних опіках 1-го, 2-го ступеня: зняти обгорілі куски одягу, обробити обпечену поверхню 96% спиртом та накласти пов’язку з протиопіковою маззю [78-82].

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

При проведенні дослідження працював у гумових рукавичках, мив руки після проведення експерименту, так як досліджувані могли мати шкірні захворювання. Дослід пов’язаний із застосуванням функціональних проб, які здатні викликати перевантаження організму і загострення прихованих форм хронічних захворювань [83].

Враховуючи те, що для оформлення даної роботи неможливо обійтись без комп’ютерної техніки, я дотримувався при роботі певних правил.

Робоче місце – це обладнаний технічними засобами (засобами відображення інформації, органами управління, допоміжним обладнанням) простір, де здійснюється діяльність виконавця (або групи виконавців). Вимоги до освітлення для візуального сприймання користувачами інформації з двох різних носіїв (з екрана ПК та паперового носія) різні. Надто низький рівень освітленості погіршує сприймання інформації при читанні документів, а надто високий призводить до зменшення контрасту зображення знаків на екрані. При 10% зменшенні освітленості працездатність знижується на 1%. Освітленість можна варіювати від 300 до 700 лк. Оптимальною освітленістю робочих приміщень для роботи з відеотерміналом є освітленість від 300 до 500 лк. Відношення яскравості екрану комп'ютера до яскравості оточуючих його поверхонь не повинно перевищувати у робочій зоні 3:1.

Враховуючи, що тривала робота з комп’ютером призводить до іонізації приміщення позитивними та негативними іонами, я через кожну годину на 20 хвилин робив перерви. В цей час провітрювалась кімната. Так як робота з комп’ютером є роботою з тривалим перебуванням в фіксованій позі, я виконував під час перерви фізичні вправи та вправи для очей [80, 84]. 
При виконанні робіт на комп'ютерах необхідно дотримуватись вимог загальної та даної інструкції з охорони праці.

До самостійної роботи на комп'ютерах допускаються особи, які пройшли медичний огляд, навчання по професії, вступний інструктаж з охорони праці та первинний інструктаж з охорони праці на робочому місці. В подальшому вони проходять повторні інструктажі з охорони праці на робочому місці один раз на півріччя, періодичні медичні огляди один раз на два роки.

Основним обладнанням робочого місця користувача комп'ютера є монітор, системний блок та клавіатура.

Робочі місця мають бути розташовані на відстані не менше 1,5 м від стіни з вікнами, від інших стін на відстані 1м, між собою на відстані не менше 1,5 м. Відносно вікон робоче місце доцільно розташовувати таким чином, щоб природне світло падало на нього збоку, переважно зліва.

Робочі місця слід розташовувати так, щоб уникнути попадання в очі прямого світла. Джерела освітлення рекомендується розташовувати з обох боків екрану паралельно напрямку погляду. Для уникнення світлових відблисків екрану, клавіатури в напрямку очей користувача, від світильників загального освітлення або сонячних променів, необхідно використовувати антиполискові сітки, спеціальні фільтри для екранів, захисні козирки, на вікнах – жалюзі.

Фільтри з металевої або нейлонової сітки використовувати не рекомендується, тому що сітка спотворює зображення через інтерференцію світла. Найкращу якість зображення забезпечують скляні поляризаційні фільтри. Вони усувають практично всі відблиски, роблять зображення чітким і контрастним.

При роботі з текстовою інформацією (в режимі введення даних та редагування тексту, читання з екрану) найбільш фізіологічним правильним є зображення чорних знаків на світлому (чорному) фоні. Монітор повинен бути розташований на робочому місці так, щоб поверхня екрана знаходилася в центрі поля зору на відстані 400-700 мм від очей користувача. Рекомендується розміщувати елементи робочого місця так, щоб витримувалася однакова відстань очей від екрана, клавіатури, тексту.

Зручна робоча поза при роботі з комп'ютером забезпечується регулюванням висоти робочого столу, крісла та підставки для ніг. Раціональною робочою позою може вважатися таке положення, при якому ступні працівника розташовані горизонтально на підлозі або підставці для ніг, стегна зорієнтовані у горизонтальній площині, верхні частини рук –вертикальні. Кут ліктьового суглоба коливається в межах 70-90°, зап'ястя зігнуті під кутом не більше ніж 20°, нахил голови 15-20°.

Для нейтралізації зарядів статичної електрики в приміщенні, де виконується робота на комп'ютерах, в тому числі на лазерних та світлодіодних принтерах, рекомендується збільшувати вологість повітря за допомогою кімнатних зволожувачів. Не рекомендується носити одяг з синтетичних матеріалів.

Згідно статті 18 Закону України ”Про охорону праці” я дотримувався таких правил:
а) знати і виконувати вимоги нормативних актів про охорону праці, правила поводження з устаткуванням та іншими засобами виробництва, користуватися засобами колективного та індивідуального захисту;

б) дотримуватись зобов'язань щодо охорони праці, передбачених колективним договором та правилами внутрішнього трудового розпорядку підприємства;

в) співробітничати з власником у справі організації безпечних і нешкідливих умов праці, особисто вживати посильних заходів щодо усунення будь-якої виробничої ситуації, яка створює загрозу його життю чи здоров'ю, або людей, які його оточують, повідомляти про небезпеку свого безпосереднього керівника або іншу посадову особу [82-85].

Відповідно до вимог безпеки перед початком роботи я дотримувався наступних правил:
а) увімкнути систему кондиціювання в приміщенні;

б) перевірити надійність встановлення апаратури на робочому столі. Повернути монітор так, щоб було зручно дивитися на екран – під прямим кутом (а не збоку) і трохи зверху вниз, при цьому екран має бути трохи нахиленим, нижній його край ближче до оператора;

в) перевірити загальний стан апаратури, перевірити справність електропроводки, з'єднувальних шнурів, штепсельних вилок, розеток, заземлення захисного екрана;

г) відрегулювати освітленість робочого місця;

д) відрегулювати та зафіксувати висоту крісла, зручний для користувача нахил його спинки;

е) приєднати до системного блоку необхідну апаратуру. 

Усі кабелі, що з'єднують системний блок з іншими пристроями, слід вставляти та виймати при вимкненому комп'ютері.
а) ввімкнути апаратуру комп'ютера вимикачами на корпусах в послідовності: монітор, системний блок, принтер (якщо передбачається друкування); 

б) відрегулювати яскравість свічення монітора, мінімальний розмір світної точки, фокусування, контрастність.

Під час виконання роботи за комп’ютером я дотримувався таких вимог безпеки:
а) необхідно стійко розташовувати клавіатуру на робочому столі, не опускати її хитання; під час роботи на клавіатурі сидіти прямо, не напружуватися;

б) для забезпечення несприятливого впливу на користувача пристроїв типу «миша» належить забезпечувати вільну велику поверхню столу для переміщення «миші» і зручного упору ліктьового суглоба;

в) не дозволяються сторонні розмови, подразнюючі шуми [79, 82].

Техніка безпеки перед початком роботи в лабораторії:
а) перевдягтись у спеціальний одяг, щоб зачистити одяг і шкіру від хімічних реактивів;
б) вішати особистий одяг та спец. одяг у різних шафах;
в) волосся цілком закрити ковпаком або косинкою, або затягти косинкою;
г) не зашпилювати голками та булавками спеціальний одяг, не тримати у кишенях гострі та скляні предмети, які б’ються;
д) оглянути робоче місце, перевірити наявність реактивів, інструменту, хімічного посуду, перевірити його цілісність;
е) оглянути обладнання і перевірити: наявність та справність заземлення та справність обладнання;
є) ввімкнути у всіх приміщеннях вентиляцію.

Техніка безпеки під час роботи:
а) при роботі з кислотами, лугами, реактивами та білогочним матеріалом забороняється засмоктувати рідину у піпетку ротом. Для набирання рідини у піпетку використовувати гумові груші з трубками;
б) відкривати посуд з концентрироварими кислотами, лугом та іншими реактивами, готувати реактиви дозволяється тільки у витяжній шафі з вімкненою вентиляцією;.

в) при користуванні реактивами не допускати їх розлиття;
г) роботу з кислотами, лугами та іншими шкідливими речовинами проводити у витяжній шафі;
д) використовувати реактиви з чіткими надписами;
е) реактиви зберігати в посуді, яка герметично закрита;
є) використовувати в роботі тільки цілий хімічний посуд;
ж) забороняється пробувати на смак та вдихати невідомі речовини;
з) при роботі на приладах знати та строго додержуватись інструкції, які додаються до приладу;
и) взяття крові та іншого біологічного матеріалу проводити тільки в рукавичках;
і) розбір і дослідження біологічного матеріалу проводити тільки в рукавичках;
й) чітко додержуватись і виконувати інструкції по дезрежиму, для запобігання зараження вірусним гепатитом та СНІДом.

Техніка безпеки після закінчення роботи:
а) протерти стіл дезрозчином, продезінфікувати рукавички, піпетки, кювети та інше;
б) виключити електрообладнання та апарати від джерела постачання;
в) повідомити керівнику про виконану роботу [78, 81-84].
Отже, знання правил техніки безпеки допомогло мені уникнути      травмування під час написання моєї роботи. Таким чином, знаючи основні заходи безпеки при роботі в лабораторії і при використанні комп’ютерної техніки, я звів  до мінімуму ризик появи будь-якого виду травм під час написання кваліфікаційної роботи.  
ВИСНОВКИ
1. Після інтерпретації отриманих результатів встановив, що навіть після сильного антигенного  і стресорного впливу на організм, яким супроводжується операція, α-параметр у нейтрофілах периферичної крові не досягає достовірних різниць після операції в обстежених хворих, а також при порівнянні даного показника у донорів, внаслідок відсутності зміни показників I530 до і після операції. 
2. Проаналізувавши результати дослідів можна зробити висновок, що найбільш інформаційно повним та об'єктивним показником динаміки інтенсивності люмінесценції нейтрофілів, оброблених АО, є рівень I640, що відбиває активність білоксинтетичної системи лейкоцитів крові, а вивчення показників БСА нейтрофілів має значення в комплексному аналізі і діагностиці імунодефіцитних станів, зокрема рецидивних гнійно-запальних процесів, а також схильності до післяопераційних ускладнень.
3. У нейтрофілах різниці I640 досягали критичних значень тільки між донорами і хворими після операції. Невелике збільшення I640 у нейтрофілах хворих після операції в порівнянні з вихідним рівнем не досягло рівня значимості. Це пояснюється тим фактом, що нейтрофіли перебувають у кінцевій стадії диференціювання, в якій під час попередньої активності білоксинтетичної системи клітин у мієлоїдних та лімфоїдних органах, для виконання їх функцій вже були напрацьовані специфічні структури і речовини. Збільшення люмінесценції нейтрофілів при 640 нм більш ніж у 3 рази можна трактувати як зрушення лейкоцитарної формули крові вліво (тобто має місце висока концентрація паличкоядерних лейкоцитів, що говорить про запальний процес) в результаті тривалої напруги та посиленого стресорного впливу на всю імунну систему. 
4. Загальний аналіз крові оперованих хворих з веретебогенними ураженнями встановив, що кінець операції (5 етап) також, як і в першій групі хворих характеризується різким достовірним збільшенням кількості лейкоцитів у порівнянні з попереднім етапом. Загальна кількість лейкоцитів, починаючи з третього етапу зростала аж до 7-ого (тиждень після операції), на якому досягло максимуму (158,26 %). Розвиток  лейкоцитозу  в ході обстеження відбувався в основному за рахунок нейтрофільозу. До кінця операції різке збільшення кількості лейкоцитів супроводжувалося достовірним зрушенням нейтрофільної формули вліво (ПЯН 161,17 %), що свідчить про напругу імунітету на 5-ому етапі.   
5. Загальний огляд показників білоксинтетичної активності нейтрофілів крові оперованих хворих з вертеброгенними ураженнями дозволяє зробити висновки про те, що нейтрофіли є клітинами на кінцевому етапі диференціювання, тому зміна інтенсивності люмінесценції одноланцюгових нуклеїнових кислот (в основному цитоплазматичних РНК) відбувається ще на етапах диференціювання, ймовірно, під впливом активованих лімфоцитів та їх лімфокінів. Другий загальний висновок можна зробити наступний: І530 на всіх етапах обстеження нейтрофілів статистично був відносно стабільним, що дозволяє зробити висновок, що ядра циркулюючих нейтрофілів метаболічно неактивні. У той же час, збільшення I640 нм у сегментоядерних нейтрофілах при інтенсифікації імунних реакцій можна трактувати як показник зрушення формули крові вліво – вихід у загальну рециркуляцію клітин з різним ступенем незавершеного диференціювання. 
6. Шляхом експериментальних досліджень встановлене підвищення об’єктивності та ефективності люмінесцентних досліджень нейтрофілів крові за допомогою графічного редактору GIMP порівняно з фотоелектронним помножувачем (ФЕП).
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Слід відзначити, що на початку досліджень в якості перетворювача сигналу використувався фотоелектронний помножувач (ФЕП), а далі –графічний редактор GIMP. ФЕП – це електровакуумний пристрій, призначений для підсилення слабкого світлового сигналу й перетворення його в електричний. ФЕП вловлює світлорозсіювання (найчастіше – від ртутної лампи) і реєструє флюоресценцію, що свідчить про БСА нейтрофілів. АО в пофарбованих клітинах сприймає сигнал від джерела світла (ртутної лампи) та випромінює в більш довгохвильову частину спектру (530 та 640 нм)  за допомогою ФЕП.  
Проте, враховуючи ті проблеми, з якими ми зіткнулися у роботі з ФЕП (висока собівартість пристрою, складність необхідних маніпуляцій при дослідженнях) існує варіант, при якому ФЕП не потрібен, що значно полегшить дослідження: ФЕП замінюється на звичайну камеру, яка під’єднана до комп’ютера, а зображення передається безпосередньо на екран.  Далі зображення з препарату аналізується за допомогою програми GIMP (GNU Image Manipulation Program) – графічного редактора, що дає змогу кількісно оцінити інтенсивність флуоресценції фіксованого препарату.  

Крім того, експериментальним шляхом з’ясовано, що для майбутніх досліджень дійсно має сенс продовжувати використовувати  мазки-відбитки для більшої концентрації імунокомпетентних клітин, оскільки застосування мазків-відбитків при люмінесцентному аналізі з АО дозволяє підвищити оперативність люмінесцентного дослідження без утрати вірогідності і дозволяє рекомендувати цей спосіб як аналіз визначення оцінки імунної системи  пацієнта в клінічних дослідженнях.
Результати досліджень можуть бути використані у педагогічному процесі при викладанні дисциплін «Імунологія» та «Імунологічні методи лабораторної діагностики».
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