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РЕФЕРАТ
Робота викладена на 82 сторінках друкованого тексту, містить 6 таблиць та 16 рисунків у додатках. Список літератури включає 79 джерел.
Об’єкт дослідження ‒ венозна кров жінок, хворих на гострий панкреатит.
Мета роботи – дослідження гематологічних показників та стану ключових кисеньзалежних та кисеньнезалежних метаболічних систем нейтрофілів крові у жінок – мешканок м. Запоріжжя, хворих на гострий панкреатит.

Методи дослідження – цитохімічні, гематологічні та статистичні.
У результаті дослідження встановлено, що при гострому панкреатиті у жінок активність мієлопероксидази знижується, а після лікування зростає, в той час як рівень катіонних білків змінюється навпаки, що свідчить про участь кисеньзалежної метаболічної системи нейтрофілів при запаленні підшлункової залози і зростанні ролі кисеньнезалежної метаболічної системи наприкінці лікування. При гострому панкреатиті зростає ШОЕ та загальна кількість лейкоцитів за рахунок паличко- та сегментоядерних нейтрофілів. 
Новизна роботи – вперше проводиться дослідження активності мієлопероксидази та рівня катіонних білків у нейтрофілах крові, поряд із гематологічними показниками, у жінок – мешканок промислового м. Запоріжжя, хворих на гострий панкреатит.
Значущість роботи – дослідження стану метаболічних систем нейтрофілів крові при гострому панкреатиті дозволяє їх використовувати як додатковий діагностичний та прогностичний критерій при оцінюванні ступеня тяжкості захворювання поряд із гематологічними показниками.
Отримані результати можуть бути використані терапевтичними медичними закладами для більш прицільного проведення лікарської терапії.

ГОСТРИЙ ПАНКРЕАТИТ, МІЄЛОПЕРОКСИДАЗА, КАТІОННІ БІЛКИ, ГЕМАТОЛОГІЧНІ ПОКАЗНИКИ.
ABSTRACT

The work is presented on 82 printed pages, contains 6 tables and 16 diagrams in applications. List of references includes 79 sources. 
Object of research – venous blood of women with acute pancreatitis.

Work’s purpose – studying of hematologic indexes and condition of oxygen-dependent and oxygen-independent metabolic systems of neutrophils in women - residents of Zaporizhzhya, with acute pancreatitis.

Methods of research – cytochemical, hematological and statistical.
The study found that in acute pancreatitis in women the activity of myeloperoxidase decreases, and after treatment increases, while the level of cationic proteins varies on the contrary, indicating the participation of the oxygen-dependent metabolic system of neutrophils in inflammation of the pancreas and the growth of the role of the oxygen-independent metabolic system at the end of treatment. In acute pancreatitis, ESR and total leukocyte counts are increased due to rod-like and segmented neutrophils.
Work's novelty – for the first time the activity of myeloperoxidase and the level of cationic proteins in blood neutrophils is studied, along with hematological parameters indexes, in women - residents of industrial city of Zaporozhye, patients with acute pancreatitis.
Work's significance – study of the status of metabolic systems of blood neutrophils in acute pancreatitis allows them to be used as an additional diagnostic and prognostic criterion in assessing the severity of the disease, along with hematological indexes.
The obtained results can be used by therapeutic medical institutions for more sophisticated therapeutic treatment.

ACUTE PANCREATITIS, MYELOPEROXIDASE, CATIONIC PROTEINS, HEMATOLOGIC INDEXES.
ЗМІСТ
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ, ОДИНИЦЬ, СКОРОЧЕНЬ І ТЕРМІНІВ

ГП – гострий панкреатит

КБ – катіонні білки

МПО (МРО) – мієлопероксидаза 

НГ – нейтрофільні гранулоцити

ПЗ – підшлункова залоза
ШОЕ – швидкість осідання еритроцитів

ПЯН – паличкоядерні нейтрофіли

СЯН – сегментоядерні нейтрофіли
ВСТУП

Гoстрий панкреатит (ГП) – це важкий запальний процес, викликаний хімічною травмою підшлункової залози (ПЗ) і дією активованих панкреатичних ферментів, що призводить до аутолізу паренхіми органу і парапанкреатичних тканин, супроводжується некрозом ацинарної тканини і жирової клітковини, що оточує підшлункову залозу [1]. При гострому панкреатиті активовані ферменти підшлункової залози виступають в якості первинних факторів агресії, спочатку надаючи місцеву дію і тільки потім проникаючи в заочеревинний простір, черевну порожнину, печінку, кровотік, надаючи дію на системному рівні [2].
Гострий панкреатит у сучасній хірургічній практиці посідає третє місце за поширеністю, поступаючись лише гострому апендициту та гострому холециститу. У 15-20% випадків гострий панкреатит має важкий перебіг. Летальність від важких форм гострого панкреатиту складає від 30 до 70% та не має тенденції до суттєвого зниження  протягом багатьох років [3, 4]. 

Широкий діапазон летальності обумовлений рядом причин, а саме: несвоєчасною діагностикою, відсутністю єдиних поглядів на форми захворювання, проведення терапії без урахування важкості стану хворого, проведення необумовлених за часом або обсягом хірургічних втручань [5].

Для оптимізації лікувальної тактики важливо визначення критичних значень легко вимірюваних параметрів, які відображають характер порушення функції життєво важливих органів хворого на гострий панкреатит [6].
Лейкоцити відіграють найважливішу роль в організмі – вони забезпечують захист від різних шкідливих мікроорганізмів, поглинаючи і знешкоджуючи чужорідні частинки. Тому, спостерігаючи за поведінкою цих клітин, можна виявити будь-який запальний процес.
Від стану функціональної активності нейтрофілів периферичної крові залежить як масштаб ураження підшлункової залози і позачеревневої клітковини, так і частота розвитку гнійно-септичних ускладнень [7]. У стані гіперактивації нейтрофіли здатні пошкоджувати тканину, що не порушена патологічним процесом [8]. Масивна запальна реакція з формуванням нейтрофильного інфільтрату посилює тканинні ушкодження не тільки секрецією прозапальних цитокінів, а й екзоцитозу нейтрофільними лейкоцитами лізосомальних ферментів і активних форм кисню [9].
Мієлопероксидаза (МПО) – маркерний фермент азурофільних гранул нейтрофільних лейкоцитів. Після активації нейтрофілів відбувається їх дегрануляция і вихід мієлопероксидази або в фагосому, або в позаклітинний простір [10]. Хоча основна функція мієлопероксидази нейтрофілів – захист від зовнішньої інфекції, при деяких умовах вона може викликати пошкодження власних тканин організму. Як показник активності нейтрофілів, мієлопероксидаза може служити маркером інтенсивності запальних процесів.

Неферментні катіонні білки (КБ), що володіють антибактеріальними властивостями, локалізуються в цитоплазмі нейтрофільних лейкоцитів. Їх дія не залежить від мієлопероксидази і перекису водню і пов'язана з розщепленням пептидних зв'язків білків бактеріальної клітинної стінки, в якій при цьому виникають розриви і різкі зміни.
Роль нейтрофільних лейкоцитів у розвитку гострого панкреатиту до теперішнього часу залишається остаточно невивченою. Встановлено, що інфільтрація нейтрофілами підшлункової залози – ключова подія у розвитку панкреатиту [11]. 
Метою роботи було дослідження гематологічних показників та стану ключових кисеньзалежних та кисеньнезалежних метаболічних систем нейтрофілів крові у жінок – мешканок м. Запоріжжя, хворих на гострий панкреатит.
Вказана мета реалізувалась вирішенням наступних завдань:
1) дослідити гематологічні показники у жінок на початку та після лікування гострого панкреатиту;

2) визначити стан активності МПО та рівень КБ на початку та після лікування гострого панкреатиту;

3) визначити кількість МПО та КБ позитивних нейтрофілів на початку захворювання та після лікування гострого запалення підшлункової залози;

4) виявити ступінь інтенсивності специфічного забарвлення нейтрофільних гранулоцитів: з негативною реакцією (-), слабкопозитивною (+), позитивною (++) та різко позитивною реакцією (+++).
Об’єкт дослідження – венозна кров жінок, хворих на гострий панкреатит.
Предмет дослідження – гематологічні показники, мієлопероксидаза та катіонні білки нейтрофілів крові.

Новизна роботи – вперше проводиться дослідження активності мієлопероксидази та рівня катіонних білків у нейтрофілах крові, поряд із гематологічними показниками, у жінок – мешканок промислового м. Запоріжжя, хворих на гострий панкреатит.

Практичне значення: отримані дані можуть бути використані медичними закладами для більш ретельного проведення лікарської терапії з метою попередження різних ускладнень.
Матеріали роботи були представлені на таких конференціях: II міжнародна наукова конференція «Сьогодення біологічної науки» (Суми, 2018), XV міжнародна наукова конференція cтудентів і аспірантів присвячена 135 річниці від дня народження Я. Парнаса «Молодь і поступ біології» (Львів, 2019), міжнародна науково-практична конференція «Наукові відкриття та фундаментальні наукові дослідження: світовий досвід» (Полтава, 2019).
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Гострий панкреатит: етіологія та патогенез
Гострий панкреатит – первинно асептичне запалення демаркаційного характеру, в основі якого лежать процеси некробіозу панкреатоцитів, ферментної, оксидантної аутоагресії з наступним розвитком некрозу, дегенерації підшлункової залози, ураженням життєво важливих органів і наступним приєднанням гнійної інфекції [12]. 
Найчастіше ГП розвивається на фоні жовчнокам’яної хвороби, хронічного алкоголізму. Серед інших причин – травматичні ушкодження ПЗ, хірургічні втручання на ПЗ і органах біліопанкреато-дуоденальної зони, вживання різноманітних ліків і отрут, ряд тяжких інфекційних захворювань, паразитарні і пухлинні обструкції, а також вроджені аномалії розвитку протокової системи, атеросклеротичні ураження судинної системи ПЗ, гіперпаратиреоїдоз, деякі дисметаболічні порушення [13]. 

Найбільш тяжкі форми ГП розвиваються при поєднанні 3-х факторів:
1) гострої внутрішньопротокової гіпертензії;
2) гіперсекреції ацинарних клітин;
3) внутрішньоканальцевої активації панкреатичних ферментів [14].
Таким чином, причинні фактори ГП необхідно поділяти на дві основні групи: утруднення відтоку панкреатичного соку (внутрішньопротокова гіпертензія) і первинне ураження ацинарних клітин (первинно-ацинарна форма).
В звязку с цим розглядают гіпертензійно-протоковий і первинно- ацинарний ГП [15].
Гостра жовчно-панкреатична протокова гіпертензія і рефлюкс жовчі в

протоки ПЗ виникають при блокаді фатерового сосочка, що розвивається при спазмі і дискінезії сфінктера Одді, холедохолітіазі, запальних і рубцевих звуженнях папіли та ін. Спазм сфінктера Одді може бути наслідком різних нервово-рефлекторних впливів з рецепторів гепато-гастро-дуоденальної зони. Травма цієї зони під час оперативних вручань на жовчовивідних шляхах, шлунку, голівці ПЗ може закінчуватись виникненням гострого післяопераційного панкреатиту [16].
Крім біліарно-панкреатичного рефлюксу причиною панкреатиту може бути дуодено-панкреатичний рефлюкс. Якщо в першому випадку панкреатичні ферменти активуються жовчю, то в другому активатором є ентерокіназа. Надходження дуоденального вмісту в панкреатичні протоки можливо при зіянні фатерового сосочка і підвищенні інтрадуоденального тиску [17]. Підвищений тиск у ДПК може спостерігаться при дуоденостазі, механічній дуоденальній непрохідності, що викликана кільцеподібною ПЗ, рубцевим стенозом, пухлиною, виразковою хворобою шлунку, артеріомезентериальної непрохідністю.
Гостра панкреатична гіпертензія, як причина ГП, в умовах гіперсекреції розвивається при гострій чи хронічній непрохідності панкреатичних проток. Ці види непрохідності викликаються уродженими і набутими деформаціями і звуженнями, метаплазією епітелію, закупоркою протоки слизом, замазкою і каменями, а також стисненням їх поза- або внутрішньопанкреатичними утвореннями [18].

Причинними факторам первинно-ацинарного ГП, що діють в умовах нормального внутрішньопротокового тиску і викликають первинне ураження ацинарних клітин є: порушення кровообігу в ПЗ, алергія, метаболічні порушення, гормональні зрушення, різні токсичні впливи, інфекції і травма [19].

Роль аліментарного фактора в походженні ГП може бути розглянута в 3-х аспектах:
1) білки, жири, алкоголь і ін. викликають виражену секрецію панкреатичного соку, багатого білком і бідного бікарбонатами, що при неадекватному відтоку може служити причиною розвитку аліментарного панкреатиту;
2) посилена секреторна діяльність ацинарних клітин при надмірних харчових навантаженнях чи подразненнях білководефіцитним харчуванні супроводжується незворотними ушкодженнями внутрішньоклітинних утворень і розвитком метаболічного панкреатиту;
3) надмірне вживання переважно білкової і жирної їжі викликає сенсибілізацію організму білковими метаболітами, що створює сприятливі умови для розвитку алергічного панкреатиту [20]. 

У деяких випадках ГП з'являється в жінок під час вагітності або в ранньому післяпологовому періоді. Це, крім порушення функцій жовчовивідної системи, зумовлено ще і гормональною перебудовою організму в даному періоді, що протікає з явищами токсикозу, і порушенням кровопостачання в ПЗ [21].
Явища гострого ферментного ендотоксикозу, за рахунок внутрішньопротокової гіпертензії, порушенням цілосності ацинарних протоків і ухиленням панкреатичних ферментів у циркуляцію, призводять до розвитку вираженого больового абдомінального синдрому і синдрому поліорганної недостатності [22]. Спланхнічна система одна з перших реагує на зниження серцевого викиду, гіповолемію, внутрішньолегеневе і периферичне шунтування. Зменшується інтестинальна перфузія, печінковий кровотік, порушується бар’єрна, моторна, нутрітивна функція кишечника з послідуючою мікробною транслокацією і розвитком ентеротоксикозу, тобто неконтрольованої активації клітин імунної системи, внаслідок якої зростає утворення туморонекротичних факторів, інтерлейкінів та інших цитокінів [23].

Знижується роль печінки у процесах затримки метаболітів, цитокінів, бактерій, токсинів. Токсини стимулюють утворення зіркоподібними ретикулоендотеліоцитами цитокінів, активують лейкоцити, їх адгезію і трансміграцію, що призводить до пошкодження ендотелію судин, порушення

мікроциркуляції і метаболізму у різних органа [24].

Панкреатична інфекція є причиною смерті 40-47% хворих панкреонекрозом. При бактеріоскопічному дослідженні гнійників й інфікованих секвестрів ПЗ у більшості випадків виявляють аеробно- анаеробну мікстінфекцію. Серед грампозитивних мікроорганізмів виявляють: Staphylococcus aureus – 44,5%, Enterjcoccus faecealis – 22,2%, Staphylococcus epidermidis – 11,1%, Streptococcus – 11,1%, Streptococcus pneumonia – 11,1%. Грамнегативна флора представлена: Enterobacter spp. – 37,5% Pseudomonas aeruginosa – 37,5%, Proteus mirabilis – 12,5%, Escherichia coli – 12,5% [25].
1.2 Зміни показників крові при гострому панкреатиті

Вважається, що амілаземія є класичним раннім тестом, який підтверджує діагноз гострого панкреатиту. Однак, при важких формах гострого панкреатиту рівень амілази сироватки крові може незначно підвищуватись або залишатись у межах норми. 
При гострому панкреатиті також зростає активність ліпази, трипсину сироватки крові [26].
У хворих може спостерігатися гіпербілірубінемія, яка пов’язана не тільки з механічним фактором, але й з пошкодженням паренхіми печінки внаслідок її гіпоксичного або токсичного ураження. Крім того, при гострому панкреатиті, особливо важкому його перебігу, спостерігається підвищення активності амінотрансфераз, лактатдегідрогенази і лужної фосфатази, які не завжди корелюють з рівнем білірубінемії.
Виявляються і зміни у вуглеводному обміні. У 20-40% хворих може спостерігатися гіперглікемія [26]. Розвиток гіперглікемії пов'язаний не тільки з ураженням острівцевого апарату підшлункової залози, але й з порушенням окислення основних енергетичних субстратів у паренхімі печінки. 
Гострий панкреатит супроводжується гіпо- і диспротеїнемією. Тривала гіпопротеїнемія, яка не піддається корекції, у більшості випадків свідчить про несприятливий прогноз захворювання.
Інші лабораторні показники є маркерами ускладнень і використовуються для прогнозування перебігу гострого панкреатиту. Зокрема, С-реактивний білок, α1-антитрипсин, фібриноген і еластаза поліморфноядерних нейтрофілів є маркерами системної запальної відповіді організму. Підвищення рівня сечовини і креатиніну сироватки крові свідчить про порушення функції нирок. Зміни газового складу крові вказують на дихальну недостатність [27].
Згідно з літературними даними, у більшості випадків при гострому панкреатиті спостерігається лейкоцитоз. Серед хворих нормальна кількість лейкоцитів була у 73 осіб (28%), 8000-12000 – у 105 (40,8%), у решти було вище 12 000 (найвища – 22 400) [28, 29]. 
Характерним для важких форм панкреатиту є зрушення лейкоцитарної формули вліво (збільшення кількості паличкоядерних лейкоцитів) з одночасною лімфопенією. Подібні відхилення в білій крові відзначаються також і в деяких літературних джерелах [30].
 За даними В. М. Воскресенського, кількість нейтрофілів при гострому панкреатиті може досягати 80-90%. 
У більшості випадків серед хворих на висоті захворювання відзначалося також прискорення ШОЕ до 40-50 мм / год. 
Внаслідок частої блювоти у частини хворих відбувається порушення водно-сольового і білкового обміну. Велике значення має визначення кількості хлоридів крові. У спостереженнях В. М. Воскресенського воно знижувалося до 310 мг%. При цьому порушується також калій-кальцієвий баланс. Зниження вмісту кальцію в крові до 8-9 м % може привести до тетанічних судом. Деякі автори (О. І. Єлецька) вказують на уповільнення згортання крові при даному захворюванні [31, 32].
1.3 Значення нейтрофільних гранулоцитів у реакціях запалення
Нейтрофіли – один з видів лейкоцитів із гранулами всередині цитоплазми. Нейтрофіли беруть участь у захисних реакціях організму людини та хребетних при бактеріальних чи інфекційних захворюваннях [33].
Нейтрофіли містять лізосомні ферменти, що руйнують бактерії, а також ферменти, за допомогою яких в крові утворюються активні протимікробні речовини. Останні мають жовто-зелений колір – колір нейтрофілів і гною, який утворюється в місці запалення із суміші збудників, нейтрофілів і продуктів розпаду клітин запальної тканини [34]. При гострих бактеріальних інфекційних захворюваннях число нейтрофілів швидко зростає. Вони здатні отримувати енергію шляхом анаеробного гліколізу (одержання глюкози як джерела енергії без доступу кисню) і тому можуть існувати навіть у тканинах, бідних киснем (запалених, оточених, тих, які погано забезпечуються кров'ю) [35]. Лізосомні ферменти, що вивільняються при розпаді нейтрофілів, спричинюють розм'якшення навколишніх тканин – формування гнійного вогнища запалення.
У нормі в крові є певна кількість не тільки дозрілих (сегментованих) нейтрофілів, але і їх попередників – незрілих клітин: паличкоядерних (1-6%), юних (0,1-1%). При нейтрофільному лейкоцитозі (нейтрофільозі) число цих незрілих форм наростає. При цьому в крові можуть з'явитися попередники юних клітин – мієлоцити [35].
Нейтрофіли володіють потужними кисеньзалежними і кисеньнезалежними механізмами, що забезпечують виконання мікробоцидної, цитотоксичної і цитолітичної функцій, ініціюючи розвиток базисної запальної реакції. Цитолітичний і цитотоксичний потенціал нейтрофільних гранулоцитів (НГ) сконцентрований в гранулярному апараті і секреторних везикулах, які є не тільки простими сховищами протеолітичних і бактерицидних протеїнів до моменту їх активації і вивільнення або в позаклітинний простір, або в фагоцитарні вакуолі, а й містять важливий резерв мембранних білків, які вбудовуються в поверхневу мембрану НГ при екзоцитозі цих органел [36].

Існують чотири основні типи гранул НГ – пероксидазопозитивні азурофільні (первинні), пероксидазонегативні специфічні (вторинні), желатиназні (третинні) та секреторні везикули.

Азурофільні (первинні) гранули з’являються на стадії мієлобласта,  мають діаметр 0,2-0,8 мкм, володіють високою електричною щільністю. По мірі дозрівання клітини їх число зменшується і в зрілих нейтрофілах становить 10-20% від загального числа гранул. Гранули містять широкий набір гідролаз та інших ферментів: мієлопероксидазу (МПО), α-фукозидазу, 5'-нуклеотидази, β-галактозидазу, арилсульфатазу, α-маннозидазу, N-ацетилглюкозамінідазу, β-глюкуронідазу, кислу гліцерофосфатазу, лізоцим (мурамідаза), нейтральні протеази (серпроцидіни) – катепсини G, еластазу, коллагеназу, азуроцідин, а також дефензини, кателіцідини, лактоферин, гранулофізин, кислі глюкозаміноглікани та інші речовини. Маркерами азурофільних гранул служать фермент МПО і CD63 [37].
Азурофільні гранули містять асоційований з мембранами бактерицидний збільшуючий проникність білок (ВРI). Він здатний зв'язуватися з ліпополісахаридами, має бактеріостатичну і бактерицидну дію на широкий спектр грамнегативних мікроорганізмів.
До складу первинних гранул входить синтаза оксиду азоту, яка пов'язана з утворенням нітротирозину навколо фагоцитуючих бактерій.
Азурофільние гранули нейтрофілів містять в собі 2 сімейства антимікробних катіонних білків – дефензини і серпроцидіни (катепсини-g, еластаза, протеїназа-3 і азуроцідин). Дефензини беруть участь в імунному захисті ссавців і безхребетних, присутні також в клітинах кишечника і дихальних шляхів [38].
Специфічні гранули мають діаметр 0,1-0,2 мкм. Кількість їх зростає по мірі спеціалізації клітини і в дорослих нейтрофілах становить 80-90% від загального числа гранул. Мають округлу, овальну або гантелевидну форму.  Гранули містять ферменти лактоферин, лужну фосфатазу, лізоцим, NADPН-оксидазу, а також білок BPI, що зв'язує вітамін В12. Маркерами цих гранул служать лактоферин і CD66.
Один з головних компонентів специфічних гранул, що знаходиться в еквімолярних відношенні з лактоферином, - катіонний білок кателіцидін hСАР-18. Він володіє антимікробною активністю і здатністю зв'язувати ендотоксини [38].
Желатиназні гранули формуються пізніше специфічних гранул і здатні до більш швидкої мобілізації під впливом стимулюючих факторів. До складу входить переважно желатиназа. Біосинтез желатинази відбувається головним

чином в паличкоядерних і сегментоядерних клітинах незалежно від специфічних гранул. Желатиназні гранули здійснюють екзоцитоз цього ферменту в процесі діапедезу нейтрофіла, при цьому активації специфічних гранул не відбувається. Третинні гранули містять цитохром b558 (компонент НАДФН-оксидазного комплексу), 20-25% білка адгезії Мас-I, а також анексіy I - білок, що зв'язує кальцій і фосфоліпіди [39].
Секреторні везикули – нещодавно описані мембранні структури, які утворюються в нейтрофілах у процесі їх розвитку по завершенню формування гранул. В них не виявлено специфічного вмісту, хоча встановлено, що їх мембрана несе велику кількість адгезивних білків і рецепторів хемотоксичних факторів, які вони транспортують до плазмолеми [40]. Вони переміщуються до плазмолеми і зливаються з нею, забезпечуючи приток адгезивних молекул, необхідних для формування міцного зв’язку нейтрофіла з ендотелієм.

У нейтрофілах людини виявлений тетранектин – білок, що входить до складу багатьох секреторних клітин.
Секреторний пухерець – резервуар функціональних білків плазматичної мембрани, його маркерним ферментом є лужна фосфатаза. У інтактних нейтрофілах і в субклітинних фракціях, одержаних центрифугуванням, секреторні пухирці містять 70% цього ферменту. У секреторних пухирцях виявлений β2-мікроглобулін, який звільняється у відповідь на стимуляцію нейтрофілів [40].
Нейтрофіли здатні відповідати «респіраторним вибухом» на різні антигенні впливи. Нейтрофіли володіють феноменом внутрішньоклітинної (внутрішньофагосомальної) і трансмембранної (екстрацелюлярної, за допомогою екзоцитозу) дегрануляції. Рядом досліджень доведено, що продукти гранул НГ, володіючи цитолітичною дією, регулюють функціонування як самих НГ, так і інших клітин по паракринним і аутокринним механізмам [34].
Нейтрофіли володіють найбільшою з усіх клітин організму здатністю генерувати активні форми кисню (АФК) і хлору, які надають цитопатичну дію, завдяки високому вмісту в них NADPH-оксидази і мієлопероксидази. Відомо, що МПО і NADPH-оксидаза мають високу здатність здійснювати внутрішньофагосомальний кіллінг бактерій за рахунок напрацювання високих концентрацій АФК, супероксид-аніону, гідроген пероксиду, хлорнуватої кислоти. NADPH-оксидаза є у невеликої кількості «відпочиваючих» циркулюючих НГ. При цьому активація НГ може праймуватися цитокінами (GM-CSF, TNFα і IL-8), ЛПС та іншими агентами [41].

Праймування – це «двосічний меч», який при нормальній відповіді НГ забезпечує хороший внутрішньофагосомальний кіллінг мікроорганізмів, а при генерації великої кількості АФК викликає токсичне ушкодження навколишніх тканин і деяких клітин ІС, наприклад, активності NADPH-оксидази ведуть до порушення мікробоцидної активності фагоцитів і розвитку піогенних і мікобактеріальних інфекцій [42]. Механізми, що управляють феноменом активації NADPH-оксидази і регулюванням її активності, до теперішнього часу недостатньо вивчені і тому не завжди зрозумілі. Детальне дослідження алгоритму активації NADPH-оксидази дозволило б розробити нові терапевтичні стратегії для лікування запальних процесів, пов'язаних з дефектом продукції АФК, асоційованим з порушенням фагоцитарної функції, або обмежити шкідливу дію на тканини гіперпродукуємих АФК при іммунозалежних запальних процесах [42].

Нейтрофіли здатні саморегулювати свій літичний потенціал в реакціях антитілозалежної клітинної цитотоксичності (АЗКЦ), контролюючи екзоцитоз азурофільних гранул через активність катепсину G, блокування якого призводить до зниження вивільнення еластази і МПО. З мікробоцидними ефекторними механізмами НГ, опосередкованими еластазою, катепсину G, нуклеосомами, пов'язують активацію внутрішньосудинної коагуляції і посилення внутрішньосудинного зростання тромбу in vivo, необхідних для істотного зменшення рівня патогенів в тканинах в процесі системного інфікування [43].
1.4 Катіонний білок, як представник кисеньнезалежної метаболічної системи нейтрофілів

Однією з систем, які формують біоцидність нейтрофільних лейкоцитів, є кисеньнезалежні механізми, до яких в першу чергу відносяться специфічні катіонні білки. Неферментні катіонні білки вперше були виявлені і вивчені в лізосомах лейкоцитів людини в 1963-1975 рр. А термін «катіонний білок» запропонували в 1963 році Zeye і Spitznagel [44].
Антибіотичні катіонні білки – це група протеїнів, що містять велику кількість аргініну і цистеїну. Через свій специфічний склад катіонні білки найбільш активні при нейтральних значеннях pH, внаслідок чого вони активуються на ранніх стадіях бактеріальних і цитотоксичних процесів ще до розвитку ацидозу. Дані протеїни містяться в макрофагах, особливо – в азурофільних гранулах нейтрофілів лейкоцитів, маючи лізосомальне походження. Катіонні білки мають здатність діяти позаклітинно (при руйнуванні фагоцитів і екзоцитозу) [44]. 
В основі механізму дії катіонних білків лежить їх здатність вбудовуватися в мембрани клітин-мішеней, підвищуючи їх іонну проникність і формуючи іонний канал (на зразок деяких антибактеріальних препаратів). Активність неферментних катіонних білків поширюється щодо грамнегативних і деяких грампозитивних бактерій, проте, вони здатні пошкоджувати і власні клітини, в тому числі, уражені вірусами. Побічним ефектом діяльності катіонних білків є підвищення проникності судинної стінки [45].
Одна з найважливіших родин даних неферментних структур, які проявляють активність в лужному середовищі, – дефензини (від англ. Defence - захист) [46]. Крім того, є подібні білки, активні в нейтральному середовищі, які поєднують свій цитотоксичний ефект з властивостями нейтральних протеаз (наприклад, еластинолітною активністю). Найбільшою активністю серед них відрізняються нейтрофільні білки азуроцидін і катепсини G, що комбінують бактерицидний потенціал щодо грамнегативних мікроорганізмів з еластинолітичною активністю.
Для катіонних білків характерна різноманітність біологічної дії: вони можуть лізувати мукопептиди клітинної стінки бактерій (лізоцим), порушувати проникність клітинних мембран мікроорганізмів (катепсин G), позбавляти бактерій заліза, необхідного для їх проліферації (лактоферин), перетравлювати вбиті мікроби (протеолітичні ферменти та інші гідролази) [11]. 
Підтвердженням значущої ролі катіонних білків в системі протимікробного захисту є той факт, що навіть в анаеробних умовах, тобто коли в клітинах немає можливості синтезувати активні форми кисню, нейтрофіли нормально знищують синьогнійну паличку, епідермальний стафілокок і ряд інших мікробів. Встановлено, що дані білки мають універсальну протимікробну активність, властивості фактора проникності, медіаторів запалення, стимулятора фагоцитозу, модифікатора дихальних і ферментативних процесів в клітині [45]. Передбачається наявність трьох взаємопов'язаних механізмів позаклітинної антимікробної дії лізосомних катіонних білків нейтрофілів у вогнищі запалення: 1) пряму антимікробну дію; 2) підготовка бактерій до фагоцитозу; 3) стимуляція фагоцитарної і протимікробної активності макрофагів при їх контакті з катіонними білками.

Відмітна ознака структурної організації дефензинів – високий вміст (від чотирьох до десяти залишків) в їх складі основних амінокислот (аргінін, лізин), що в істотному ступені визначає їх катіонний заряд. Звертає на себе увагу відносно високий вміст в їх складі амінокислот, що мають гідрофобні бічні ланцюги (лейцин, ізолейцин, триптофан, фенілаланін, пролін, валін), що грає важливу роль в прояві характерних властивостей катіонних білків. Іншою особливістю первинної структури дефензинів є наявність шести залишків амінокислоти цистеїну, які беруть участь в утворенні трьох внутрішньо молекулярних дисульфідних містків, що сприяють стабілізації вторинної β-структури пептидної молекули, надаючи їй підвищену стійкість до ферментуючої дії численних протеїназ гранулярного апарату нейтрофільних лейкоцитів у вогнищах запалення [46].
Маркерним білком специфічних гранул нейтрофілів лейкоцитів вважається катіонний білок лактоферин [47]. Лактоферини є залізозв'язуючими глікопротеїдами, концентрація яких в сироватці крові пов'язана з нейтрофільними лейкоцитами.
Лактоферин – важливий компонент підтримки гомеостазу систем макроорганізму за рахунок участі в процесах транспорту заліза, наявності антимікробної, антитоксичної і протизапальної активності. Бактерицидна активність лактоферину визначається його здатністю до конкурентного зв'язування заліза, необхідного для життєдіяльності мікроорганізмів [11]. Протизапальні властивості даного катіонного білка обумовлені здатністю блокувати синтез С3-конвертази, що призводить до пригнічення класичного шляху активації системи комплементу і зниження можливості С3 і С5-компонентів комплементу взаємодіяти з імунними комплексами в ступені, обернено пропорційному насиченості залізом. Крім цього, лактоферин є найважливішим антиоксидантом, механізм дії якого полягає в здатності зв'язувати залізо, тим самим, запобігаючи пошкодження тканин гідроксильними радикалами. Протимікробна активність лактоферину в значній мірі залежить від його насиченості залізом [47].

Неферментні катіонні білки, володіючи мікробіцидними властивостями, є маркерами зміни функціонального стану імунної системи. Наявні на сьогодні літературні дані вказують на значні зміни вмісту неферментних катіонних білків при різних соматичних і інфекційно-запальних захворюваннях. Вивчення зміни вмісту лізосомальних катіонних білків у хворих з інфекційною патологією дозволило встановити закономірні зміни цього цитохімічного показника в залежності від збудника і тяжкості патологічного процесу.
Зниження вмісту катіонних білків в нейтрофільних лейкоцитах свідчить про зниження захисних механізмів цих клітин. Зниження рівня неферментних катіонних білків призводить до придушення здатності фагоцитуючих лейкоцитів до захоплення і перетравлювання мікробних тіл, особливо завершення фагоцитозу. Ступінь вираженості цих змін є надійним прогностичним тестом, що дозволяє судити про потенціал природних сил захисту організму і ефективності коригуючої терапії [48].
1.5 Мієлопероксидаза, як представник кисеньзалежної метаболічної системи нейтрофілів
Мієлопероксидаза – залізовмісний лізосомальний фермент, який здійснює каталізацію процесів окислення різних субстратів у присутності перекису водню, приєднуючи при цьому окислювальний фактор (йодид-, бромід-, хлорид-,) і зрушуючи pH в кислу сторону [49]. 
Переважна локалізація мієлопероксидази – специфічні азурофільні гранули в цитоплазмі нейтрофільних лейкоцитів, даний фермент є маркером клітин мієлоїдного ряду. Також вона міститься в моноцитах і деяких типах тканинних макрофагів. Міеолопероксидаза виявляється в клітинах гранулоцитарного ряду, починаючи з мієлобласта [49]. Активність ферменту підвищується в процесі дозрівання клітин. У сегментоядерних нейтрофільних лейкоцитах здорових людей фіксується висока активність мієлопероксидази у вигляді гранул, що заповнюють вільну цитоплазму. Після активації фагоцитуючих нейтрофілів відбувається дегрануляція, внаслідок чого мієлопероксидаза переміщується всередину фагосоми, або в позаклітинний простір.
Перші дослідження мієлопероксидази в клітинах крові були здійснені в 1907 році Вінклером, а за допомогою цитохімічних методів в гранулах нейтрофілів лейкоцитів її вперше виявив Graham в 1918 році. Діагностичне значення мієлопероксидази в клінічній практиці встановив A. Sato в 1927 році [11].
Біосинтез мієлопероксидази здійснюється під час диференціації мієлоцитів в кістковому мозку і завершується до моменту виходу зрілих нейтрофілів і моноцитів в кровоносне русло [50].
Мієлопероксидаза складається з двох ідентичних димерів, з'єднаних між собою дисульфідним зв'язком, при цьому кожен з них містить глікозильовану важку α-субодиницю з ковалентно зв'язаним гемом і неглікозильовану легку β-субодиницю.
Основним субстратом для мієлопероксидази є токсичний перекис водню, що утворюється в процесі життєдіяльності клітини при респіраторному вибухі [11]. До продуктів, що каталізують даним ферментом реакцій відносяться потужні окислювачі (зокрема, гіпохлорит), вільні радикали і реактивні похідні азоту, які в подальшому ініціюють перекисне окислення ліпідів і провокують модифікацію білків (галогенування, нітрування, окислення і утворення зшивок).
Крім цього фізіологічним субстратом мієлопероксидази може служити також оксид азоту, який виступає при цьому лігандом для гемової групи [11]. Комплекс, що складається з перекису водню, хлориду і мієлопероксидази, забезпечує особливу, що володіє токсичними властивостями, систему, яка продукує хлорнувату кислоту, гіпохлорит і хлор. Ці продукти забезпечують окислення і галогенування мікроорганізмів і пухлинних клітин, але в неконтрольованій ситуації можуть пошкодити тканини макроорганізму. Через 1-4 дні нейтрофіли в тканинах гинуть, а вже через 6-12 годин після початку запального процесу настає друга хвиля запалення, що характеризується скупченням моноцитів, нейтрофілів, а також різною мірою перепрацьованих мікроорганізмів і змінених клітин місцевої тканини, яке утворює гнійну масу, забарвлену за рахунок мієлопероксидази в характерний зеленуватий колір [50]. 
Мієлопероксидази поряд з іншими факторами відіграє провідну роль у припиненні інтенсивного процесу запалення за рахунок іммобілізації клітин-фагоцитів і інактивації хемоатрактантів.
Мієлопероксидаза є важливою складовою частиною протимікробної активності нейтрофільних лейкоцитів, яка забезпечує вроджений неспецифічний імунітет [51]. Вивільнення мієлопероксидази в позаклітинну рідину (зокрема, в кров) в процесі життєдіяльності клітини відбувається в тих випадках, коли нейтрофіл з якої-небудь причини не може фагоцитувати мішень при клітинному лізисі або коли він піддається впливу різних розчинних факторів. При наявності запалення рівень вільної мієлопероксидази в крові підвищується [50].
Мієлопероксидази може зв'язуватися з негативно зарядженою клітинною мембраною, наприклад, з ендотеліальною, і в присутності субстрату викликати окислювальні пошкодження тканин організму в осередках запалення.
При тривалому протіканні важких інфекційно-запальних захворювань, таких як, наприклад, дизентерія, гнійні менінгіти, ботулізм, інфекційний мононуклеоз, пневмонія, гнійно-септичні захворювання, черевний тиф, показники активності мієлопероксидази значно знижуються [52].
Незважаючи на те, що в переважній більшості досліджень відзначається пригнічення активності мієлопероксидази, зустрічаються роботи, в яких виявляється підвищення даного показника при деяких захворюваннях. 
Основна функція мієлопероксидази – це захист організму від зовнішньої інфекції, однак при наявності ряду умов вона може ініціювати пошкодження власних тканин організму в осередках запалення. Як маркер активності нейтрофілів, мієлопероксидаза є показником інтенсивності запальних процесів. У клінічній практиці визначення рівня даного ферменту в крові є перспективним діагностичним і прогностичним показником при ряді захворювань і патологічних станів [51].
1.6 Активність мієлопероксидази та рівень катіонних білків при панкреатитах
При гострому панкреатиті спостерігається підвищення рівня неферментних катіонних білків та пригнічення активності мієлопероксидази.
Так, за даними А. В. Барсука та А. А. Славінського у перші три доби розвитку гострого панкреатиту в нейтрофілах периферичної крові хворих виявляється різке, майже п'ятикратне, зростання вмісту КБ [53] та дев'ятикратне зниження активності МПО [54]. В процесі одужання вміст КБ знижується, досягаючи на 10-16 добу хвороби параметрів, близьких до контрольної групи здорових людей, а активність МПО поступово зростає. Різке зниження активності МПО на ранній стадії захворювання свідчить про втрату цього ферменту нейтрофілами в результаті їх гіперактивації і дегрануляції азурофільної зернистості в периферичному кровоносному руслі. Відновлення потенціалу міелопероксидазної системи нейтрофільних лейкоцитів крові в динаміці хвороби авторами розглядається як прогностична ознака успішного результату гострого панкреатиту.
Початковий період розвитку гострого панкреатиту характеризується також різким і дуже значним – в 18 разів – зростанням активності НАДФН-оксидази нейтрофільних лейкоцитів в периферичній крові хворих, що свідчить про високий рівень активації нейтрофільних лейкоцитів і їх функціонально-метаболічної готовності відповідати респіраторним вибухом на розвиток гострого запалення в підшлунковій залозі [55].
На початку захворювання Л. Б. Канцалієвим, Б. С. Нагоєвим та А. А. Юановим було виявлено значне пригнічення активності мієлопероксидази, вмісту катіонного білка, ліпідів, в той час як активність кислої фосфатази, вміст глікогену і показників НСТ-тесту були істотно підвищеними. У періоді згасання клінічних симптомів паралельно поліпшенню загального стану, інтоксикації, слабкості, зменшення або припинення болю в животі відбуваються закономірні та різноспрямовані зрушення в бік відновлення рівня основних компонентів мікробоцидної системи клітин. Помітно підвищується активність мієлопероксидази, вміст катіонного білка і ліпідів в лейкоцитах. У той же час активність кислої фосфатази, вміст глікогену і показники НСТ- тесту в клітині поступово і достовірно знижуються [56].
Деякі автори досліджували стан ключових кисеньзалежних та кисеньнезалежних метаболічних систем нейтрофілів при різних формах гострого панкреатиту.
За літературними даними при набряклій формі гострого панкреатиту спостерігаються зміни мікробоцидної активності нейтрофільних лейкоцитів [11]. При цьому кисеньзалежні механізми більш реактивні: вони активуються на ранніх стадіях розвитку хвороби, досягають максимальних змін вже в перші години від початку захворювання і зберігають свою активність при наявності патологічного процесу в підшлунковій залозі та навколишніх тканинах. У ході лікування запального процесу ці показники повертаються до нормальних або близьких до нормальних значень в короткі терміни. Кисеньнезалежні механізми реагують на розвиток патологічного процесу дещо пізніше, але зберігають більш тривалу активність [11].
Е. Н. Балаклеєць у своїй дисертації дійшов висновку, що у хворих на гострий деструктивний панкреатит нейтрофільні лейкоцити знаходяться в стані надмірної активації, про що свідчить зростання активності НАДФН-оксидази і вмісту катіонних білків з одночасним зниженням активності мієлопероксидази. Найбільшою вираженості зміни показників досягають на третю добу хвороби: активність НАДФН-оксидази підвищена в 7,5 рази, вміст катіонних білків підвищено в 7,0 раз, активність мієлопероксидази знижена в 9,5 раз [57].
За даними М. Л. Скобло, І. В. Дударева при деструктивній формі гострого панкреатиту, у перші дні перебігу захворювання, рівень мієлопероксидази в крові підвищується. Рівень МПО безпосередньо корелює з рівнем прозапальних цитокінів. Мієлопероксидаза є одним з ензимів, які перебувають в азурофільних гранулах, тому спостерігається пряма кореляція між МПО і кількістю нейтрофілів у пацієнтів з гострим панкреатитом. У період одужання, рівень прозапальних цитокінів та рівень МПО знижувалися, а кількість лімфоцитів збільшилася. Найбільш високий рівень мієлопероксидази відзначався при надходженні пацієнтів в стаціонар. У наступні дні рівень міелопероксидази поступово знижувався і повертався до показників здорових людей [58].
Велика кількість вчених займалася дослідженням рівня КБ та активності МПО при гострого панкератиті у поєднанні з хронічним.
За даними А. А. Юанова, виявлено достовірне пригнічення рівня внутрішньоклітинного катіонного білка [59] та активності мієлопероксидази [60], максимально виражене на висоті гострого і загостренні хронічного панкреатиту. На тлі дезінтоксикаційної і антибактеріальної терапії, паралельно позитивній динаміці захворювання, відбувається поетапне і суттєве підвищення показників вмісту як катіонного білка, так і мієлопепоксидази  нейтрофільних лейкоцитів. Після закінчення антибактеріальної і протизапальної терапії була тенденція до відновлення нормальних показників КБ та МПО, але їх рівень ще відрізнявся від показників здорових людей.
В останні роки відзначено неухильне зростання поширеності хвороб підшлункової залози. Вважають, що ця тенденція пов'язана зі збільшенням споживання алкоголю, зниженням якості харчування і рівня життя, психологічним середовищем та проживанням у екологічно несприятливих районах [61, 62]. Доведено підвищений ризик захворювання на рак підшлункової залози у осіб, що працюють в 14 сферах промислового виробництва і сервісу, пов'язаних з хімічними продуктами [63].
Запорізька область є однією з найбільш навантажених областей за промисловим потенціалом, що обумовлено наявністю і високою концентрацією підприємств чорної і кольорової металургії, теплоенергетики, атомної енергетики, хімії, машинобудування. Найгострішими проблемами обласного центру є забруднення повітряного та водного басейнів і накопичення значних обсягів відходів металургійних підприємств. У таких умовах населення постійно піддається впливу несприятливих факторів [64]. У зв’язку з цим, дослідження метаболічної активності нейтрофілів у мешканців м. Запоріжжя, хворих на гострий панкреатит, є актуальним.
1.7 Гематологічні показники крові при захворюваннях панкреатичної залози
У розпал захворювання при деструктивній формі гострого панкреатиту В. К. Островский, С. В. Макаров, Д. В. Янголенко відзначили виражену тенденцію до знижeння показників кількості лімфоцитів крові відповідно тяжкості стану пацієнтів. Менш виражені зміни були виявлені з боку показників кількості лейкоцитів і гемоглобіну крові, що вказувало на більш високу діагностичну та прогностичну цінність показників кількості лімфоцитів крові [65]. 
В. Г. Раповка, К. А. Заводов, О. А. Соболевська у своїх дослідженнях з’ясували, що при деструктивних формах гострого панкреатиту спостерігався лейкоцитоз, що супроводжувався зсувом лейкоформули вліво (причому найбільш часто - при інфікованому панкреонекрозі), а лейкоцитарний індекс інтоксикації був достовірно вище все ж таки  при деструктивному панкреатиті [66]. 
Як показали результати досліджень С. І. Іващука, гострий біліарний панкреатит асоціювався із більшою абсолютною і відносною кількістю лімфоцитів та тромбоцитів, ніж у хворих на алкогольний панкреатит; зростанням усіх показників інтоксикації переважно за рахунок ендотоксикозу і стимуляцією внутрішніх імунологічних механізмів реалізації запалення в підшлунковій залозі [67]. 
А. М. Зайнутдинов, І. С. Малков у свої роботі підтвердили, що при гострому панкреатиті збільшується кількість лейкоцитів та підвищується рівень лейкоцитарного індексу інтоксикації за Кальф-Каліфом [68]. 
За результатами досліджень Ю. С. Вінника, Г. В. Булигіна та С. С. Дунаєвської при набряковій та деструктивній формах гострого панкреатиту в розпал захворювання відмічались зміни в гемо- та лейкограмі. Паличкоядерний зсув формули був помірним, юні нейтрофіли та мієлоцити в лейкограмі були відсутніми, абсолютної лімфопенії та анеозинофілії не спостерігалось, вміст моноцитів не відрізнявся від норми [69]. 
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Об’єкт дослідження

Впродовж вересня 2018 – жовтня 2019 років на базі лікарні Мотор Січ та кафедри фізіології, імунології і біохімії з курсом цивільного захисту та медицини ЗНУ проводилося дослідження крові жінок, хворих на гострий панкреатит. 

Об'єктом дослідження була венозна кров. Вік хворих складав 35-50 років. 
У хворих венозну кров брали на початку захворювання та після лікування. В крові визначали загальну кількість еритроцитів, лейкоцитів, гемоглобін, ШОЕ. Із взятої крові виготовляли мазки, які були зафіксовані, пофарбовані та досліджені на визначення лейкограми, активності КБ та МПО. 
Контролем слугували умовно здорові жінки.
2.2  Методи дослідження

2.2.1 Визначення активності ферменту мієлопероксидази

Принцип методу полягає в тому, що в присутності пероксидази бензидин окислюється перекисом водню в коричневий оксибензидин.
Свіжі мазки фіксують 4% формаліново-спиртовим розчином (10 частин 40% формаліну та 90 частин 96% спирту) протягом 30 с. Обмивають проточною водою та висушують. Заливають на 10 хвилин реактивом на пероксидазу, який складається з розчиненого на кінчику ножа бензидину в 6 мл 96% спирту до якого потім додають 4 мл води та 0,02 мл 3% перекису водню. Ретельно промивають в проточній воді та висушують. Дофарбовують фарбником Романовського-Гімзи. Пероксидаза виявляється в цитоплазмі клітин у вигляді коричневих гранул (додаток А).
Оцінка результатів проводять напівкількісним аналізом використовуючи принцип Астальді, заснований на виявленні різного ступеня інтенсивності специфічного забарвлення. В залежності від нього всі досліджувані клітини ділять на 4 групи: з негативною реакцією (–), слабо позитивною (+), позитивною (++) та різко позитивною (+++). Для кількісного вираження результатів підраховують 100 нейтрофілів і диференціюють їх за вказаним принципом. Потім число клітин з однаковою інтенсивністю забарвлення переводять у проценти та множать на відповідне даній групі число плюсів, а сума цих добутків і становить умовні одиниці. 

Нормальні величини: у здорової людини активність МПО виявляється частіше всього в цитоплазмі гранулоцитів та у меншій мірі - моноцитів. Фермент виявляється в кров’яних клітинах на стадії промієлоцитів і в ряді мієлобластів (більш зрілих) не містять фермент недиференційованих бластів, частини мієлобластів і лімфобластів; 3-16% нейтрофілів різко позитивно (+++), 60-90% – позитивно (++), а останні – слабо позитивні (+). Показник активності реакції в умовних одиницях може коливатися від 0 до 300. СЦК нейтрофілів здорових людей дорівнює 2,56 ± 3,3 у.о. [70].
2.2.2 Визначення рівня катіонних білків

Фіксують мазки в 5 % розчині сульфосаліцилової кислоти протягом 60-90 с. Ретельно промивають дистильованою водою та висушують. Фарбують 0,1 % розчином бромфенолового синього  в боратному буфері (реактив № 5) протягом 1-2 хвилин. Промивають у трьох змінах 0,05 М боратного буфера (реактив № 4) протягом 1-3 хвилин. Висушують та дофарбовують 1% розчином сафраніну протягом 30-60 с або 0,05 % розчином основного фуксину протягом 1-2 с. Промивають проточною водою та висушують. Катіонний білок виявляється у цитоплазмі у вигляді синіх гранул.

Цитохімічне дослідження проводять у мазках крові; вони засновані на використанні специфічних хімічних реакцій для виявлення у клітинах різноманітних речовин. Ці дослідження дозволяють вивчити локалізацію та орієнтовно оцінити кількість досліджуваних речовин в клітинних елементах [70].
Рівень катіонних білків оцінювався за утворенням специфічних цитоплазматичних включень синього кольору за методикою з бромфеноловим синім (додаток Б).
2.2.3 Оцінка результатів цитохімічного дослідження мазків крові
Оцінка результатів проводять напівкількісним аналізом використовуючи принцип Астальді, заснований на виявленні різного ступеня інтенсивності специфічного забарвлення. В залежності від нього всі досліджувані клітини ділять на 4 групи: з негативною реакцією (-), слабко позитивною (+), позитивною (++) та різко позитивною (+++). 
Візуально проводять оцінку цитохімічної реакції наступним чином:

0 ступінь ‒ пофарбовано тільки ядро, цитоплазма не пофарбована, не видно контурів гранул;

1-а ступінь ‒ вся цитоплазма дифузно забарвлена або забарвлено не більше 1/4 цитоплазми;

2-а ступінь ‒ в цитоплазмі видно добре забарвлені гранули, забарвлено більше 1/4 цитоплазми;

3-я ступінь ‒ всю цитоплазму займають гранули, але ядро вільно на 3/4 і більше цитоплазми;

4-а ступінь ‒ гранули займають всю цитоплазму і нашаровуються на ядро. Для кількісного вираження результатів підраховують 100 нейтрофілів і диференціюють їх за вказаним принципом. Потім число клітин з однаковою інтенсивністю забарвлення переводять у проценти та множать на відповідне даній групі число плюсів, а сума цих добутків і становить умовні одиниці.

2.2.4 Визначення загальної кількості еритроцитів в крові

Кількість еритроцитів визначали за допомогою камери Горяєва. У чисту суху пробірку відмірюють піпеткою 4 мл 3%-го розчину хлориду натрію. З проколотого скарифікатором пальця в піпетку від гемометра Салі відбирають 20 мкл крові (до позначки на піпетці) і вносять її в розчин у пробірці. Кілька разів промивають розчином піпетку (втягуючи розчин у піпетку і видуваючи його у пробірку). Перемішують рідину у пробірці, стукаючи пальцем по її дну, щоб еритроцити розподілилися в рідині рівномірно. Кров розведена у 200 разів. 

Потім заповнюють камеру суспензією еритроцитів. Для цього піпеткою або скляною паличкою наносять краплю розведеної крові на середню пластинку біля краю накривного скельця. Після заповнення камери вичікують 1-2 хв (доки осядуть формені елементи) і починають підрахунок при малому збільшенні мікроскопу в затемненому полі зору. Еритроцити рахують у 5 великих або 80 малих квадратах (5(16=80 малих квадратів), розташованих по діагоналі, оскільки розподіл клітин у камері може бути нерівномірним. Для цього під мікроскопом відшукують верхній великий квадрат (поділений на 16 малих), підраховують кількість еритроцитів у ньому, потім пересувають камеру по діагоналі вниз і направо, до наступного квадрата і т.д. 

Підрахунку підлягають всі еритроцити в межах маленького квадрата, а також ті, що знаходяться на лівій і верхній його лініях або торкаються до них з обох боків (правило Єгорова). Еритроцити на правій і нижній лініях і ті, що торкаються до них, не враховуються – це буде зроблено в наступному квадраті. 

Кількість еритроцитів у 1 мкл крові розраховують за формулою:
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де  Е – кількість еритроцитів у 1 мкл крові; 
     А – кількість еритроцитів, виявлених у певній кількості малих квадратів;

     Б – кількість малих квадратів, у яких пораховано еритроцити; 
     В – ступінь розведення крові; 
     4000 – множник для перерахунку кількості еритроцитів на 1 мкл. 
Об’єм малого квадрата дорівнює 1/4000 мм3 або 1/4000 мкл [71]. 

2.2.5 Визначення загального вмісту гемоглобіну в крові

Вміст гемоглобіну в крові визначали методом Салі. У середню пробірку (до мітки 2) очною піпеткою наливають 0,1 N-ний розчин HCl. Капіляром набирають 20 мкл (0,02 мл) крові, кінчик його витирають ватою і кров обережно видувають на дно пробірки, а верхнім шаром кислоти промивають капіляр. Обережно перемішують і залишають на 5 хвилин. Внаслідок гемолізу еритроцитів із гемоглобіну утворюється солянокислий гематин коричневого кольору. У пробірку добавляють по краплях дистильовану воду, перемішуючи вміст пробірки скляною паличкою до тих пір, поки колір у ній не порівняється з кольором стандартів. Кількість гемоглобіну у грамах на 100 мл визначають за нижнім меніском рідини. У міжнародній системі (SI) кількість гемоглобіну визначають у грамах на 1 літр, тому одержаний результат необхідно помножити на 10 [71].
2.2.6 Підрахунок загальної кількості лейкоцитів в крові
Підрахунок кількості лейкоцитів проводили меланжерним методом. У меланжер набирають до мітки 0,5 або 1 кров, а потім до мітки 11 – рідину Тюрка. Одержують розведення у 20 або 10 разів. Готують лічильну камеру.
Підрахунок лейкоцитів проводять у 100 великих чистих квадратах сітки Горяєва при малому збільшенні мікроскопа (окуляр 15, об’єктив 8) у затемненому полі зору. Кількість лейкоцитів у одному мікролітрі крові (Х) визначають за формулою:  
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де  а – кількість підрахованих лейкоцитів;

     с – розбавлення крові (у 10 або 20 разів);

     n – кількість квадратів (100);

     s – площа великого квадрата (1/25 мм2);

     h – висота камери (0,1 мм) [71].
2.2.7 Підрахунок лейкоцитарної формули
Предметне скло з пофарбованим мазком крові поміщають на столик мікроскопа і за допомогою малого збільшення знаходять край мазка. 
Не змінюючи положення скла, наносять краплю імерсійної олії на край мазка на місце, розташоване під об'єктивом. Переводять імерсійний об'єктив в вертикальне по відношенню до мазка положення, при цьому об'єктив занурюється в краплю олії.
Обережно повертають макрогвинта до появи в полі зору мікроскопа зображення. Потім за допомогою мікрогвинта встановлюють чітку видимість препарату. Критерієм правильно підібраного для кожного ока фокусної відстані буде ясне зображення клітин з чіткими краями та внутрішньоклітинною структурою. 

Необхідно прораховувати не менше 100 лейкоцитів. Якщо при дослідженні виявляється будь-який патологічний процес, то вивченню підлягають 200-400 і навіть більше лейкоцитів [71].
2.2.8 Визначення швидкості осідання еритроцитів (ШОЕ) за методом  Панченкова
Стандартний скляний капіляр Панченкова для визначення ШОЕ має довжину 172 мм; зовнішній діаметр – 5 мм; діаметр отвору – 1,0 мм; чітке коричневе градуювання від 0 до 10 см, крок шкали – 1,0 мм; верхній розподіл шкали відзначено «0» і буквою «К» (кров), навпаки ділення 50 є буква «Р» (реактив). Прилад ПР-3 (ШОЕ-метр, апарат Панченкова) – являє собою пластиковий штатив з гніздами для установки 20 капілярів. Час вимірювання: одна година.
Готується 5% розчин цитрату натрію, який наноситься на годинне скло. Капіляр Панченкова промивається 5% розчином цитрату натрію і проводиться забір капілярної крові в промитий капіляр. Кров з капіляра переноситься на годинне скло, перемішується з цитратом натрію на годинному склі і знову заповнюється у капіляр. Встановлюється капіляр в штатив Панченкова. Для кожного капіляра таймер запускається окремо. Через 1 годину визначається ШОЕ по висоті стовпа прозорої плазми.

Норма:чоловіки: 3-10 мм/г, жінки: 5-15 мм/г [71].
2.2.9 Статистична обробка отриманих результатів

Статистичну обробку результатів проводили методом обчислення середньої арифметичної, помилки середньої арифметичної, середнього квадратичного відхилення [72] за допомогою комп'ютерної програми SPSS [73].

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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де  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;
      
[image: image7.wmf]X

 – 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.
Для оцінки відмінностей між двома вибірками використовували непараметричний статистичний U-критерій Манна-Уітні, який дозволяє виявити різниці в значенні параметру між малими вибірками:
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де  
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 ‒ кількість одиниць у першій вибірці;
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 ‒ кількість одиниць у другій вибірці; 
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 ‒ більша з двох рангових сум, відповідна до вибірки з 
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одиниць [72].
3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 Гематологічні показники крові жінок, хворих на гострий панкреатит
Результати дослідження гематологічних показників крові жінок, хворих на гострий панкреатит, представлені в табл. 3.1, додатки В-И.

Таблиця 3.1 – Гематологічні показники крові жінок, хворих на гострий панкреатит
	Показник
	Дослідження
	N
	Середнє
	Стандартне

Відхилення
	Стандартна похибка
	95% довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум



	
	
	
	
	
	
	нижня

межа
	верхня

межа
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Еритроцити
	1
	10
	4,19
	0,398
	0,126
	3,905
	4,475
	3,5
	4,7

	
	2
	10
	4,19
	0,398
	0,126
	3,905
	4,475
	3,5
	4,7

	Гемоглобін
	1
	10
	139,3
	11,99
	3,79
	130,72
	147,88
	114
	152

	
	2
	10
	138,6
	11,36
	3,59
	130,48
	146,72
	114
	148

	ШОЕ
	1
	10
	26,5
	5,503
	1,74
	22,56
	30,44
	18
	36

	
	2
	10
	7,1***
	1,969
	0,62
	5,69
	8,51
	4
	10

	Лейкоцити
	1
	10
	11,02
	1,595
	0,50
	9,879
	12,161
	9,8
	14,2

	
	2
	10
	5,64***
	1,574
	0,498
	4,514
	6,766
	3,5
	8,7

	Еозинофіли, %
	1
	10
	0,70
	0,675
	0,213
	0,22
	1,18
	0
	2

	
	2
	10
	0,70
	0,675
	0,213
	0,22
	1,18
	0
	2

	ПЯН, %
	1
	10
	10,60
	2,319
	0,733
	8,94
	12,26
	7
	15

	
	2
	10
	2,9***
	1,287
	0,407
	1,98
	3,82
	2
	6

	СЯН, %
	1
	10
	62,30
	2,710
	0,857
	60,36
	64,24
	57
	67

	
	2
	10
	62,80
	2,658
	0,841
	60,90
	64,70
	57
	67


Продовження таблиці 3.1

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Моноцити, %
	1
	10
	1,70
	0,675
	0,213
	1,22
	2,18
	1
	3

	
	2
	10
	1,70
	0,675
	0,213
	1,22
	2,18
	1
	3

	Лімфоцити, %
	1
	10
	24,70
	3,529
	1,116
	22,18
	27,22
	20
	32

	
	2
	10
	25,30
	3,335
	1,055
	22,91
	27,69
	20
	32

	Еозинофіли, абс.
	1
	10
	0,08
	0,073
	0,023
	0,03
	0,13
	0
	0

	
	2
	10
	0,04
	0,034
	0,011
	0,01
	0,06
	0
	0

	ПЯН, абс.
	1
	10
	1,168
	0,307
	0,097
	0,949
	1,388
	0,69
	1,70

	
	2
	10
	0,166***
	0,099
	0,032
	0,095
	0,238
	0,08
	0,41

	СЯН, абс.
	1
	10
	6,864
	1,022
	0,323
	6,134
	7,595
	5,94
	8,80

	
	2
	10
	3,531***
	0,963
	0,305
	2,842
	4,22
	2,24
	5,39

	Моноцити, абс.
	1
	10
	0,186
	0,074
	0,024
	0,133
	0,239
	0,09
	0,31

	
	2
	10
	0,096**
	0,044
	0,014
	0,064
	0,127
	0,03
	0,17

	Лімфоцити, абс.
	1
	10
	2,723
	0,55
	0,174
	2,330
	3,117
	1,96
	3,69

	
	2
	10
	1,433***
	0,447
	0,141
	1,114
	1,753
	0,8
	2,09


Примітки: 

1. 1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2. 2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.
3. ** - р < 0,01 відносно 1 дослідження.
4. *** - р < 0,001 відносно 1 дослідження.
Як показали результати досліджень, відмінностей за кількістю еритроцитів та гемоглобіну, як на початку захворювання так і після лікування не спостерігалося. Їх значення були в межах 4,19 ± 0,39 Г/л – для еритроцитів та 139,3 ± 11,9 г/л на початку захворювання і 138,6 ± 11,3 г/л після лікування – для гемоглобіну. 
Суттєві зміни спостерігалися за показником ШОЕ. На початку захворювання показник складав 26,5 ± 5,5 мм/год, що говорить про розвиток запального процесу в організмі. Після лікування цей показник зменшувався і досягав 7,1± 1,96 мм/год.
Загальна кількість лейкоцитів у хворих жінок була вища за верхню межу фізіологічного норми і складала 11 ± 0,5 Г/л. Таке підвищення відбувалося за рахунок паличкоядерних нейтрофілів (ПЯН), кількість яких досягала 10,6 ± 0,73 %. Підвищення ПЯН говорить про активну роботу цього виду лейкоцитів у запальному процесі. У наших дослідах лімфопенії не спостерігалося, на відміну від даних інших авторів [28, 29]. 
Після лікування кількість лейкоцитів знижувалася у 2 рази і складала 5,64 ± 0,49 Г/л. Кількість ПЯН також знижувалася до 2,9 ± 0,41 % (р<0,001). Усі інші відносні показники крові як до операції, так і після були у межах норми і достовірно не відрізнялися.
Абсолютні показники лейкоцитів, за винятком еозинофілів, достовірно відрізнялися. Окрім ПЯН, які були підвищені у відносних показниках, у абсолютних показниках також зростає й кількість сегментоядерних нейтрофілів (СЯН). Так, кількість ПЯН у 7 разів була вищою на початку захворювання, ніж після лікування та на 25 % вище верхньої межі фізіологічної норми. Кількість СЯН на початку захворювання перевищувала верхню межу референтних значень на 20 %  та у 2 рази  показник після лікування. Всі інші абсолютні показники лейкоцитів крові: еозинофіли, моноцити, лімфоцити були у межах фізіологічної норми. Проте найвищими вони були на початку захворювання. 
Таким чином, при захворюванні збільшується ШОЕ та загальна кількість лейкоцитів за рахунок паличко- та сегментоядерних нейтрофілів.
3.2 Стан активності мієлопероксидази та рівня катіонних білків у нейтрофілах крові жінок, хворих на гострий панкреатит
Результати дослідження стану активності мієлопероксидази та рівня катіонних білків у нейтрофілах крові жінок, хворих на гострий панкреатит, представлені в табл. 3.2, додатках К, Л.
Таблиця 3.2 – Активність мієлопероксидази та рівень катіонних білків у нейтрофілах крові жінок, хворих на гострий панкреатит
	Показник
	Дослідження
	N
	Середнє
	Стандартне

Відхилення
	Стандартна похибка
	95% довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум



	
	
	
	
	
	
	нижня

межа
	верхня

межа
	
	

	МПО у.о.
	К
	10
	184,80
	4,566
	1,444
	181,53
	188,07
	178
	191

	
	1
	10
	174,70***
	1,636
	0,517
	173,53
	175,53
	171
	177

	
	2
	10
	198,50***
	2,677
	0,847
	196,58
	200,42
	195
	202

	КБ у.о.
	К
	10
	162,50
	5,255
	1,662
	158,74
	166,26
	153
	169

	
	1
	10
	250,30***
	6,001
	1,898
	246,01
	254,59
	239
	258

	
	2
	10
	201,40***
	3,534
	1,118
	198,87
	203,93
	196
	209


Примітки: 

1. К – контроль.

2. 1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

3. 2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

4. *** – р<0,001 відносно контролю.
Як показали результати досліджень, активність МПО у жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування була на 5,5% нижчою за контроль і складала 174,70 ± 0,517 у.о. Після лікування спостерігається підвищення активності МПО на 12 %, показник якої складав 198,5 ± 0,847 у.о. (р<0,001). Відомо, що при гострому панкреатиті запально-деструктивні зміни в підшлунковій залозі супроводжуються зниженням активності мієлопероксидази в нейтрофільних гранулоцитах, а репаративні процеси – підвищенням. Наші досліди показали такі саме зміни. 
Більш низька активність МПО у жінок до лікування свідчить про активацію нейтрофілів внаслідок запалення підшлункової залози та участь кисеньзалежної метаболічної системи нейтрофілів на початку захворювання. Зростання після лікування активності МПО свідчить про появу нейтрофілів у стані спокою. 
Показник рівня КБ у жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування був 250,30 ± 1,898 у.о. і перевищував контроль на 54%. Такий суттєвий підйом рівня цитоплазматических катіонних білків на ранній стадії хвороби свідчить про високий антибактеріальній потенціал нейтрофільних лейкоцитів у досліджених хворих і може бути суттєвим фактором успішного результату гострого панкреатиту. Після лікування спостерігається зниження рівня КБ на 19,5% (р<0,001), проте даний показник не досягав рівня контролю. Зниження після лікування свідчить про підключення кисеньнезалежної метаболічної системи нейтрофілів внаслідок розвитку бактеріальних і цитотоксичних процесів.

Для з’ясування впливу захворювання на ступінь змін активності мієлопероксидази та рівня катіонних білків використовували однофакторний дисперсійний аналіз. Результати ANOVA відображено у табл. 3.3.

Таблиця 3.3 – Показники достовірності (P) впливу лікування на ступінь змін активності МПО та рівня КБ у хворих на гострий панкреатит за даними ANOVA
	Показник
	Сума квадратів
	Df
	Середній квадрат
	F
	P

	МПО, у.о.
	Між групами
	2853,800
	2
	1426,900
	139,487
	0,001

	
	Всередині груп
	276,200
	27
	10,230
	-
	-

	
	Всього
	3130,000
	29
	-
	-
	-

	КБ, у.о.
	Між групами
	38710,867
	2
	19355,433
	762,915
	0,001

	
	Всередині груп
	685,000
	27
	25,370
	-
	-

	
	Всього
	39395,867
	29
	-
	-
	-


Обчислення однофакторного дисперсійного аналізу показало наявність впливу лікування на напрям та ступінь змін досліджуваних цитохімічних показників (р<0,001). 
3.3 Кількість мієлопероксидази та КБ-позитивних нейтрофілів в крові жінок, хворих на гострий панкреатит
Показники кількості МПО- та КБ-позитивних нейтрофілів у крові жінок, хворих на гострий панкреатит представлені у табл. 3.4, додатках М, Н.

У контрольній групі кількість  МПО-позитивних нейтрофілів склала 83,5 ± 0,563%. При гострому панкреатиті їх кількість зростала на 18% і складала 98,6 ± 0,267%. Після лікування кількість МПО-вмісних клітин досягала 100%.

Аналогічні зміни спостерігалися і за кількістю КБ-позитивних клітин.

Таблиця 3.4 – Кількість МПО- та КБ-позитивних нейтрофілів у жінок, хворих на гострий панкреатит

	Показник
	Дослідження
	N
	Середнє
	Стандартне

Відхилення
	Стандартна похибка
	95% довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум



	
	
	
	
	
	
	нижня

межа
	верхня

межа
	
	

	МПО+,%
	К
	10
	83,5
	1,780
	0,563
	82,23
	84,77
	81
	87

	
	1
	10
	98,6***
	0,843
	0,267
	98,0
	99,20
	97
	100

	
	2
	10
	100,0***
	0
	0
	100,
	100,0
	100
	100

	КБ+,%
	К
	10
	85,1
	1,524
	0,482
	84,01
	86,19
	83
	87

	
	1
	10
	99,7***
	0,483
	0,153
	99,35
	100,05
	99
	100

	
	2
	10
	100,0***
	0
	0
	100,0
	100,0
	100
	100


Примітки: 

1. К – контроль.

2. 1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

3. 2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

4. *** – р<0,001 відносно контролю.

Для з’ясування впливу захворювання на ступінь змін кількості МПО- та КБ-позитивних нейтрофілів використовували однофакторний дисперсійний аналіз. 
Результати ANOVA відображено у табл. 3.5.

Обчислення однофакторного дисперсійного аналізу показало наявність впливу лікування на напрям та ступінь змін кількості МПО- та КБ-позитивних нейтрофілів (р<0,001).
Таблиця 3.5 – Показники достовірності (P) впливу лікування на ступінь змін МПО- та КБ-позитивних нейтрофілів у хворих на гострий панкреатит за даними ANOVA
	Показник
	Сума квадратів
	Df
	Середній квадрат
	F
	P

	МПО+, %
	Між групами
	1674,067
	2
	837,033
	647,562
	0,001

	
	Всередині груп
	34,900
	27
	1,293
	-
	-

	
	Всього
	1708,967
	29
	-
	-
	-

	КБ +, %
	Між групами
	1450,867
	2
	725,433
	851,596
	0,001

	
	Всередині груп
	23,000
	27
	0,852
	-
	-

	
	Всього
	1473,867
	29
	-
	-
	-


3.4 Ступінь інтенсивності специфічного забарвлення нейтрофілів крові у жінок, хворих на гострий панкреатит
Результати дослідження ступеня інтенсивності специфічного забарвлення нейтрофілів крові у жінок, хворих на гострий панкреатит, представлені в табл. 3.6, додатках П, Р.

Кількість нейтрофілів із слабкопозитивною реакцію на мієлопероксидазу при захворюванні складала 27,30 ± 0,716% і у 2,2 рази перевищувала показники жінок після лікування (12,50 ± 0,687%). Нейтрофілів із помірною кількістю гранул було на 15 % менше у 1 групі. Також у даній групі хворих нейтрофілів з багаточисленними гранулами, що заповнювали усю клітину, було 5,00 ± 0,537%, що у 2,2 рази було нижчим за показники після лікування (11,20 ± 1,104 %).
Таблиця 3.6 – Ступінь інтенсивності специфічного забарвлення нейтрофілів крові у жінок, хворих на гострий панкреатит
	Показник
	Дослідження
	N
	Середнє
	Стандартне

відхилення
	Стандартна похибка
	95% довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум

	
	
	
	
	
	
	нижня

межа
	верхня

межа
	
	

	МПО (1+),%
	1
	10
	27,3
	2,263
	0,716
	25,68
	28,92
	22
	30

	
	2
	10
	12,5***
	2,173
	0,687
	10,95
	14,05
	9
	16

	МПО (2+),%
	1
	10
	66,2
	3,011
	0,952
	64,05
	68,35
	62
	71

	
	2
	10
	76,3***
	4,968
	1,571
	72,75
	79,85
	69
	83

	МПО (3+),%
	1
	10
	5,0
	1,7
	0,537
	3,78
	6,22
	2
	8

	
	2
	10
	11,2***
	3,49
	1,104
	8,70
	13,70
	6
	16

	КБ (1+),%
	1
	10
	11,2
	2,394
	0,757
	9,49
	12,91
	7
	15

	
	2
	10
	11,6
	3,373
	1,067
	9,19
	14,01
	6
	16

	КБ (2+),%
	1
	10
	26,4
	3,864
	1,222
	23,64
	29,16
	21
	32

	
	2
	10
	75,4***
	5,502
	1,740
	71,46
	79,34
	69
	86

	КБ (3+),%
	1
	10
	62,1
	4,533
	1,433
	58,86
	65,34
	54
	68

	
	2
	10
	13,0***
	3,162
	1,000
	10,74
	15,26
	8
	18


Примітки: 

1. 1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2. 2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

3. *** – р<0,001 відносно контролю.

Такі результати підтверджують, що у відповідь на запалення при  гострому панкреатиті активується кисеньзалежна метаболічна система нейтрофілів, оскільки клітин із невеликою кількістю гранул більше на початку захворювання, ніж після лікування, що свідчить по викид них у позаклітинний простір.
Суттєвих відмінностей в нейтрофілах із слабкопозитивною реакцією на КБ порівняно з жінками після лікування не спостерігалося. Нейтрофілів з помірною кількістю гранул з КБ у 2,8 разів було менше ніж після лікування. Кількість таких клітин становила 26,40 ± 1,222% при 75,40 ± 1,740% у жінок після лікування, проте вміст нейтрофільних гранулоцитів з різко позитивною реакцією на КБ становив 62,10 ± 1,433%, і перевищував показник після лікування у 4,8 рази (13,00 ± 1,0%).

4 ОХОРОНА ПРАЦІ

Мета даного розділу показати практичні вміння застосовувати теоретичні знання при виконанні кваліфікаційної роботи на тему: «Лейкограма та метаболічна активність нейтрофілів крові при гострому панкреатиті». 
Експериментальна частина кваліфікаційної роботи складалася з кількох етапів: перший – засвоєння методів цитохімічного виявлення МПО та КБ нейтрофілів та з’ясування гематолоччних показників в мазках периферійної 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 підпис у журналі реєстрації інструктажів при роботі в лабораторії на кафедрі фізіології, імунології і біохімії з курсом цивільного захисту та медицини.
Відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії встановленим нормам є запорукою  безпечної роботи дослідника. У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкість переміщення повітря, що повинні відповідати вимогам ДНАОП 0.03-3.15-86 [74].

Дуже важливо, щоб у приміщенні не створювався застій повітря. Концентрації небезпечних речовин в повітрі та якість повітря в цілому повинні відповідати ДСТу 12.1.005-88. Температура повітря повинна бути оптимальною (18-20 оС). Відносна вологість повітря та атмосферний тиск в лабораторії повинні відповідати навколишньому середовищу.

Важливу роль при роботі в лабораторії має провітрювання. Воно необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу. 

Рівень виробничого шуму та вібрацій повинен відповідати ДСН 3.3.6.037-99 та 3.3.6.039-99 відповідно.

Особливу увагу слід приділяти створенню нормальної освітленості робочого місця. Освітленість створюється сонцем і за допомогою ламп накалювання або люмінесцентних ламп. Природне і штучне освітлення лабораторії повинне відповідати вимогам СНіП ІІ-4-79 [74].

Приміщення лабораторії повинні бути обладнані водопроводом гарячої і холодної води та каналізацією відповідно до ДБН В.2.5-64-2012.
На всі види робіт, що являють собою потенційну небезпеку повинна бути підготовлена документація, що узгоджується з керівником робіт. Для запобігання виникнення нещасних випадків, пожеж і вибухів слід чітко виконувати правила з техніки безпеки. Експерименти треба проводити акуратно, уважно та з достатнім знайомством із приладами, інструментами, властивостями речовин і правилами безпеки робіт [75].

При роботі з хімічними реактивами обов’язковий спецодяг (халат з бавовняної тканини) згідно ст. 163 Кодексу законів про працю України і ДНАОП 0.00-4.26-96. У тканині не повинно бути добавок синтетичних волокон, бо у випадку займання оплавлені частини халату важко видалити з одягу [76].
При проведенні дослідів у лабораторії застосовується хімічний посуд: загального і спеціального призначення, зокрема мірний. Дуже часто використовуються пробірки. Неприпустимо, щоб пробірка була наповнена до країв, щоб уникнути вихлюпування і попадання рідин на шкіру експериментатора. Зовсім неприпустимо закривати пробірку пальцем і струшувати її в такому вигляді, оскільки можна зашкодити шкіру пальця чи одержати опік. При митті посуду треба стежити за тим, щоб йорж не вдарявся об дно і стінки посуду, тому що так можна вибити дно чи проломити стінку і поранитися. У раковину не можна виливати і викидати концентровані розчини кислот і лугів, що сильно пахнуть, та отруйні речовини. При виливанні в раковину таких речовин можливе їхнє випаровування й отруєння повітря лабораторії. Концентровані кислоти і луги необхідно попередньо сильно розбавити чи нейтралізувати, щоб уникнути руйнування каналізаційної мережі [76].
При роботі над даною темою мені довелося працювати із електроприладами. Усі мої дії підпорядковувалися вимогам ДНАОП 0.00-1.21-98 «Правила безпечної експлуатації електроустановок споживачів». З електроприладами я працювала чітко дотримуючись інструкцій та паспортів заводу-виробника у присутності лаборанта. Перед початком роботи прилади перевірялися на справність, перевірялася цілісність дротів, проводилася перевірка заземлення (занулення) приладів, для яких це передбачене інструкцією. Після закінчення дослідів, а також коли прилад був тимчасово не потрібен, він був відключений від електромережі. Використовувалася лише діючі прилади, що пройшли обов’язковий профілактичний огляд та перевірку [77]. 

Дана робота ґрунтувалась на роботі з кров’ю, що передбачає потребу у дотриманні низки правил, які відповідають ДСП 9.9.5.-080-02 «Правила влаштування і безпеки роботи в лабораторіях (відділах, відділеннях) мікробіологічного профілю».
При підготовці даної роботи обробка результатів проводилась з використанням комп’ютерної техніки. 

До роботи з комп’ютером допускаються працівники, з якими проведений вступний інструктаж та первинний інструктаж з питань охорони праці, техніки безпеки, пожежної безпеки та зроблений запис про їх проведення у спеціальному журналі інструктажів. Працівники при роботі з комп’ютером повинні дотримуватися вимог техніки безпеки, пожежної безпеки та повинні знати прийоми надання першої долікарської допомоги при ураженні електричним струмом [78].

Площа, що припадає на одного працюючого з дисплеєм, повинна бути не менше 6,0 м2. Відстань між робочими місцями повинна бути не менше 1,5 м в ряду, і не менше 1,25 м між рядами. Допустимі рівні температури повітря в дисплейних залах +22... + 240С і швидкості руху повітря не менше 0,2 м/с. [78]. 

Освітлення робочих місць в горизонтальній площині на рівні 0,8 м від підлоги повинно бути не менше 400 лк. Для штучного освітлення в дисплейних залах застосовують люмінесцентні лампи типу ЛБ.

В приміщеннях з дисплеями слід проводити вологе прибирання і регулярне провітрювання протягом робочої зміни. 

Перед початком роботи видалити пил з екрану, установити захисний екран, перевірити захисне заземлення (занулення), упевнитись у наявності засобів гасіння вогню [74].
Відстань від очей користувача до екрану дисплея повинна становити 50-70 см, кут зору 10-200, але не більше 400. Переважним є розташування площі екрана перпендикулярно до лінії зору користувача. Руки користувача повинні розташовуватися на робочому столі в горизонтальному положенні, або злегка нахилені, кут ліктя повинен складати 70-900. Необхідна гарна опора для спини та сідниць. Стегна розташовують паралельно підлозі або підставці.
Необхідно передбачити дотримання регламентованих перерв, активне їх проведення, регулярне заняття виробничою гімнастикою, рівномірне розподілення завдань. 

Різні види робіт вимагають різного підходу в організації перерв. Для робіт, що використовуються з великим навантаженням рекомендується 10-15 хв. через кожні 2 години. Кількість мікропауз (тривалість 2 хв.) повинна регулюватися індивідуально [75]. 

Форма і зміст можуть бути різними: виконання альтернативної допоміжної роботи, що не вимагає великої напруги, проведення фізичних вправ на корекцію вимушеної пози, покращенню венозного кровообігу, часткове поновлення дефіциту активного руху. 

Після закінчення робіт необхідно від’єднати апаратуру від електромережі.

Пожежна безпека об’єкту регламентується Законом Українти «Про пожежну безпеку» від 17.12.93 року, Правилами пожежної безпеки України, затвердженими 13.06.95 року наказом № 400 МВС України та інструкціями. Пожежна безпека повинна забезпечуватися системою запобігання пожежі та системою пожежного захисту [79].

В лабораторії повинні бути справні первинні засоби пожежогасіння:
вогнегасники вуглекислотні, пінні або порошкові, які розміщують безпосередньо в лабораторії; ящик або відро з піском (об’ємом близько 0,01 м3) і совком; покривало з вогнетривкого матеріалу [79]. Загоряння у приміщенні слід відразу ліквідувати. 

У разі виникнення пожежі необхідно: повідомити пожежну охорону; вжити заходів щодо евакуації людей з приміщення; вимкнути електромережу.

Легкозаймисті та горючі рідини і електропроводку необхідно гасити піском, вогнетривким покривалом, порошковими вогнегасниками; знеструмлену електропроводку можна гасити водою або будь-якими наявними вогнегасниками. Загоряння у витяжній шафі ліквідується вогнегасниками після вимкнення вентилятора [79].
Перша допомога при отруєнні чадним газом починається з того, що потерпілого необхідно винести на свіже повітря. Якщо є кисневий апарат або балон з киснем, то потрібно забезпечити потерпілому дихання чистим киснем. Якщо він не дихає самостійно, починають штучне дихання, у разі зупинки кровообігу і непрямий масаж серця. Але головне – це швидше доставити потерпілого в реанімаційне відділення.
Під час проведення дослідження можуть статися нещасні випадки. Це передусім пов’язано з недотриманням правил техніки безпеки при використанні реактивів для визначення біохімічних показників, при використанні апаратів і при роботі з комп’ютером [78].

До нещасних випадків, які можуть статися при виконанні даної роботи, відносяться термічні і хімічні опіки, електротравми, потрапляння біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення ядухи при роботі у лабораторії з неполагодженими витяжками. Тому важливим є знання долікарняної допомогу при цих випадках, щоб зарадити їм і їхнім наслідкам.

Електротравми можуть виникати при доторканні за провід, який знаходиться під напругою. 

Надання першої медичної допомоги потерпілому у разі електротравми повинно починатися з звільнення його від джерела струму. Для зупинення дії струму краще всього повернути вимикач, вимкнути рубильник, вивернути пробки на щітку. Якщо це з яких то причин не можливо, треба звільнити потерпілого від електропроводу. Для цього потрібно одягти гумові рукавички або обмотати руки шматком шовкової тканини и користуватися сухою дерев’яною палкою. Ні в якому разі не можна доторкатися до потерпілого голими руками. При відсутності ознак життя після звільнення потерпілого від дії електричного струму потрібно почати проведення реанімаційних заходів. Якщо дії виявилися успішними і потерпілий прийшов до тями, потрібно, не втрачаючи часу, накласти асептичні пов’язки на „мітки струму”, які є опіками, і відвезти потерпілого в лікарню [77].
Термічні опіки виникають при дії високої температури. Перша допомога при термічних опіках заключається в швидкому припинені дії високої температури. Для цього потрібно відразу після евакуації потерпілого із зони ураження облити місце опіку холодною водою. 

Якщо на потерпілому горить одяг, його потрібно повалити на землю і накрити ковдрою, брезентом, пальтом, щоб припинити доступ повітря до полум’я, а потім облити водою тлінний одяг [78].

Після зняття одягу шкіра навколо опіку обережно очищається теплою водою з милом, чистим бензином або спиртом, а уражені ділянки шкіри оброблюють аерозольним засобом проти опіків (пантенол), потім накладають асептичну пов’язку, змочену розчином марганцівки. Для знеболювання дають 1-2 таблетки кетанолу, а пов’язку змочують розчином місцевого анастетику. Самостійно розкривати чи зрізати пухирі не можна. Після цього потерпілого необхідно доставити в опікове відділення [78].

Хімічні опіки виникають при потраплянні на шкіру розчинів сильних кислот (соляної, азотної, сірчаної), лугів і солей деяких важких металів. У разі виникнення такої ситуації потрібно, по-перше, одяг, промочений хімічною речовиною, негайно видалити, при цьому рятівник повинен працювати в гумових рукавицях. По-друге, уражену ділянку поливають великою кількістю проточної води протягом 10-15 хвилин, а якщо допомога розпочата пізно, то впродовж ½ - 1 години. По-третє, обмив уражену ділянку шкіри, приступають до нейтралізації : при опіках кислотою використовують 4%-ний розчин соди, а при опіках лугом – слабкий розчин оцтової або лимонної кислоти, котрими змочують серветки, які накладають на опікову поверхню [77].
При роботі з сироваткою крові можливе її потрапляння на шкіру, одяг, слизові оболонки. Всі біологічні рідини треба сприймати як потенційно заражені ВІЛ-інфекцією, тому згідно приказу № 120 МОЗ України від 20.05.00 розроблена перша допомога при цих випадках [76].
Так при потраплянні сироватки на халат, потрібно його зняти і замочити у дезінфікуючому розчині на 1 годину. Таким дезінфікуючим розчином може бути 0,5% р-н хлорантоіну, 0,5% р-н дезактину, 0,05% р-н бактоліну. Якщо ж сироватка потрапила на шкіру, потрібно обробити уражену ділянку одним із дезінфіктантів – це може бути 700 спирт, 3% розчин перекису водню, 5% розчин йоду. Потім промивають шкіру двократно під проточною водою з милом, сушать стерильним рушником і знову обробляють дезінфікатантом [76, 78]. При потраплянні сироватки на слизові оболонки очей потрібно промити очі великою кількістю води і закапати 30% р-ном альбуциду, якщо ж сироватка потрапила на слизові оболонки ротової порожнини, потрібно прополоскати рот 700 спиртом. Про всі випадки аварії потрібно повідомляти керівництво підприємства [77].

Таким чином, знаючи основні заходи безпеки при роботі в лабораторії і при використанні комп’ютерної техніки, я звела до мінімуму ризик появи будь-якого виду травм при проведенні біохімічних досліджень, що необхідні для виконання кваліфікаційної роботи.
ВИСНОВКИ
1. При гострому запаленні підшлункової залози у жінок на 5,5 % активність мієлопероксидази нижча ніж у контролі. Лікування призводило до зростання активності МПО на 12%. Рівень КБ на початку захворювання, навпаки, був вищим за контроль на 54% і складав 250,30 ± 1,898 у.о. Після лікування рівень КБ знижувався на 19,5%, проте не досягав рівня контролю.
2. Кількості МПО- та КБ-позитивних нейтрофілів на обох етапах дослідження були вищіми за контроль. Вміст МПО-позитивних нейтрофілів після лікування зростав до 100% при 98,6 ± 0,267% до лікування. Кількість КБ-позитивних нейтрофілів суттєво не відрізнялася і складала 99,70 ± 0,153% та 100 % відповідно.
3. Запалення при гострому панкреатиті призводить до активації кисеньзалежної метаболічної системи нейтрофілів: клітин із малою кількістю гранул із МПО більше на початку захворювання ніж після лікування (27,30 ± 0,716 та 27,30 ± 0,716% відповідно). Кількість нейтрофілів із різко позитивною реакцією змінюється навпаки з 5,00 ± 0,537% до 11,20 ± 1,104% відповідно. Серед КБ-позитивних нейтрофілів суттєві зміни спостерігалися у групах нейтрофілів із помірною кількістю гранул та з багаточисленними гранулами. На початку захворювання найбільший відсоток клітин був із багаточисельними гранулами – 75,4 ± 1,74%, після лікування їх кількість знижується у 4,8 рази. 
4. На початку захворювання гострим панкреатитом ШОЕ зростає до 26,5 ± 5,5 мм/год, що говорить про розвиток запального процесу в організмі. Після лікування цей показник зменшується і досягає 7,1± 1,96 мм/год.
5. При гострому запаленні підшлункової залози у жінок загальна кількість лейкоцитів перевищує верхню межу фізіологічного норми і складає 11 ± 0,5 Г/л. Таке зростання було за рахунок паличко- та сегментоядерних нейтрофілів – значно зростала відносна і абсолютна кількість ПЯН та абсолютна кількість СЯН. 
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦЇЇ

1. Отримані результати можуть бути використані терапевтичними медичними закладами для оцінювання патологічного стану хворих з метою завчасної профілактики захворювань та їх лікування.
2. Отримані результати кваліфікаційної роботи можна використовувати в курсі «Методи лабораторної (клінічної) імунології».
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ДОДАТКИ
Додаток А

Гранули мієлопероксидази в цитоплазмі нейтрофільного гранулоциту крові у жінок, хворих на гострий панкреатит
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 Рисунок А.1 – Нейтрофіл з високою активністю МПО
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Рисунок А.2 – Нейтрофіл з відсутньою активністю МПО
Додаток Б

Гранули катіонних білків в цитоплазмі нейтрофільного гранулоциту крові у жінок, хворих на гострий панкреатит
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Рисунок Б.1 – Нейтрофіл з високим рівнем КБ
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Рисунок Б.2 – Нейтрофіл з низькою активністю КБ
Додаток В
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1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.
2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.
Рисунок В.1 – Кількість еритроцитів у жінок, хворих на гострий панкреатит

Додаток Г
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1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.
2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.
Рисунок Г.1 – Рівень гемоглобіну у жінок, хворих на гострий панкреатит
Додаток Д
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1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

*** – р< 0,001. 
Рисунок Д.1 – ШОЕ у жінок, хворих на гострий панкреатит
Додаток Е
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1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

*** – р< 0,001. 
Рисунок Е.1 – Загальна кількість лейкоцитів у жінок, хворих на гострий панкреатит
Додаток Ж
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1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

*** – р< 0,001. 
Рисунок Ж.1 – Відносна кількість лейкоцитів крові у жінок, хворих на гострий панкреатит
Додаток И
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1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

** – р< 0,01.

*** – р< 0,001. 
Рисунок И.1 – Абсолютна кількість лейкоцитів крові у жінок, хворих на гострий панкреатит
Додаток К
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К – контроль.
1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.
2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

*** – рК-1, К-2, 2-3 < 0,001 
Рисунок К.1– Стан активності МПО нейтрофілів крові у жінок, хворих на гострий панкреатит
Додаток Л
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К – контроль.
1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.
*** – рК-1, К-2, 2-3 < 0,001 
Рисунок Л.1 – Рівень КБ нейтрофілів крові у жінок, хворих на гострий панкреатит
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К – контроль.

1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

р2-3 < 0,01, рК-1, К-2 < 0,001
Рисунок М.1 – Кількість МПО-позитивних нейтрофілів у жінок, хворих на гострий панкреатит
Додаток Н
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К – контроль.

1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

*** – р< 0,001 відносно контролю.
Рисунок Н.1 – Кількість КБ-позитивних нейтрофілів у жінок, хворих на гострий панкреатит

Додаток П
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1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.

*** – р < 0,001 
Рисунок П.1 – Ступінь інтенсивності специфічного забарвлення нейтрофілів крові на МПО у жінок, хворих на гострий панкреатит
Додаток Р
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1 – група жінок, хворих на гострий панкреатит до лікування.

2 – група жінок, хворих на гострий панкреатит після лікування.
*** – р < 0,001 
Рисунок Р.1 – Ступінь інтенсивності специфічного забарвлення нейтрофілів крові на КБ у жінок, хворих на гострий панкреатит
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