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РЕФЕРАТ
Робота викладена на 69 сторінках друкованого тексту, містить 3 таблиці, 2 рисунка. Список літератури включає 58 джерел.

Метою роботи було дослідити цитоморфометричні показники нейтрофілів периферичної крові у жінок з синдромом гіперстимуляції яєчників.
Методи дослідження – загальноклінічні, імунологічні, статистичний.

В результаті експериментальних досліджень було виявлено, що у осіб з ризиком розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників (СГЯ) по відношенню до групи без ризику СГЯ спостерігалося підвищення загального вмісту лейкоцитів (р ≤ 0,05), яке відбувалось, в основному, за рахунок зростання рівня сегментоядерних нейтрофілів (р ≤ 0,05). Виділено три класи нейтрофілів за їх цитоморфометричними параметрами. У жінок з ризиком розвитку СГЯ по відношенню до групи без ризику СГЯ спостерігалося зниження вмісту середнього розмірного класу з діаметром нейтрофіла від 12,5 до 16,0 мкм (р ≤ 0,05) та відповідне збільшення великих за розміром нейтрофілів з діаметром від 16,5 до 18,5 мкм (р ≤ 0,05), як імовірне підвищення кількості клітин, здатних до міграції внаслідок активаційних впливів на імунну систему від гормонотерапії.
Теоретичне значення роботи полягає у розширенні знань щодо особливостей клітинних реакцій неспецифічного імунітету при ризику розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників.
Практичне значення роботи: на основі отриманих результатів досліджень визначили стан клітинної ланки неспецифічного імунного захисту у жінок з синдромом гіперстимуляції єчників.
СИНДРОМ ГІПЕРСТИМУЛЯЦІЇ ЯЄЧНИКІВ, ВЕНОЗНА КРОВ, ЛЕЙКОГРАМА, НЕЙТРОФІЛИ, ЦИТОМОРФОМЕТРИЧНІ ПОКАЗНИКИ. 
ABSTRACT
The work is outlined on 69 pages of printed text, contains 3 tables, 2 figures. References include 58 sources. The aim of this study was to investigate cytomorphometric parameters of peripheral blood neutrophils in women with ovarian hyperstimulation syndrome. Methods of research – general clinical, immunological, statistical.
As a result of experimental studies, it was found that in persons at risk of developing (obeship hypertension syndrome) CHD in relation to the group without risk of CHD there was an increase in the total amount of leukocytes (p ≤ 0,05), which occurred mainly due to the increase in the level of segmental neutrophils (р ≤ 0,05). Three classes of neutrophils according to their cytomorphometric parameters are distinguished. In women at risk of developing HPA in relation to the non-HPA group, there was a decrease in the content of the average size class with a neutrophil diameter of 12.5 to 16.0 μm (p ≤ 0,05) and a corresponding increase in the size of neutrophils with a diameter of 16,5 to 18.5 μm (p ≤ 0,05), as the probable increase in the number of cells capable of migration due to activation effects on the immune system from hormone therapy.
The theoretical value of the work is to increase knowledge about the features of cellular reactions of non-specific immunity at the risk of developing ovarian hyperstimulation syndrome. The practical significance of the work: based on the results of the research, the status of the cell line of non-specific immune defense was determined in women with a hyperstimulation syndrome of locusts. 

OBESHIP HYPERTENSION SYNDROME, VENOUS BLOOD, LEUKOGRAPH, NEUTROPHILI, CYTOMORPHOMETRIC PARAMETERS.
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ВСТУП

Проблема жіночого безпліддя, завжди була актуальною. Одним методів лікування безпліддя на цей час є екстракорпоральне запліднення, при якому часто зустрічається таке ускладнення, як розвиток синдрому гіперситимуляції яєчників (СГЯ). 

Причиною розвитку СГЯ може бути як контрольована стимуляція яєчників в межах допоміжних репродуктивних технологій, так і, навіть, оваріальна стимуляція для відновлення овуляції у жінок з ановуляцією. В основі виникнення СГЯ лежить збільшення розмірів та кістозна трансформація яєчників, вихід рідини з судинного русла до третього простору (черевна порожнина, перикард, плевральна порожнина) [1, 2].
Метою роботи було дослідити цитоморфометричні показники нейтрофілів периферичної крові у жінок з ризиком гіперстимуляції яєчників.
Для досягнення мети були пославлені наступні завдання: 

1) проаналізувати показники вмісту лейкоцитів та лейкоцитарної формули крові у жінок без ризику розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників; 
2) проаналізувати показники вмісту лейкоцитів та лейкоцитарної формули крові у жінок з ризиком розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників; 
3) дослідити цитоморфометричні показники нейтрофілів периферичної крові у жінок без ризику розвитку гіперстимуляції яєчників; 

4) дослідити цитоморфометричні показники нейтрофілів периферичної крові у жінок з ризиком розвитку гіперстимуляції яєчників.

Об’єкт дослідження – синдром гіперстимуляції яєчників.

Методи дослідження: загально-клінічні, імунологічні, статистичні.
Теоретичне значення роботи полягає у розширенні знань щодо особливостей клітинних реакцій неспецифічного імунітету при ризику розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників.
Практичне значення роботи: на основі отриманих результатів досліджень визначили стан клітинної ланки неспецифічного імунного захисту у жінок з синдромом гіперстимуляції єчників.
Наукова новизна: виділено три класи нейтрофілів за їх цитоморфометричними параметрами: 1) з діаметром клітини від 9,5 до 12,0 мкм (КН 9,5-12,0 мкм); 2) з діаметром нейтрофіла від 12,5 до 16,0 мкм (КН 12,5-16,0 мкм); 3) з діаметром від 16,5 до 18,5 мкм (КН 16,5-18,5 мкм). За результатами цитоморфометричних вимірювань встановлено, що у жінок з ризиком розвитку СГЯ по відношенню до групи без ризику СГЯ відбувалося зниження вмісту середнього розмірного класу та відповідне збільшення великих за розміром нейтрофілів, як імовірне підвищення кількості клітин, здатних до міграції внаслідок активаційних впливів на імунну систему від гормонотерапії.
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Синдром гіперстимуляції яєчників 
Вперше в Україні проведено узагальнений аналіз ускладнень синдрому гіперстимуляції яєчників в гінекології, що дозволило визначити чинники ризику, частоту і причини виникнення цього синдрому. Вивчено нові аспекти патогенезу синдрому гіперстимуляції яєчників та його ускладнень на підставі вивчення взаємозв’язків між даними анамнезу, ультразвукового сканування, допплерографічного дослідження кровоплину, лабораторних та генетичних обстежень, а також розроблено математичну модель для виявлення групи високого ризику розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників. Встановлено основні фактори ризику розвитку різних форм синдрому гіперстимуляції яєчників та визначено критерії для перспективного проведення профілактичних заходів розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників з подальшою оцінкою реалізації репродуктивної функції. Перебіг вагітності, характер репродуктивних втрат та перинатальні результати оцінили в залежності від термінів виникнення синдрому гіперстимуляції яєчників (до чи після переносу ембріонів).
Науково обґрунтовано необхідність розробки алгоритму профілактики синдрому гіперстимуляції яєчників з оптимізацією лікувально-профілактичних заходів, який дозволив своєчасно та ефективно прогнозувати та лікувати синдром гіперстимуляції яєчників.

Порівняльні аспекти клінічного перебігу раннього і пізнього синдрому гіперстимуляції яєчників при лікуванні ановуляторного безпліддя в програмах допоміжних репродуктивних технологій. Результати дослідження дозволили здійснити дифенційований підхід до формування груп ризику стосовно раннього чи пізнього синдрому гіперстимуляції яєчників. Встановили деякі нові аспекти патогенезу безпліддя у жінок із гіперстимуляцією яєчників на основі виявлення взаємозв’язку між результатами клінічних, ехографічних, ендоскопічних, ендокринологічних і мікробіологічних досліджень. Розробили методику прогнозування розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників на підставі методу логістичної регресії з обліком оцінки факторів ризику. Розробити та впровадити алгоритм лікувально-профілактичних і прогностичних заходів на основі удосконаленої тактики ведення і корекції основних порушень гомеостазу. Запропоновано послідовність і методики проведення необхідних діагностичних заходів при виникненні різних ускладнень, що сприяє підвищенню частоти діагностики і диференційованого вибору найбільш ефективних лікувальнопрофілактичних методик подолання синдрому гіперстимуляції яєчників. Визначено показання, протипоказання і шляхи оптимізації методик корекції виявлених ускладнень синдрому гіперстимуляції яєчників, що дозволяє попередити повторні випадки розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників і це дало змогу підвищити ефективність лікування ановуляторного безпліддя. Враховано та проаналізовано причини неблагоприємних результатів індукованої вагітності в залежності від ступеню проявів отриманих результатів. Вивчено основні особливості перебігу вагітності і пологів, а також перинатальні результати розродження у обстежених жінок із синдромом гіперстимуляції в анамнезі.
Синдром гіперстимуляції яєчників (СГЯ) – ятрогенне ускладнення оваріальної стимуляції. Причиною розвитку СГЯ може бути як контрольована стимуляція яєчників (КСЯ) в межах допоміжних репродуктивних технологій (ДРТ), так і, навіть, оваріальна стимуляція для відновлення овуляції у жінок з ановуляцією. В основі виникнення СГЯ лежить збільшення розмірів та кістозна трансформація яєчників, вихід рідини з судинного русла до третього простору (черевна порожнина, перикард, плевральна порожнина) завдяки підвищенню проникнення рідини крізь судинну стінку та збільшення оваріального неоангіогенезу на тлі надмірної відповіді на індукцію овуляції або КСЯ. СГЯ розвивається під час лютеїнової фази циклу. Залежно від часу настання виділяють ранню (до 9 днів після овуляції або пункції фолікулів) та пізню (10 та більше днів) форми [4-6]. 

Тригером розвитку СГЯ є хоріонічний гонадотропін людини (ХГЛ). При ранньому СГЯ – це екзогенний ХГЛ, який використовують для фінального дозрівання ооцитів. При пізньому – ХГЛ, який продукує трофобласт. Під впливом ХГЛ зростає секреція ендотеліального судинного фактора росту, який зумовлює вихід рідини з судинного русла та неоангіогенез. Частота легкого СГЯ складає 8-23% від усіх стимульованих циклів, СГЯ середнього ступеня – 1-7%, тяжкого ступеня – 0,5% . При цьому близько 2% пацієнток потребують госпіталізації. Смертність від СГЯ за даними літератури складає до 3 на 100000. Слід враховувати, що кількість випадків СГЯ постійно зростає. Найбільш поширеними симптомами СГЯ є абдомінальний дискомфорт, прогресивне збільшення 70 окружності живота (при вимірюванні на рівні пупка), збільшення яєчників, нудота та блювота, млявість, олігурія, тахікардія, диспное, асцит, швидке збільшення маси тіла, розлади ШКТ (загострення гастриту, панкреатиту, холециститу), діарея. До тяжких та критичних ознак СГЯ відносять такі симптоми, як гіпотензія, гідроторакс, гідрoперикард, респіраторний дистрес-синдром дорослих, анурія. При неадекватному та несвоєчасному лікуванні розвивається поліорганна недостатність. Для СГЯ характерні наступні зміни лабораторних показників: гемокoнцентрація та гіповолемія (гематокрит > 45%), порушення балансу електролітів (гіпонатріємія, гіперкаліємія), лейкоцитоз, збільшення креатиніну сироватки > 1,2 мг/дл, підвищення активності печінкових ферментів, гіперкоагуляція, гіпопротеїнемія та гіпоальбумінемія.
Перебіг СГЯ може ускладнюватися такими станами, як коровотеча з яєчника та його перекрут, тромбоемболії різноманітної лoкалізації, що робить цей синдром вкрай небезпечним. Перекрут яєчника спостерігається в 1/500 стимульованих циклах, частіше на тлі СГЯ та вагітності. Кровотеча з яєчника виникає внаслідок розриву яєчника, абoкровотечі з судин яєчника, які травмовані в процесі пункції. Частою причиною розриву є тиск на яєчники при агресивній пальпації або бімануальному дослідженні. Частота тромбоемболічних ускладнень при СГЯ складає 0,2-2,4%. Найчастіше зустрічаються венозні (65,7%) тромбози, але можливі і артеріальні. 83% з артеріальних тромбозів виникають в ділянках верхніх кінцівок, венах голови та шиї. Тромбози також можливі в венах та артеріях нижніх кінцівок. В 4-12% виникає емболія легеневої артерії [7-9]. 

Завдяки численним дослідженням останніх років, патогенез СГЯ став більш зрозумілим. Нині достовірно встановлено, що ключовим його моментом є порушення рівноваги між про та антиангіогенними факторами фолікулярної рідини. Одним з найважливіших медіаторів СГЯ з проангіогенною активністю є ендотеліальний судинний фактор росту (СЕФР). Його участь у розвитку СГЯ на рівні інтрафолікулярної дії є дуже вірогідною. Виявлено також зростання СЕФР в асцитичній рідині, плазмі пацієнток при СГЯ. Показано, що експресія RNA СЕФР в клітинах гранульози залежить від дози та часу введення ХГЛ, що ще більше підкреслює роль СЕФР [10-12].
Патофізіологічний каскад при формуванні СГЯ складається з наступних моментів: інтенсивний неоангіогенез та підвищення проникності капілярів, збільшених яєчників та ендотеліальних поверхонь, вихід рідини з судин до екстрасудинних просторів (черевна порожнина, плевральна порожнина, перикард), гемоконцентрація, зниження клубочкової фільтрації, олігоанурія, підвищення в’язкості крові, гіперкоагуляція, ризик тромбоемболічних ускладнень. Гемоконцентрація призводить до збільшення гематокриту, концентрації тромбоцитів та лейкоцитів, креатиніну, сечовини, печінкових ферментів в плазмі, а також зумовлює гіперкаліємію та ацидоз. Зниження альбуміну сироватки зумовлено екстравазі – ацією рідини та формуванням асциту. Цей процес є ХГЛ-залежним – при зниженні концентрації ХГЛ симптоматика зменшується до того моменту, коли плодове яйце починає продукцію ХГЛ.
1.2 Етіологія синдрому гіперстимуляції яєсників
Вперше СГЯ був описаний в 1943 р як «syndrome d'hyperluteinisation massive des ovaries», і перший летальний результат СГЯ зафіксований в 1951 р від ниркової недостатності.
Провідна роль в розвитку асциту, гідроторакс, анасарка, порушення внутрішньосудинної коагуляції при СГЯ належить високоактивним речовин фолікулярної рідини, кількість якої після стимуляції овуляції різко зростає. Поряд з цим різко збільшуються рівні естрадіолу, прогестерону, гістаміну, простагландинів і продуктів метаболізму. В останні роки виявлено підвищення вмісту карциноембріональний антигену СА-125 – пухлинного маркера. Його роль у розвитку патології не з'ясована [13, 14].

Швидка фільтрація рідкої частини крові призводить до гіповолемії і гемоконцентрації. Гіповолемія, в свою чергу, викликає зниження ниркової перфузії, яка сприяє вторинному виникнення олігурії, порушення електролітного балансу, гіперкаліємії і азотемії. Гіповолемія клінічно проявляється гіпотензією, тахікардією, збільшенням гематокриту, гіперкоагуляції; олігурія і азотемія в важких випадках можуть бути симптомами уремії [15].
Причина зміни проникності судинної стінки при СГЯ невідома. Патолого-анатомічні порушення при СГЯ характеризуються значним збільшенням яєчників, великою кількістю фолікулярних і текалютеіновие кіст, набряком строми. Кісти заповнені прозорим або геморагічним вмістом. На поверхні яєчників нерідко виявляються сліди розривів кіст і ділянки некрозу. Матка і маткові труби, як правило, без змін. При мікроскопічному дослідженні тканини яєчників виявляються множинні Лютеїнові кісти з геморагічної інфільтрацією, лютєїнізация фолікулярних кіст, некроз коркового речовини, набряк строми з множинними крововиливами [16].
1.3 Класифікація синдрому гіперстимуляції яєчників
Оцінка ступеня СГЯ досить складна можливе вимірювання розміру яєчників при ультразвуковому дослідженні (УЗД), але точне встановлення об’єму асцитичної рідини неможливе. Таким чином, класифікація СГЯ не є категоричною, а ключовим елементом клінічного спостереження залишається щоденне вимірювання маси тіла та рідинного балансу (співвідношення випитої/виділеної рідини). Найширшого розповсюдження набула класифікація Golan [17, 18]. 

Інші розповсюджені класифікації включали критичний СГЯ та групи В й С тяжкого СГЯ. Обидві групи авторів описали однакові ознаки, виражене зниження ОЦК та гемоконцентрація, поліорганна недостатність або тромбоемболічні ускладнення. Ці ускладнення увійшли в якості 6 ступеня тяжкості до оновленої робочої класифікації Golan (табл. 1.1).
Таблиця 1.1 – Класифікація синдрому гіперстимуляції яєчників за Golan (1989)
	СГЯ

	Ступінь тяжкості
	Помірний
	Середній
	Тяжкий

	1
	2
	3
	4

	1
	Відчуття дискомфорту та здуття живота
	
	

	2
	Критерії 1 ступеня + нудота, збільшення яєчників 5-12 мм
	
	


Продовження таблиці 1.1
	1
	2
	3
	4

	3
	
	Критерії помірного ступеня + ехографічні ознаки асциту
	

	4
	
	
	Критерії середнього ступеня + клінічні ознаки асциту або гідротораксу та респіраторного дистрес синдрому

	5
	
	
	Усі раніше перелічені ознаки + зміни ОЦК та гемокгнцентрація, гіперкоагуляція, зниження функції нирок - олігурія

	6
	
	
	Форма, яка загрожує життю - виражене зниження ОЦК та поліорганна недостатність або ін. ускладнення


Необхідно розуміти, що ці стадії клінічно не дуже відрізняються, а помірний ступінь СГЯ може за декілька годин перейти в тяжкий. Це потрібно пам’ятати при дистанційному консультуванні.
Патогенез СГЯ також до кінця не ясний. В основі розвитку цього стану лежить так званий синдром надлишкової судинноїпроникності з масивним виходом рідини в позасудинний простір. Припускають, що гіперстимулюючи яєчники продукують якийсь «фактор X», який і зумовлює транссудацію рідини. Однак до теперішнього часу такий фактор не виділено. Декілька факторів залучені в розвиток і прогресію СГЯ. Інтерлейкін-6 (ІЛ-6) і судинний ендотеліальний фактор росту (СЕФ), ймовірно, головні цитокіни, що грає роль в патогенезі синдрому. Підвищення в сироватці крові СЕФР відзначено у пацієнток з гиперстимуляцией яєчників, і його активність корелює з тяжкістю клінічних проявів
Частота виникнення СГЯ, за даними різних авторів, дуже різноманітна. У більш ранніх роботах синдром середнього ступеня тяжкості зустрічається в 8-23% випадків, а важкий - від 0,008 до 10%. В даний час частота виникнення важких форм СГЯ коливається від 0,5 до 5% від циклів суперовуляції. За даними Наукового центру акушерства, гінекології та перинатології РАМН (2005), частота виникнення тяжкої форми синдрому залежить від протоколу суперовуляції і коливається від 9 до 15%. Смертність становить 1/450000 - 500000 пацієнтів. Причини смерті, про які повідомлено в літературі, включають в себе: респіраторний дистрес-синдром дорослих, інфаркт мозку, печінково-ниркову недостатність.

Роботи останніх років, які присвячені проблемі СГЯ, найчастіше мають профілактичну спрямованість. Цілком очевидним є один з основних постулатів медицини, які свідчать, що профілактика – істотно краще, ніж лікування. У випадку з СГЯ це твердження особливо актуальне, оскільки раніше вже підкрес лювався той факт, що дане ускладнення є ятрогенним і виникає у молодих жінок, які нерідко є абсолютно здоровими (наприклад, коли показанням до ДРТ є чоловіча безплідність). Тому стратегія щодо запобігання СГЯ повинна починатися з прогнозування. Можна виділити первинні та вторинні фактори ризику розвитку СГЯ [19].
До первинних факторів ризику відносять наявність синдрому полікістозних яєчників (СПКЯ). Але велика базова (без стимуляції) кількість антральних фолікулів у яєчниках є самостійним фактором ризику, коли вона є єдиним симптомом і не супроводжується хронічною ановуляцією, гіперандрогеніею або іншими складовими СПКЯ. Немає єдності у визначенні критичної кількості фолікулів в яєчниках для чіткого прогнозування СГСЯ. Запропоновано межі від 14 до 12 фолікулів та більше на кожен яєчник СГСЯ в анамнезі [20], молодий вік також є прогностичними факторами [21]. До перспективних предикторів відносять вивчення антимюлерова гормону (АМГ) в плазмі. Критичним є підвищення рівня АМГ >3,36 нг/мл [22, 23]. 
Прогностична чутливість цього показника дорівнює 90,5%, специфічність 80% [24-26]. Позитивним моментом є те, що концентрація АМГ не залежить від фази циклу і визначення є інформативним у будь – який день циклу.Базальний рівень фолікулостимулюючого гормону [27-30] (ФСГ), будучи одним із загальноприйнятих маркерів оваріального резерву, не виявив високої прогностичної цінності щодо розвитку СГСЯ. При виявленні первинних факторів ризику повинні бути використані засоби первинної профілактики.Перш за все, пацієнтки, які мають високий первинний ризик СГСЯ, повинні отримувати мінімальні дози гонадотропінів. У разі індукції овуляції (ІО) в межах підготовки до внутрішньоматкової інсемінації стартова доза ФСГ в групі ризику розвитку СГСЯ не повинна перевищувати 50-75 МО на добу перші 7 діб з наступним повільним збільшенням дози ФСГ до досягнення (моно)фолікулярного росту. Така стратегія зменшує ризик СГСЯ при невисокій частоті відміни циклу [31, 32]. В разі КСЯ в межах ЗІВ стартова доза ФСГ також повинна бути зменшена. Показано, що зниження стартової дози ФСГ до 150 МО та менше на добу не знижує частоти настання вагітності, але призводить до зменшення кількості фолікулів, що розвиваються, та зниження ризику СГСЯ [33-36].
Застосування препаратів ФСГ слід починати в середню або пізню фолікулярні фази (з п’ятого дня циклу). Коли хоча б один з фолікулів досягне 13 – 14 мм діаметром, починають щоденне введення ант-ГнРГ аналогічно стандартному протоколу з ант-ГнРГ. Такий підхід отримав назву «м’яка» стимуляція. Він дозволяє знизити ризик СГСЯ за рахунок зменшення когорти рекрутованих фолікулів. Доведено, що використання препаратів, які збільшують чутливість до інсуліну при плануванні та в протоколі ДРТ, знижує частоту розвитку тяжкого СГСЯ у пацієнток з ознаками СПКЯ [37].
Глюкокортикоїди та їх синтетичні аналоги пригнічують експресію генів VEGF [38]. Але дані літератури щодо використання їх для профілактики СГСЯ досить суперечливі. Використання глюкокортикоїдів не може гарантувати елімінацію ризику СГСЯ, при цьому можливі побічні ефекти. Потрібні подальші дослідження для розробки оптимального протоколу їх використання. У хворих з СПКЯ і у нормо – овуляторних пацієнток з високим ризиком розвитку СГСЯ в межах первинної профілактики може бути використана методика дозрівання ооцитів ін вітро (In Vitro  Maturation, IVM), але широкого використання вона не отримала через низькі результати порівняно зі стандартним ЗІВ. Однак клінічні результати покращилися в останні роки [39]. Кріоконсервування ооцитів/ембріонів в комбінації з IVM може підвищити ймовірність вагітності на цикл лікування [22].Слід також зазначити, що усі інші способи та підходи до лікування, в тому числі і менш ефективні, ніж ЗІВ, можуть та повинні бути використані у пацієнток з високим ризиком СГСЯ. Мається на увазі зміна стилю життя (дієта та фізичні вправи), оральні індуктори овуляції, пульсуюче введення ГнРГ, ендоскопічна хірургія. Такий підхід особливо актуальний у молодих жінок, які раніше не отримували лікування безплідності, жінок з СПКЯ та СГСЯ в анамнезі.
Може бути корисною ідентифікація жінок з тромбофіліями, обтяженим тромботичним анамнезом, наявністю перед початком КСЯ. В таких випадках є доцільним використовувати мінімальні адекватні дози ФСГ та більш пильний моніторинг (збільшення частоти  ультразвукового моніторингу, визначення рівня естрадіолу в динаміці). У разі підтвердження тромбофілій доцільне профілактичне призначення антикоагулянтів. Усі пацієнтки мають бути інформовані про можливі ознаки СГСЯ, за наявності яких вони повинні інформувати лікаря, який веде КСЯ, та мати можливість екстреного зв’язку з лікарем.
Пізніше розвиток синдрому більше 7 днів після введення овуляторной дози ХГЛ пов'язано з настанням вагітності і збільшенням активності ендогенного л ХГ. У цьому випадку розвиток синдрому протікає важче, триває до 8-12 тижнів вагітності з хвилеподібним посиленням і ослабленням симптоматики [28].
СГЯ важкого ступеня характеризується збільшенням яєчників в розмірах понад 12 см в діаметрі. Вони легко пальпуються через передню черевну стінку. Важка ступінь СГЯ може маніфестувати широким спектром клінічних проявів і вираженими лабораторними порушеннями.
Але не завжди можна заздалегідь прогнозувати СГСЯ. В деяких випадках СГСЯ може розвинутися у пацієнток, які не мали значного ризику, та не зважаючи на застосовані методи первинної профілактики. До основних вторинних факторів ризику, які виявляють вже в процесі КСЯ, відносять такі ознаки, як велика кількість фолікулів, що зростають в яєчниках, та висока концентрація і швидкий темп приросту рівня естрадіолу сироватки.
Високі концентрації статевих стероїдних гормонів і пошкодження ендотелію судин викликають гепатоцелюлярні і холестатичні зміни. 
На основі клініко-лабараторних досліджень виділяють 4 ступеня тяжкості даного синдрому (табл. 1.2) [7, 8].
Таблиця 1.2 − Класифікація синдрому гіперстимуляції яєчників [8].
	Ступінь СГЯ
	Діаметр яєчників, см
	Симптоми

	Легка
	< 8
	Абдомінальний дискомфорт, біль в животі незначної інтенсивності, лабораторні показники в нормі

	Средня
	8-12
	Біль в животі середньої інтенсивності, нудота і/або блювота, УЗ-ознаки асцита

	Тяжка
	>12
	Клінічні ознаки асцита (іноді гідроторакс), олігурія, гемоконцентрація, гематокрит > 45%, гіпопротеїнемія, дисфункція печінки, випіт в плевральній порожнині

	Критична
	>12
	Напружений асцит чи масивний гідроторакс, гематокрит > 55%, лейкоцитоз > 25000/мл, оліго-анурія, тромбоемболічні ускладнення, збільшення в’язкості крові, зниження ниркової перфузії, гострий респіраторний дістрес-синдром


1.4 Фактори ризику виникнення синдрому гіперстимуляції яєчників
Синдром гіперстимуляції яєчників при ЕКЗ може виникати навіть до моменту переміщення зародка в порожнину матки або після проведення цієї операції з уже розпочатою вагітністю, але найбільш сприятливий прогноз від проявів цієї патології трапляється при пізньому прояві симптомів. Гіперстимуляція яєчників може протікати в легкій або тяжкій формі, при цьому ознаки захворювання можуть істотно відрізнятися один від одного. За спостереженнями медиків, кожна жінка, що перенесла ЕКЗ в тій чи іншій мірі може відчути ці неприємні симптоми [9,10].
При використанні ЕКЗ неможливо передбачити результат операції і ризик появи синдрому гіперстимуляції яєчників, але найбільша вірогідність у виникненні цього захворювання існує в наступних випадках:

1) молоді худорляві жінки зі світлим волоссям;
2) пацієнтки, які страждають від полікістоз яєчників;
3) з перевищенням гормону естрадіолу;
4) жінки, схильні до алергічних захворювань;
5) пацієнтки зі стимуляцією синтетичним аналогом гонадотропін-рилізинг гормону;
6) підвищена чутливість яєчників до гормональних засобів, використовуваних для стимуляції овуляції;
7) виникнення СГЯ при минулих вагітностях;
8) пацієнтки, з штучно підтримуваним лютеїновим періодом, препаратом ХГЛ.

Синдром гіперстимуляції яєчників при ЕКЗ визнаний побічним проявом, викликаний застосуванням гормонів для стимуляції утворення суперовуляції. Цей стан може проходити у всіх по-різному, але найбільш складно усувати цю патологічну реакцію яєчників при наявному полікистозі в них. При підтвердженому діагнозі при призначенні препаратів враховується наявність цього захворювання, застосовуючи, як правило, знижену дозу. Дане відхилення починає проявлятися в початковому періоді, коли проводять стимуляцію овуляції, але явні симптоми можна виявити лише після зміцнення зародка в матці. У випадках, коли у пацієнтки з гиперстимуляцией яєчників проведена процедура ЕКО пройшла з успіхом і настала вагітність в результаті гормональних змін у пацієнтки значно погіршується самопочуття.
Найбільш часто зустрічаються ознаки:
1) біль в області яєчників і збільшення їх в розмірах;

2) нудота блювота;

3) прискорене серцебиття;

4) сухість в роті;

5) висока температура;

6) розлад кишечника;

7) скупчення рідини в черевній порожнині;

8) порушення згортання крові.
На сьогоднішній день розвиток синдрому гіперстимуляції яєчників повністю контролюється репродуктологом. Якщо у жінки з'являються симптоми, що говорять про ризик гіперстимуляції яєчників, то застосовується спеціальна методика - all freezing, при якій гіперстимуляція не розвивається, а все ембріони заморожуються без ембріотрансфер.

У більшості випадків патологія проходить в легкій формі. Для усунення синдрому необхідно повідомити про нього лікаря і дотримуватися рекомендацій, як правило, лікування проходить в домашніх умовах.

1.4 Визначення патології і її статистика
1.4.1 Фактори розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників
Захворювання в даний час розглядається як системний запальний процес ендотеліального шару судин, що представляє собою надмірну системну реакцію організму. СГЯ проявляється комплексом клінічних симптомів, синдромів і лабораторних показників. Він розвивається, як правило, у відповідь на послідовне введення гонадотропних гормонів (фоллікулостістімулірующего в першій фазі менструального циклу і хоріонічного гормону людини в овуляторной дозі) відповідно до класичних програмами або контрольованої стимуляції яєчників [11,12].
У зв'язку з відсутністю єдиної, загальноприйнятої класифікації, статистична оцінка утруднена і заснована, переважно, лише на випадках середнього та тяжкого ступеня тяжкості, потребували надання допомоги жінкам в умовах стаціонару. В середньому частота синдрому становить 0,5-33% (при різних схемах стимуляції), а частота важких його форм – 0,2-10%.

Відомі поодинокі випадки самостійно виникає синдрому гіперстимуляції в першому триместрі спонтанної вагітності, а також рідкісні випадки спонтанних повторюваних сімейних епізодів синдрому, що не пов'язані зі стимуляцією овуляції і репродуктивними технологіями. Як передбачається, вони можуть бути наслідком мутацій в рецепторах фолікулостимулюючого гормону, в результаті чого значно підвищується чутливість до хоріонічного гонадотропіну людини.

Становлять інтерес дослідження з вивчення ролі компонентів ренін-ангіотензинової системи (РАС) та імунної систем у розвитку СГЯ, з залученням різних цитокінів, молекул адгезії, ендотеліну-1, фактора Віллебранда. Обґрунтуванням для вивчення ролі РАС в патогенезі розвитку СГЯ з'явилися уявлення про здібності ангіотензину II через систему реніну активувати вазоконстрикцію, посилювати біосинтез простагландинів і альдостерону, неоваскуляризацию і підвищувати проникність судин.
Тривають численні дослідження, зокрема присвячені вивченню ролі цитокінів у патофізіології СГЯ. В більшості випадків результати їх суперечливі. У той же час ці роботи об'єднує постулат про те, що на ранніх стадіях СГЯ відбувається підвищення рівня медіаторів ранньої фази запалення – ІЛ-1, ІЛ-2, ІЛ-6, ІЛ-8, ІЛ-18, фактора некрозу пухлини α (ФНП-α), СЕФР – і зниження рівня протизапальних (регуляторних) цитокінів ІЛ-10. Одним з основних джерел утворення цитокінів є макрофаги, які разом з моноцитами становлять від 5 до 15% клітинної популяції фолікулярної рідини, отриманої при пункції яєчників у пацієнток, які беруть участь у програмі екстракорпорального запліднення.
СЕФР є фактором, який здатний до активації ангіогенезу. Виділяється гранульозними клітинами і має пептидну природу. До числа основних функцій даного фактора відноситься: стимуляція проліферації ендотеліальних клітин та збільшення судинної проникності при СГЯ.

ІЛ-1 вивільняється активованими лейкоцитами. Відомо, що ІЛ-1 існує в двох структурно зв’язаних формах. ІЛ-1α активує переважно Т-лімфоцити, має аутокринну і паракринну дію, в той час як ІЛ-1β – багатофункціональний цитокін з широким спектром дії. Даний ІЛ приймає участь в стероїдогенезі, біосинтезі простогландинів та регулює клітинний метаболізм. Але точна участь ІЛ – в розвитку СГЯ точно не виявлена.
ІЛ-2 – розчинний глікопротеїд. Грає центральну роль у регуляції клітинного імунітету. Виробляється активованими Т-лімфоцитами, клітинами при лейкімії, лімфоцитарними активованими кілер-клітинами і натуральними кілер-клітинами. ІЛ-2 значно підвищується в фолікулярній рідині у жінок з СГЯ. ІЛ-2  підвищує проникність судин і на підставі цього вважають його відповідальним за підвищення капілярної проникності судин [13-14].
ІЛ-6 продукується багатьма Т- і В-лімфоцитами, деякими клітинами пухлин в разом з ІЛ-1β і фактором некрозу пухлин α надають системний вплив, який проявляється лейкоцитозом, підвищенням проникності судин та підвищенням рівня гострофазних білків.  Підвищення ІЛ-6 спостерігається в фолікулярній, асцитичній рідині і в периферійній крові у пацієнток з СГЯ.

ІЛ-8 приймає активну участь в процесах овуляції, запліднення та імплантації ембріона. Даний IЛ в лімфі має низьку концентрацію, тоді як в асцитичній та перитонеальній рідині – високу у жiнок з тяжкою стадією СГЯ.
ІЛ-10 відомий як регуляторний цитокін, продукується T-хелперами (Тх) 2, основний регулятор імунної відповіді, що пригнічує вироблення  прозапальних цитокінів. ІЛ-10 приймає участь у виробленні прогестерону, диференціюванні  і функціонуванні жовтого тіла, пригнічує активність СЭФР.

ІЛ-18 впливаючи на функцію Тх1 і Тх2 активує каскад прозапальних цитокінів (ФНП-α, ІЛ-1β, ІЛ-6). При цьому ІЛ-18 бере участь у боротьбі організму з внутрішньоклітинними мікробами і в той же час – у патогенезі розвитку деяких аутоімунних захворювань.
ФНП-α являє собою неглікозований білок. Фактор некрозу пухлин синтезується активованими макрофагами. Він володіє цитотоксичною дією, імуномодулюючою і прозапальним ефектом [15-16].
При СГЯ також спостерігається підвищенний рівень С-реактивного білку (С-РБ), який свідчить про наявність системного запалення. С-РБ грає роль в активації ендотеліальних клітин, що приводить до тромботичних порушень.
1.4.2 Фізикальне обстеження
Фізикальне обстеження повинно починався з оцінки загального стану.слід звертати увагу на наступні ознаки і симптоми:

1) загальний стан середньої тяжкості або тяжкий. Вимушене положення в ліжку (Напівсидячи − обмеження в акті дихання в зв'язку з асцитом);
2) порушення свідомості (загальмованість), порушення зору і слуху можуть бути симптомами тромбозу судин головного мозку;
3) шкірні покриви і видимі слизові бліді, сухі. Можливий акроціаноз, субиктеричность шкірних покривів;
4) набряки зовнішніх статевих органів, черевної стінки і нижніх кінцівок, в особливо важких випадках – анасарка;
5) набряк шиї, верхніх кінцівок (ймовірний ознака тромбозу);
6) гіпертермія (пов'язана не тільки з інфекційними процесами, але і з ендогенними пірогенним механізмами);
7) низький наповнення пульсу, тахікардія, гіпотензія, приглушені тони серця;
8) задишка, поверхневе дихання, тахіпное при фізичному навантаженні або в стані покоя;
9) притуплення легеневого звуку в проекції нижніх відділів легень з однієї або обох сторін (За рахунок плеврального випоту);
10) ослаблення дихальних шумів;
11) здуття живота;
12) ознаки парезу кишечника в деяких випадках;
13) хворобливість в усіх відділах, але частіше в нижніх відділах в області проекції яєчників;
14) можуть спостерігатися слабоположітельние симптоми подразнення очеревини, печінка може виступати з під краю реберної дуги;
15) яєчники можуть пальпувати через передню черевну стінку, розміри їх збільшені;
16) затримка сечовипускання (добовий діурез < 1000 мл), олігурія ( < 0,5 мл / кг / год), анурія (відсутність сечі > 3 годин захворювання.
При важкій формі СГЯ ймовірність загострення хронічного пієлонефриту або виразкової хвороби шлунка або 12-палої кишки надзвичайно висока.

 Супутнім захворюванням на тлі СГЯ може бути гострий апендицит.

З огляду на великих розмірів яєчників бимануальное гінекологічне дослідження не завжди інформативно і небезпечно з огляду на можливу їх травми. У ряді випадків можна обмежитися УЗД органів малого таза [40].
1.4.3 Лабораторна діагностика
При розвитку СГЯ виконується:

1) загальний аналіз крові;
Гематокрит > 40% свідчить про гемоконцентрации; > 45% про тяжкого ступеня СГЯ; > 55% – про потенційну загрозу для життя і високий ризик розвитку тромбозу.
Лейкоцитоз > 12 × 109 / л відображає вираженість системної запальної реакції. В деяких випадках може досягати 50 × 109 / л без зсуву лейкоцитарної формули вліво.

Тромбоцитоз – до 500 × 109 / л – 600 × 109 / л.

При зсуві лейкоцитарної формули вліво можливо наростання запальної реакції, обумовленої загостренням хронічних захворювань (наприклад, пієлонефриту), активацією умовно – патогенної флори з розвитком пневмонії або приєднанням ускладнень, що вимагають хірургічного втручання (перекрут придатків матки, гострий апендицит, пельвіоперитоніт, перитоніт).

2) С-реактивний білок;
3) рівень прокальцитоніну;
4) біохімічний аналіз крові;
Характерні гіпопротенемія і гіпоальбумінемія, підвищення концентрації сечовини і креатиніну, гіпонатріємія і гіперкаліємія. Підвищені ферменти печінки і відновлений альбумін.

5) осмоляльність сироватки;
6) коагулограмма;
Характерно підвищення рівня фібриногену в 1,5-2 рази, зниження концентрації антитромбіну III, збільшення рівня D-димеру більш ніж в 10 разів.

7) визначення рівня ХГ (для визначення результату циклу лікування прогнозування тривалості перебігу СГЯ).
8) кислотно-основний стан та гази артеріальної крові;
9) загальний аналіз сечі;
10) гематокрит є показником оцінки не тільки ступеня гіповолемії, а й тяжкості СГЯ [41].
1.4.4 Інструментальна діагностика
При розвитку СГЯ виконується:

1. УЗД органів малого таза для оцінки розмірів, структури яєчників і кількості рідини в порожнини малого таза.

Збільшені яєчники від 6 см до 25 см в діаметрі з множинними кістами, матка нормальних розмірів або збільшена, наявність вільної рідини в порожнині малого таза і нормальна прогресуюча одноплідна або багатоплідна вагітність.

2. УЗД органів черевної порожнини для оцінки кількості рідини в черевній порожнині.

3. УЗД плевральних порожнин для оцінки кількості плеврального випоту.
4. ЕКГ.
5. Ехокардіографія проводиться на тлі гемодинамічних порушень.

Може бути зниження фракції викиду, зменшення кінцевого діастолічного обсягу, зниження венозного повернення, в деяких випадках – наявність вільної рідини в перикардіальної порожнини. Часто відзначається порушення ритму серця за типом шлуночкової екстрасистолії, тахікардії, дифузні зміни міокарда метаболічного і електролітного характеру.

Рентгенографія органів грудної клітки проводиться за показаннями при підозрі на загрозливі для життя ускладнення: РДСВ і тромбоемболії, маючи на увазі можливість наявності вагітності раннього терміну [42].
1.5 Профілактика синдрому гіперстимуляції яєчників
Таблиця 1.3 − Методи профілактики СГЯ в програмах ДРТ
	Етап
	Методи профілактики СГЯ
	Критерії для призначення
	Рівень доказовості

	1
	2
	3
	4

	Оваріальна стимуляції
	зменшення стартовою дози гонадотропінів вибір м'яких протоколів стимуляції з низькою курсовою дозою гонадотропінів 
	Вихідні фактори ризику СГЯ: СГЯ в анамнезі; СПКЯ, МФЯ;вік <30 років; астеніческо статура; АМГ > 3,4 иг/Мл;багатоплідна вагітність в анамнезі.
	А1

	Введення тригера овуляції
	заміна тригера овуляції ХГ на аГнРГ Агоністи Ог-рецепторів (Каберголін 0,5 мг / добу 5-8 днів) з дня призначення тригера овуляції і наступного дня після ТВП
	> 15 фолікулів діаметром > 12 мм
	А1

	Пункція фолікулів
	Аспірація максимального числа фолікулів. Призначення антГнРГ 0,75 мг / пк
	> 15 фолікулів діаметром > 12 мм
	А1


Продовження таблиці 1.3

	1
	2
	3
	4

	Перенесення ембріонів
	Відмова від перенесення ембріонів в поточному циклі (кріоконсервація і перенесення в нестимульований циклі)
	> 15 ооцитів
	В2

	Підтримка осттрансферного періоду
	відмова від підтримуючих доз ХГ на користь препаратів прогестерону
	наявність вихідних і / або пізніх факторів ризику СГЯ (див. вище)
	В1

	
	агоністи D2 рецепторів(Продовження прийому каберголина, розпочатого з дня введення тригера овуляції або зі наступного дня після ТВП )
	наявність вихідних і / або пізніх факторів ризику СГЯ
	А1


2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Об’єкт дослідження
Дослідження проведено на базі лабораторії клітинних популяцій Запорізького національного університету за договором з клініко-діагностичною лабораторією комунальної установи «Обласний медичний центр репродукції людини» Запорізької міської ради. 
2.2 Матеріал дослідження
Матеріалом дослідження була стабілізована гепарином венозна кров пацієнток без ризику та з ризиком розвитку синдрому гіперстимуції яєчників.
При вивченні теми я проводила оцінку показників периферичної крові, а саме визначення загальної кількості лейкоцитів, відносного та абсолютного вмісту нейтрофілів та їх цитоморфометричні показники 12 пацієнток з ризиком розвитку синдрому гіперстимуції яєчників та 16 осіб – без ризику розвитку синдрому гіперстимуції яєчників (віком від 20 до 40 років). 
Проведене дослідження не суперечить загальноприйнятим біоетичним нормам і проведене з урахуванням принципів Гельсінської декларації прав людини, Конвенції Ради Європи про права людини та відповідних законів України про проведення експериментальних і клінічних досліджень.
2.3 Методи досліджень
2.3.1 Визначення кількості лейкоцитів

Визначення кількості лейкоцитів пробірковим способом за П’ятницьким.

У лунці планшета для серологічних досліджень дозованою варіпіпеткою відміряють 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти. Узяту для дослідження кров видувають з капіляра на чисті знежирені стекла і відміряють дозованою мікропіпеткою 0,02 мл (20 мкл) крові, яку вносять в лунку з 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти. В цьому випадку розведення крові виходить 1:20. Порцію крові перемішують піпетуванням тією ж піпеткою і залишають на 1-2 хв. до повного лізису еритроцитів. Підрахунок лейкоцитів проводять в рахунковій камері Горяєва. Рахункова камера є скляною пластинкою, що має невелике поглиблення в центрі, куди поміщається розведена кров. На дні поглиблення вигравійовано дві сітки, розділені одна від одної подовжнім і двома поперечними жолобами. Перед підрахунком формених елементів крові на камеру обережно кладуть знежирене покривне скло і притирають його до країв камери шляхом притиснення великими пальцями обох рук і легкими зсувами покривного скла вгору і вниз. Доказом щільності прилягання покривного скла є поява веселкових ліній, так званих кілець Ньютона, по притертим його краям. Оскільки покривне скло накладають на бічні пластинки рахункової камери, цим створюється поглиблення, яке закрите з двох сторін (притертих) і відкрите з двох зовнішніх сторін у вигляді щілин. Через ці щілини рахункова камера заповнюється суспензією лейкоцитів. Для заповнення камери суспензію лейкоцитів в лунці з кислотою ретельно перемішують мікропіпеткою і невелику порцію суспензії піпеткою доставляють до щілини камери. Суспензія клітин, витікаючи з мікропіпетки заповнює камеру, надлишок рідини стече в жолоби. Іншу частину камери можна заповнити суспензією клітин наступного зразка лейкоцитів [43].

Після того, як рахункова камера заповниться суспензією клітин, приступають до підрахунку лейкоцитів. Експозиція в камері Горяєва суспензії клітин складає близько 1 хвилини для їх рівномірного осідання на поверхні камери. Для підрахунку лейкоцитів камеру розглядають під мікроскопом і рахують формені елементи, що лежать в сітці Горяєва.

Сітка Горяєва складається з 225 великих квадратів (по 15 в кожному з рядів), 25 з них розділені на 15 маленьких квадратів (для підрахунку еритроцитів) і 100 великих порожніх квадратів зібрано в групи по 4 квадрати кожна (для підрахунку лейкоцитів). Сторони малого квадрата рівні 0,05 мм; отже площа його рівна 0,0025 мм2; глибина рахункової камери рівна 0,1 мм, тому об’єм малого квадрата рівний 0,00025 мм3. Великий квадрат сітки Горяєва складається з 16 малих квадратів, отже має S=0,04 мм2, а V=0,004 мм3.

Лейкоцити підраховують у 100 великих порожніх квадратах (20 x5) площа яких рівна 4 мм2 (площа одного великого квадрата дорівнює 0,04 мм2). Кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих порожніх квадратах, ділять на 4 і перемножують на 200, одержують кількість лейкоцитів в 1мм3 крові. Ділять на 4 з розрахунку загальної площі 100 великих порожніх квадратів, рівної 4 мм2. Перемножують з розрахунку, що ступінь розведення крові дорівнює 20 (0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти і 0,02 мл крові), а глибина камери 0,1 мм. Замість вище приведених розрахунків можна кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих квадратах, помножити на 50 (якщо врахувати попередні розрахунки: 200:4=50). Для того, щоб повторно не підрахувати один і той же лейкоцит, потрібно суворо дотримуватися певного порядку: рахувати ряди великих порожніх квадратів зліва направо і справа наліво, переміщуючи камеру на один ряд зверху вниз; у кожному квадраті потрібно рахувати елементи, що лежать в середині, а також на лівому та верхньому боці камери [27].

2.3.2 Аналіз лейкоцитарної формули крові

2.3.2.1 Приготування мазків крові
Для приготування мазка крові на сухе знежирене предметне скло, ближче до короткого боку, наносять піпеткою невелику краплю крові. Предметне скло слід держати на столі або у лівій руці за вузькі краї. Правою рукою приставляють шліфоване скло вузьким краєм до скла з кров’ю зліва від краплі під кутом 450 та продвинути його вправо до з’єднання з краплею крові. Почекати до тих пір, поки кров розподілиться по всьому ребру шліфованого скла, а потім легким швидким рухом провести його з права наліво до тих пір, поки не буде вичерпана вся крапля. Крапля крові повинна бути невеликою (5-10 мкл), щоб весь мазок поміщався на склі, не доходячи 1,0-1,5 см до його краю. Не можна сильно нажимати на скло, так як більшість клітин крові можуть бути ушкодженими. Добре зроблений мазок тонкий, має жовтуватий колір та закінчується «щіточкою». 

Після приготування мазки слід швидко висушити на повітрі до зникнення вологого блиску. При повільному висушуванні може змінюватися морфологія клітин крові [27, 28].

2.3.2.2 Фарбування мазків за Паппенгеймом
Фарбування за Паппенгеймом є комбінацією двох методів фарбування – Май-Грюнвальда та Романовського-Гімза. Дана методика зручна для мазків крові, ніж інші, так як не потребує фіксації та дає більш чіткі результати [40].
Не фіксовані мазки заливають нерозведеної готової фарбою Май-Грюнвальда (це суміш еозину і метиленової сині, яка не містить слідів азура, але готується на метиловому спирті; внаслідок цього набуває властивості фіксатора) на 3-5 хвилини. Після цього мазки обполіскується дистильованою водою, після чого мазки заливають розведеним розчином Романовського-Гімза (20%) на 20-30 хвилин. Після цього мазки промиваються дистильваною водою і висушуються [41].
2.3.2.3 Оцінка якості фарбування та аналіз мікропрепаратів. Складання лейкоцитарної формули
При фарбуванні за Паппенгеймом ядра клітин мають красно-фіолетовий колір, цитоплазма зрілих гранулоцитів забарвлюється у рожевий колір, а цитоплазма лімфоцитів, моноцитів і баластних клітин – у синій. Еритроцити забарвлюються в яскраво-рожевий колір. Якщо еритроцити забарвлені в відтінки синього кольору, то препарат перефарбований і його треба повторно диференціювати в підкисленному середовищі. Якщо еритроцити забарвлені в червоний або оранжевий колір, значить фарба роз’їдена кислою дистильованою водою.

Після правильного приготування мазка крові й якісного забарвлення приступають до його вивчення. Огляд мазка починають з малого збільшення, при якому оцінюють якість мазка, але аналіз його проводять під імерсією. Слід мати на увазі, що не зважаючи на достатньо правильне технічне виконання мазка, клітини крові розподіляються не рівномірно по всьому препарату. Тому для отримання достовірних даних при підрахунку лейкоцитарної формули прийнято рахувати лейкоцити в різних ділянках мазка крові. Щоб уникнути повторного підрахунку одних і тих же лейкоцитів рекомендується рухатися по мазку крові зигзагами – лінією Меандра. Прийнято рахувати 200 лейкоцитів, відступаючи 0,3-0,5 см від основи "вусиків", рухаючись зигзагами на всю ширину мазка через 2-3 поля зору. Необхідно прагнути набрати дану кількість клітин на 1/2 мазка, де клітини розподілені найбільш оптимально без накладень. Різні види лейкоцитів, що зустрічаються при аналізі препарату, заносять в таблицю або враховують за допомогою спеціалізованого десятиклавішного лейкоцитарного лічильника. Після закінчення перегляду 200 лейкоцитів, визначають процентний вміст кожного з видів лейкоцитів. Це і є лейкоцитарна формула. Окрім процентного вмісту лейкоцитів велике значення має абсолютна кількість окремих видів лейкоцитів. Воно визначається з урахуванням загальної кількості лейкоцитів. Абсолютна кількість будь-якого виду лейкоцитів характеризує їх реальну участь в імунних реакціях. Абсолютну кількість імуноцитів визначають за наступною формулою:

Абсолютний зміст окремих видів лейкоцитів в одиниці об’єму крові можна визначити за формулою [2.1]:
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(2.1)

де А (%) – частка певного виду лейкоцитів серед інших лейкоцитів в%;

WBC (109 / л) – кількість лейкоцитів.

Відносну і абсолютну кількість лейкоцитів враховують у клінічній практиці.
Одержавши середні арифметичні величини і квадратичні відхилення, нами визначалася достовірність відмінностей між двома обстеженими групами за td – критерієм Ст'юдента. З цією метою використовували формулу [2.2]:
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де х1,2 – середня арифметична величина; 

m21,2 – помилка середньої.
2.3.3 Цитоморфометричний метод

Цитоморфометричні дослідження проводять в мазках паралельно з визначенням лейкоцитарної формули крові шляхом вимірювання діаметра 200 нейтрофілів на площі половини мазка. Вимірювання нейтрофілів при цитоморфометричному аналізі проводили при збільшенні об. 100х; ок. 7х за допомогою окуляр-мікрометра [23] (квадратно-сітчастої вставка в окулярі), ціну поділки якого в мікрометрах (мкм) встановлювали за об'єктив-мікрометром. 

Під мікроскопом визначають число поділок (а) об'єкт-мікрометра, відповідних числу поділок окулярної вимірювальної сітки (l) або кількістю сторін квадратно-сітчастого окуляра (b), або кількістю поділок гвинтового окуляр-мікрометра (k). Після цього знаходять ціну поділки застосовуваних вставок за формулою [2.3]:
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де а − об'єкт-мікрометра; 

b − кількість сторін квадратно-сітчастого окуляра;

с – ціна ділення об'єкт-мікрометра [19-25].
При вимірюванні лімфоцитів визначали два діаметру – максимальний і мінімальний, потім встановлюють його середнє значення. Складали варіаційний ряд з інтервалом в 1 мкм та 0,5 мкм. Нейтрофіли об'єднували в групи: малі нейтрофіли, з діаметром 6,5 мкм (КЛ ≤ 6,0 мкм); середні, з діаметром 7-9 мкм (КЛ 7-9 мкм); великі – 10 мкм і більше (КЛ ≥ 10 мкм) [44].
3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 Лейкоцитарна формула крові жінок у досліджуваних групах
У таблиці 3.1 представлені показники загального вмісту лейкоцитів так лейкоцитарна формула крові жінок без ризику розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників.

В цілому по групі жінок без ризику розвитку СГЯ, загальний вміст лейкоцитів та лейкоцитарна формули крові були в межах фізіологічної норми. Однак аналіз індивідуальних показників виявив індивідуальні коливання як імовірне відображення гормонального впливу при стимуляції яєчників для отримання достатньої кількості ооцитів. Так, серед загальної кількості лейкоцитів 2 з 16 (12,5%) показників перевищували максимальну межу фізіологічного значення. Кількість еузонофілів за індивідуальними показниками не відрізнялись від норми, вміст паличкоядерних та сегментоядерних нейтрофілів не входив в референтні межі по 6,25% кожний (одна особа). Кількість моноцитів за межами норми відповідно до індивідуальних показників обстежених складав 6 осіб (37,5%). Вміст лімфоцитів поза референтними межами, в даній групі, спостерігався у 7 з 16 обстежених, що складає 43,75%. Таким чином під впливом гормональної терапії відбувається імовірне залучення до гормональної стимуляції зрушень у імунологічних механізмах гомеостазу. Вказані зрушення стосувалися лише відносних показник лейкоцитарної формули крові. Абсолютні індивідуальні дані лейкограм обстежених від норми не відрізнялися.

Таблиця 3.1 – Лейкоцитарна формула крові жінок без ризику розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників
	Шифр
	Лейк., Г/л
	Еозинофіли
	Паличкоядерні нейтрофіли
	Сегментоядерні нейтрофіли
	Моноцити
	Лімфоцити

	
	
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	ГЯК2
	6,25
	2,50
	0,16
	6,10
	0,38
	65,60
	4,10
	5,30
	0,33
	20,50
	1,28

	ГЯК3
	8,15
	0,40
	0,03
	11,50
	0,94
	59,80
	4,87
	8,80
	0,72
	19,50
	1,59

	ГЯК4
	9,95
	1,00
	0,10
	2,00
	0,20
	42,70
	4,25
	10,00
	1,00
	44,30
	4,41

	ГЯК5
	6,20
	3,70
	0,23
	4,60
	0,29
	70,80
	4,39
	7,90
	0,49
	13,00
	0,81

	ГЯК6
	4,90
	1,40
	0,07
	2,40
	0,12
	50,00
	2,45
	3,30
	0,16
	42,90
	2,10

	ГЯК8
	10,75
	0,00
	0,00
	4,30
	0,46
	73,90
	7,94
	5,10
	0,55
	16,70
	1,80

	ГЯК9
	8,00
	0,00
	0,00
	2,00
	0,16
	64,50
	5,16
	8,10
	0,65
	25,40
	2,03

	ГЯК10
	7,35
	1,30
	0,10
	1,30
	0,10
	68,40
	5,03
	6,00
	0,44
	23,00
	1,69

	ГЯК12
	8,70
	1,30
	0,11
	1,80
	0,16
	63,70
	5,54
	6,60
	0,57
	26,60
	2,31

	ГЯК14
	6,30
	2,00
	0,13
	4,00
	0,25
	36,50
	2,30
	6,50
	0,41
	51,50
	3,24

	ГЯК15
	5,15
	1,00
	0,05
	3,50
	0,18
	56,50
	2,91
	8,00
	0,41
	31,00
	1,60

	ГЯК19
	7,50
	0,50
	0,02
	4,50
	0,34
	56,00
	4,20
	5,50
	0,41
	33,50
	2,51


Продовження таблиці 3.1

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	ГЯК20
	9,95
	1,00
	0,10
	2,50
	0,25
	55,00
	5,47
	8,50
	0,85
	32,50
	3,23

	ГЯК23
	7,40
	0,90
	0,07
	5,80
	0,43
	46,80
	3,46
	4,80
	0,36
	41,70
	3,09

	ГЯК24
	6,70
	1,50
	0,10
	2,50
	0,17
	54,00
	3,62
	1,00
	0,07
	41,00
	2,75

	ГЯК25
	7,15
	1,50
	0,11
	2,50
	0,18
	54,50
	3,90
	5,00
	0,36
	36,50
	2,61

	Сер.
	7,52±

0,42
	1,25±

0,24
	0,09±
0,02
	3,90±
0,63
	0,30±
0,05
	57,5±
2,60
	4,40±
0,35
	6,30±
0,60
	0,49±
0,06
	31,30±
2,80
	2,32±
0,23


У таблиці 3.2 наведені показники загального вмісту лейкоцитів так лейкоцитарна формула крові жінок з ризиком розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників. В цілому по групі обстежених з ризиком СГЯ після гормональної терапії виявлено збільшення загальної кількості лейкоцитів (10,70 ± 0,01 Г/л при верхній межі норми до 9,5 Г/л) та абсолютного вмісту сегментоядерних нейтрофілів відносно фізіологічних значень (6,50 ± 0,55 Г/л при верхній межі норми до 5,5 Г/л). Підвищення загального вмісту лейкоцитів у жінок з ризиком розвитку СГЯ по відношенню до осіб без ризику розвитку СГЯ склало 42,29% (10,70 ± 0,01 Г/л та 7,52 ± 0,42 Г/л відповідно). При цьому кількість підвищених вище норми значень вмісту лейкоцитів у групі з 12 осіб складало 7 жінок (58,33%). Підвищення абсолютного вмісту сегментоядерних нейтрофілів у жінок з ризиком розвитку СГЯ по відношенню до осіб без ризику розвитку гіперстимуляції 47,73% (6,50 ± 0,55 Г/л та 4,40 ± 0,35 Г/л відповідно). При цьому кількість підвищених вище норми значень абсолютного вмісту сегментоядерних нейтрофілів у групі з 12 осіб складало 7 жінок (58,33%). Також відмічено збільшення відносного вмісту паличкоядерних нейтрофілів у однієї особи (8,33%) та відносного вмісту лімфоцитів (16,67%). Інші індивідуальні абсолютні показники всіх обстежених не виходили за межі норми. Таким чином, одним з критеріїв серед даних лейкограми у осіб з ризиком СГЯ по відношенню до жінок без ризику СГЯ, є незначний лейкоцитоз. 

Таблиця 3.2 - Лейкоцитарна формула крові жінок з ризиком розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників

	Шифр
	Лейк., Г/л
	Еозинофіли
	Паличкоядерні нейтрофіли
	Сегментоядерні нейтрофіли
	Моноцити
	Лімфоцити

	
	
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л

	ГЯ2
	9,60
	3,60
	0,35
	1,80
	0,17
	72,10
	6,92
	7,20
	0,69
	15,30
	1,47

	ГЯ3
	11,00
	0,90
	0,10
	4,30
	0,47
	63,80
	7,02
	6,70
	0,74
	24,30
	2,67

	ГЯ4
	8,75
	1,50
	0,13
	3,50
	0,31
	58,90
	5,15
	6,40
	0,56
	29,70
	2,60

	ГЯ6
	20,40
	0,43
	0,09
	0,87
	0,18
	52,60
	10,73
	6,50
	1,33
	39,60
	8,08

	ГЯ8
	12,45
	0,40
	0,05
	5,40
	0,67
	62,00
	7,72
	5,40
	0,67
	26,80
	3,34

	ГЯ9
	6,60
	0,00
	0,00
	2,40
	0,16
	60,90
	4,02
	3,90
	0,26
	32,80
	2,16

	ГЯК7
	9,05
	0,00
	0,00
	1,00
	0,09
	49,50
	4,48
	8,40
	0,76
	41,10
	3,72

	ГЯК11
	8,80
	1,70
	0,15
	3,40
	0,30
	58,40
	5,14
	5,50
	0,48
	31,00
	2,73

	ГЯК13
	8,45
	0,00
	0,00
	2,40
	0,20
	75,90
	6,41
	2,40
	0,20
	19,30
	1,63

	Сер.
	10,57±
1,35*
	0,95±

0,31
	0,09±

0,03
	2,80±

0,60
	0,30±

0,08
	61,60±

2,50
	6,40±

0,55*
	5,82±

0,52
	0,63±

0,09
	28,98±

2,40
	3,15±

0,50


Примітка. * – показник статистично значимо відрізняється від даних осіб без ризику розвитку СГЯ (р ≤ 0,05)
Таблиця 3.3 – Показники лейкограми жінок з ознаками синдрому гіперстимуляції яєчників.
	Шифр
	Лейк., Г/л
	Еозинофіли
	Паличкоядерні нейтрофіли
	Сегментоядерні нейтрофіли
	Моноцити
	Лімфоцити

	
	
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л

	ГЯ1
	11,55
	1,40
	0,61
	8,20
	0,95
	53,80
	6,21
	5,30
	0,61
	31,30
	3,62

	ГЯ11
	12,00
	0,00
	0,00
	1,00
	0,12
	74,40
	8,93
	4,90
	0,59
	19,70
	2,36

	ГЯ12
	9,50
	0,50
	0,05
	3,00
	0,29
	57,50
	5,46
	2,50
	0,24
	36,50
	3,47

	Сер.
	11,02±0,77*
	0,63±

0,41
	0,22±

0,20
	4,07±

2,15
	0,45±

0,25
	61,9±

6,34
	6,87±

1,05*
	4,23±

0,87
	0,48±

0,12
	29,17±

4,97
	3,15±0,40


Примітки:

* – показник статистично значимо відрізняється від даних осіб без ризику розвитку СГЯ (р ≤ 0,05);

** – показник статистично значимо відрізняється від даних осіб з ризиком розвитку СГЯ (р ≤ 0,05).

3.2 Цитоморфометричні показники нейтрофілів крові у обстежуваних групах
Представляло інтерес вияснити особливості цитоморфометричних характеристик нейтрофілів периферичної крові, як одного з функціональних параметрів, що використовуються для оцінки неспецифічної ланки імунітету. 

Після проведених цитоморфометричних вимірювань нейтрофілів було побудовано графік (рисунок 3.1) розподілу розмірів клітин з шагом у 0,5 мкм для визначення меж групування функціональних класів при дослідженні у мазках периферичної крові.

За результатами наших досліджень для подальшої роботи згідно отриманих піків на графіку було виділено 3 класи сегментоядерних нейтрофілів за їх цитоморфометричними параметрами:

1) з діаметром нейтрофіла від 9,5 до 12,0 мкм;

2) з діаметром нейтрофіла від 12,5 до 16,0 мкм;

3) з діаметром нейтрофіла від 16,5 до 18,5 мкм.

У групі обстежених без ризику розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників цитоморфометричний клас нейтрофілів (КН) з діаметром клітини від 9,5 до 12,0 мкм (КН 9,5 - 12,0 мкм) склав 5,00 ± 0,32%; з діаметром нейтрофіла від 12,5 до 16,0 мкм (КН 12,5 - 16,0 мкм) - 89,00 ± 4,58%; з діаметром від 16,5 до 18,5 мкм (КН 16,5 - 18,5 мкм) - 6,00 ± 0,54%. 
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Рисунок 3.1 –- Цитоморфометричні показники нейтрофілів периферичної крові жінок без ризику розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників. 
Результати цитоморфометричних вимірювань нейтрофілів периферичної крові у жінок з ризиком розвитку синдрому гіперстимуляції на рисунку 3.2 та в таблиці 3.3.
У групі жінок з ризиком розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників з діаметром клітини від 9,5 до 12,0 мкм (КН 9,5 - 12,0 мкм) склав 3,00 ± 0,32%; з діаметром нейтрофіла від 12,5 до 16,0 мкм (КН 12,5 - 16,0 мкм) –- 72,0 ± 5,67%; з діаметром від 16,5 до 18,5 мкм (КН 16,5 - 18,5 мкм) - 25,0 ± 2,37%. 

Таблиця 3.4 – Порівняльна характеристика цитоморфометричних показників нейтрофілів периферичної крові у жінок з ризиком розвитку розвитку синдрому гіперстимуляції
	Група
	КН 9,5 - 12,0 мкм, %
	КН 12,5 - 16,0 мкм, %
	КН 16,5 - 18,5 мкм, %

	Без ризику СГЯ (КГ)
	5,00±0,32
	89,00±4,58
	6,00±0,54

	З ризиком СГЯ
	3,00±0,32*
	72,00±5,67*
	25,00±2,37*

	СГЯ
	5,50±0,42**
	67,00±4,27*
	27,50±2,48*

	td
КГ – ризик СГЯ
	4,44
	2,33
	3,22

	td
ризик СГЯ –СГЯ
	4,735
	0,704
	0,583

	td
КГ –СГЯ
	0,947
	3,514
	8,471


Примітки: * – показник статистично значимо відрізняється від лабораторних показників осіб без ризику розвитку СГЯ (р ≤ 0,05);



** – показник статистично значимо відрізняється від лабораторних показників осіб з ризиком розвитку СГЯ (р ≤ 0,05)
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Рисунок 3.2 – Цитоморфометричні показники нейтрофілів периферичної крові жінок з ризиком розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників.
За данними літератури середній діаметр сегментоядерного нейтрофіла складає 8-10 мкм, паличкоядерного нейтрофіла 11-12 мкм. Рідко зустрічаються морфологічні форми з діаметром 7-8 мкм та 15-20 мкм. 

Нейтрофіли - найбільший за кількістю тип лейкоцитів. Вони складають 40-75% від їх загальної кількості. Розміри нейтрофіла: в мазку крові – 12 мкм; діаметр нейтрофіла, мігруючого в тканинах, збільшується майже до 20 мкм. Нейтрофіли утворюються в кістковому мозку протягом 7 діб, через 4 доби виходять в кровотік і знаходяться в ньому 8-12 годин. Тривалість життя - близько 8 діб. Старі клітини фагоцитуються макрофагами.

Виділяють три пули нейтрофілів: циркулюючий, прикордонний і резервний: 1) циркулюючий пул - клітини пасивно переносяться кров'ю клітини. При бактеріальному інфікуванні організму їх кількість зростає протягом 24-48 годин в кілька (до 10) разів за рахунок прикордонного пулу, а також за рахунок прискореного виходу резервних клітин з кісткового мозку; 2) прикордонний пул складається з нейтрофілів, пов'язаних з ендотеліальними клітинами дрібних судин багатьох органів, особливо легень і селезінки. Циркулюючий і прикордонний пули знаходяться в динамічній рівновазі; 3) резервний пул - зрілі нейтрофіли кісткового мозку.
Порівнюючи цитоморфометричні показники нейтрофілів груп без ризику розвитку та з ризиком СГЯ (таблиця 3.1) було отримано статистично значимі відмінності за вмістом всих розмірних класів (р ≤ 0,05). Звертає на себе увагу зниження вмісту середнього розмірного класу у жінок з ризиком СГЯ та відповідне збільшення великих за розміром нейтрофілів, що може бути пов’язаним із підвищенням кількості клітин, здатних до міграції внаслідок наявних активаційних сигналів, які отримує імунна система від гормонотерапії. 
Доцільним є подальше дослідження щодо підтвердження розподілу нейтрофілів за запропонованими цитоморфометричними класами, а також підтвердження функціональної значимості класів кореляційним аналізом з даними інших імунологічних методів оцінки функціональної здатності нейтрофілів, таких як НТС-тест.

4 ОХОРОНА ПРАЦІ

Під час проведення iмунологiчних та біохімічних досліджень безпосередньо мають справу з біологічно активними речовинами, зразками крові, лабораторним посудом та електроприладами. Тому необережність, неуважність і неправильне використання хiмiчних речовин та приладiв можуть призвести до важких наслідкiв.  

Усі теоретичнi знання з предмету «Охорона працi», за весь навчальний період, були успiшно використанi для уникнення небезпечних ситуацій під час проведення iмунологiчних досліджень, що необхідні для виконання магістерської роботи. 

Матерiали дослiджень були отриманi у клінічній лабораторії лікувально-профілактичного закладу III рівня надання медичної допомоги населенню області з питань збереження репродуктивного здоров'я і планування сім'ї КУ «Обласного центру планування сім'ї та репродуктивного здоров'я», які потім були транспортованi до лабораторії імунології клітинних популяцій кафедри біохімії та імунології ЗНУ для проведення експерименту. 
Перед початком експерименту зі мною був проведений інструктаж науковим керівником за інструкцією № 60 з охорони праці «При роботі з хімічними реактивами та скляним посудом» та за інструкцією № 62 «При роботі з електричними приладами» з реєстрацією у спеціальному журналі інструктажів при роботі в лабораторії. 
Техніка безпеки поряд з виробничою санітарією є частиною охорони праці. Під технікою безпеки розуміють сукупність технічних засобів і прийомів виконання операцій, що зводять до мінімуму ризик на роботі. Безпека проведення дій у лабораторіях повинна забезпечуватися відповідно до вимог ДСТ 12.3.002-75 та інших діючих нормативних актів.

До самостійної роботи студент допускається за умови проходження ввідного інструктажу з охорони праці з документальним оформленням у журналі. 

Для запобiгання виникнення нещасних випадків, вибухів і пожеж слід чітко виконувати правила з техніки безпеки, виробничої санітарії й пожежної профілактики. В навчальній лабораторії експерименти треба проводити акуратно, уважно та послiдовно. Не можна залишатися в лабораторії одному, наявність другої особи необхідна для надання допомоги при нещасних випадках. Площа, що припадає на одного працюючого, повинна бути не меншою 4,5 м². 

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 [44].

Концентрації небезпечних речовин в повітрі та якість повітря в цілому повинні відповідати ДСТу 12.1.005-88 [45]. Температура повітря повинна бути оптимальною (18о-20оС). Відносна вологість повітря та атмосферний тиск в лабораторії повинні відповідати  навколишньому середовищу [46].

Важливо, щоб у приміщенні не створювався застій повітря. Необхідно забезпечувати постійний його рух шляхом відкриття вікон; у випадку використання отруйних й неприємно пахучих речовин, приточно витяжної вентиляції, що повинна відповідати Сніп 2.04.05-99 і ДНАОП 0.03-3.15-89. Провітрювання також необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та зниження концентрації вуглекислого газу.

Рівень виробничого шуму та вібрацій повинен відповідати ДСН 3.3.6.037-99 та 3.3.6.039-99 відповідно [47, 48].

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 [49].

Приміщення лабораторії повинні бути обладнані водопроводом гарячої і холодної води та каналізацією відповідно до СНіП 2.04.01-85 [50].

При роботі з хімічними реактивами та біологічним матеріалом обов'язковий спецодяг (халат з бавовняної тканини, окуляри, маска, рукавички), згідно ст. 163 кодексу законів про працю України і ДНАОП 0.00-4.26-96. У тканині не повинно бути добавок синтетичних волокон, тому що у випадку займання оплавлені частини халату важко видалити з одягу.

При роботі з кров’ю та бiологiчними рідинами, їх зберіганням, рухом в межах та поза лабораторії працівники повинні керуватися «Інструкцією з охорони праці при роботі з кров'ю та іншими біологічними рідинами пацієнтів».

Після закінчення роботи з біологічними рідинами, перенесла їх у сховища (холодильники, термостати) і опечатують їх. Двері кімнат замикаються на замок. Проводять дезінфекцію робочих поверхонь в приміщенні, обробляють руки 700 етиловим спиртом. Проводять вологе прибирання і вмикають на 60 хвилин бактерицидні лампи. Відпрацьований біологічний матеріал знезаражується у той же день, видаляється з лабораторії.

Забороняється залишати після закінчення роботи на відкритих місцях або в незапечатаних сховищах мазки, та інші об’єкти, які вміщують біологічний матеріал. 

Всі біологічні рідини треба сприймати як потенційні носії тяжких інфекцій, роботи з ними проводяться дуже обережно, з застосуванням засобів індивідуального захисту, не припустима наявність відкритих пошкоджень цілісності шкіри. Правила поводження передбачені у наказах МОЗ України № 120 від 25.05.2000 р. «Про вдосконалення організації медичної допомоги хворим на ВІЛ-інфекцію/СНІД». Після закінчення робіт матеріал, посуд, який використовувався, а також прилади та робочі поверхні підлягають

дезінфекційній обробці згідно ГОСТ 42-21-2-85 «Стерилизация и дезинфекция изделий медицинского назначения. Методы, средства и режимы» [51].

При проведенні дослідів у лабораторії застосовувала скляний хімічний посуд. При проведенні дослідів у лабораторії застосовується хімічний посуд: загального і спеціального призначення. Дуже часто використовуються пробірки. Неприпустимо, щоб пробірка була наповнена до країв, щоб уникнути вихлюпування і попадання рідин на шкіру експериментатора. Зовсім неприпустимо закривати пробірку пальцем і струшувати її в такому виді, оскільки можна зашкодити шкіру пальця чи одержати опік. При нагріванні відкритий кінець пробірки повинен бути звернений у бік від працюючого і від сусідів по столу, щоб уникнути попадання на шкіру чи в очі випадково виплеснутої рідини. 

На видному місці вивішується план евакуації, правила роботи з електроприладами, вказівки на місце знаходження вогнегасників, аптечки. Всі прилади, які використовуються в лабораторії, повинні бути заземлені, з неушкодженою ізоляцією, з гумовими ізоляційними килимками на підлозі біля кожного приладу. Дотримання правил протипожежної безпеки є обов’язковим. В лабораторії наявні вогнегасники та підручні засоби пожежогасіння, а також речовини для нейтралізації їдких та отруйних речовин.

В лабораторії необхідно працювати в халаті. В лабораторії не дозволяється знімати і розвішувати верхній одяг, їсти, курити, включати та виключати вмикачі і торкатися приладів, які не стосуються цієї роботи. Робоче місце залишати в чистоті. Реактиви пролиті або розсипані на столі або підлозі, необхідно негайно прибрати та нейтралізувати.

При виникненні будь-якої непередбаченої ситуації, порушенні в роботі обладнання, випадку травмування тощо треба негайно повідомити про це безпосереднього керівника та відповідні служби.

Перед початком робіт необхідно уважно ознайомитись із правилами безпеки, роботи з обладнанням, матеріалами та інструментом. Дослідницькі роботи можуть здійснюватися під керівництвом відповідального за виконання роботи викладача [52]. 

Припустимі мікрокліматичні умови не повинні порушувати стан здоров'я людини. Дослідження проходили в комфортних умовах, проводилось вологе прибирання і регулярне провітрювання впродовж робочого дня. Щоб запобігти переохолодженню та пов'язаних з цим захворювань, надмірних протягів не влаштовувалось.

Вимоги безпеки перед початком роботи в лабораторії:

1) отримати завдання від керівника робіт;

2) перевірити стан та одягти спецодяг, спецвзуття та засоби індивідуального захисту;
3) включити припливно-витяжну вентиляцію за 10-15 хв. до початку роботи;
4) перевірити справність приладів, обладнання; наявність необхідних реактивів;
5) при необхідності включити вентиляцію у витяжній шафі;
6) перед проведенням робіт із застосуванням вакууму випробувати установку на герметичність;
7) при виявленні несправностей обладнання та засобів захисту, сповістити керівника робіт та не приступати до роботи до усунення виявлених несправностей.
Вимоги безпеки під час роботи в лабораторії:

1) всі операції, пов'язані із застосуванням або можливим утворенням і виділенням отруйних, їдких речовин, які володіють запахом, виконувати тільки у витяжній шафі при працюючій загальнообмінній вентиляції із застосуванням засобів індивідуального захисту;
2) для нагрівання рідин не використовувати відкрите полум'я; 
3) при нагріванні рідини у пробірці необхідно спрямовувати її у бік від себе й осіб, які находяться поруч;
4) при збовтуванні розчину у колбах і пробірках закривати їх тільки пробками;
5) не залишати запалені пальники та інші нагрівальні прилади без нагляду;
6) не зберігати будь-які речовини невідомого походження без напису й етикеток;
7) виливати відпрацьовані рідини , відходи тільки у спеціальну тару;
8) нагріваючи рідину в пробірці або колбі, необхідно закріплювати їх так, щоб отвір пробки або шийка колби були направлені в напрямі від себе і сусідів по роботі; при цьому посуд наповнюють рідиною не більше, ніж на третину об'єму. Протягом усього процесу нагрівання не дозволяється нахилятися над посудиною і заглядати в неї;
9) при нагріванні біологічних, хімічних речовин в пробірці або колбі не дозволяється тримати їх руками, треба закріплювати в тримачі для пробірок або в лапці штатива [53].

Вимоги безпеки після закінчення роботи:

1) вимкнути обладнання, газові пальники, електроприлади, закрити  воду, вимкнути електроенергію;
2) хімікати, реактиви та інші речовини і матеріали покласти у відведене для них місце;
3) прибрати робоче місце;
4) спецодяг, спецвзуття та засоби індивідуального захисту покласти у відведене для них місце;
5) помити руки, лице теплою водою з милом; при можливості прийняти душ;
6) доповісти керівнику робіт про всі недоліки, які мали місце під час роботи.

Перед початком роботи переконалась в наявності засобів гасіння вогню і надання першої долікарської допомоги. Прилади перевірялися на справність, перевірялася цілісність дротів та електроплитки, проводилася перевірка заземлення (занулення) приладів, для яких це передбачене інструкцією. З усіма приладами я працювала у присутності лаборанта, та чітко дотримуючись інструкцій з експлуатації обладнання. Не можна користуватися несправними приладами. З метою запобігання загорання електропроводки треба слідкувати зa цілісністю ізоляції [54, 55]. Згідно з правилами не можна розкривати електрообладнання, намагатися відремонтувати у випадку неробочого стану.

При проведенні досліджень працювала в гумових рукавичках, після проведення експерименту проводила обробку рук, посуду. Уся aпаратура, хімічні матеріали та посуд, у якому ми проводили дослідження, є колективним засобами та використовуються усіма працівниками лабораторії [56].
При проведенні досліджень я використовувала світловий мікроскоп. Після виконання роботи або експерименту привела в порядок робоче місце, прибрала реактиви, провела обробку скляного посуду. Зразки біологічного матеріалу перед утилізацією підлягають обов’язковій дезінфекції. Треба від’єднати прилади від електромережі, зачинити вікна, перевірити, чи закриті водопровідні крани, вимкнути вентиляцію та освітлення. Після закінчення заняття викладач обов'язково оглядає приміщення, вимикає електроживлення і тільки після цього зачиняє його [57].

Пожежна безпека обʼєкту регламентується Законом України «Про пожежну безпеку» від 17.12.1993 року, Правилами пожежної безпеки України, затвердженими 14.06.1995 року, наказом № 400 МВС України та інструкціями. Пожежна безпека повинна забезпечуватися системою запобігання пожежі та системою пожежного захисту.

Всі електроприлади мали захист від струму короткого замикання та інших відхилень від нормальних режимів роботи, що можуть привести до виникнення пожежі. Обладнання, настільні лампи, обчислювальні машини і т.п. дозволяється включати в мережу за допомогою з'єднань промислового виробництва.

Після закінчення занять всі пожежовибухонебезпечні матеріали і обладнання повинні бути прибрані із учбових кабінетів в спеціально відведені і обладнані приміщення. Виходячи з приміщення не забувати виключати освітлення, електроприлади і електроустаткування, перевіряти відсутність диму чи запаху горілого, закривати приміщення на замок.
Під час находження в лабораторії і виконанні дослідних робіт пожежонебезпечної ситуації не виникало.
При виникненні пожежі, в першу чергу, дії повинні бути спрямованні на забезпечення безпеки та евакуації людей. При виявленні пожежі необхідно негайно вимкнути від енергопостачання прилади та обладнання, викликати пожежну охорону. Якщо це можливо, приступити до гасіння пожежі первинними засобами пожежогасіння. При неможливості здійснення даних дій треба вийти з приміщення, щільно зачинити за собою двері та вікна, щоб запобігти припливу свіжого повітря, що сприятиме швидкому поширенню вогню.

Враховуючи те, що для оформлення даної роботи неможливо обійтись без комп'ютерної техніки, я дотримувалась при роботі певних правил. До роботи на комп'ютері допускаються особи, що пройшли навчання та інструктаж з охорони праці. Усі особи, що працюють на комп'ютері, повинні знати способи захисту та прийоми надання першої долікарської допомоги при ураженні електричним струмом [58].

Під’єднання комп'ютерів до електричної мережі здійснюються тільки через спеціально встановлені електричні розетки або вилки із заземленням [58].

Площа, що припадає на працюючого з дисплеєм, повинна бути не менше 6,0 м2, відстань між робочими місцями повинна бути не менш ніж 1,50 м в ряду, і не менш ніж 1,25 м між рядками. Стіни в приміщеннях слід фарбувати фарбами пастельних тонів, фарбованим поверхням слід придавати матову фактуру. Допустимі рівні температури повітря в дисплейних залах – (22 ± 2)(С, швидкості руху повітря – не менше 0,2 м/с.

При роботі на комп’ютерах діють шкідливі фактори емоційного та психологічного характеру, навантаження на зір, опорно-руховий апарат, високочастотні електромагнітні випромінювання. Щоб запобігти впливу шкідливих факторів, я дотримувалась певних правил. Відстань від очей до екрану дисплея повинна становити 50-70 см, кут зору 10-20(, але не більше 40(. Враховуючи, що тривала робота з комп'ютером призводить до іонізації приміщення позитивними та негативними іонами, я через кожну годину робила перерви на 20 хвилин. В цей час провітрювалась кімната. Так як робота з комп'ютером є роботою з тривалим перебуванням в фіксованій позі, під час перерви я виконувала фізичні вправи та вправи для очей.

У разі виникнення екстремальної ситуації треба негайно повідомити керівника робіт, далі діяти відповідно до ситуації. В першу чергу дії направлені на ліквідацію факторів, які спричинили даний випадок, уникнення продовження їх дії та розповсюдження небезпеки. У всіх випадках виникнення екстремальних ситуацій треба вміти надати першу долікарську допомогу.

У разі виникнення напруги на корпусах на обладнанні, яке використовується, треба вимкнути мережу або прилад. При попаданні під дію електричного струму працюючого студента треба негайно вимкнути напругу, звільнити його з-під дії струму та надати першу долікарську допомогу. При виникненні пожежі також треба негайно вимкнути напругу, локалізувати місце загоряння, розпочати гасіння вогню за допомогою підручних засобів та вогнегасника, враховуючи ступінь власної безпеки. 

Термічні опіки виникають при дії високої температури, що приводить до коагуляції білків шкіри. Перша допомога при термічних опіках полягає в швидкому припинені дії високої температури. При термічних опіках 1-го, 2-го ступеню необхідно зняти обгорілі куски одягу, обробити обпечену поверхню 96% спиртом та накласти пов'язку з протиопіковою маззю.

Хімічні опіки виникають при потраплянні на шкіру розчинів сильних кислот (соляної, азотної, сірчаної), луг і солей деяких важких металів. Хімічні опіки відрізняються тим, що якщо своєчасно не видалити хімічний агент, його дія буде продовжуватися і глибина ураження буде зростати.

При попаданні їдких та отруйних речовин на шкіру, лице, в очі необхідно уражену ділянку промити великою кількістю проточної води (крім речовин, що при з'єднанні з водою запалюються). Після промивання приступаємо до нейтралізації: при опіках кислотою використовують 4%-ий розчин соди, а при опіках лугами – слабкий розчин оцтової або лимонної кислоти, котрими змочують серветки, які накладають на опікову поверхню.

До нещасних випадків, які можуть статися при виконанні моєї роботи, відносяться електротравми, попадання біологічних рідин, крові на одяг, шкіру і слизові оболонки.

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. 

Так при потраплянні сироватки на халат, потрібно його зняти і замочити у дезінфікуючому розчині на 1 годину. Таким дез. 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 дезинфікатом – це може бути 700 спирт, 3 % р-н перекисі водню, 5 % р-н йоду. Потім промити шкіру двократно під проточною водою з милом, висушити стерильним рушником і знову обробити дезинфікатом. 

При потраплянні сироватки на слизові оболонки очей потрібно промити очі великою кількістю води і закапати 30 % р-ном альбуциду, якщо ж сироватка потрапила на слизові оболонки ротової порожнини, потрібно прополоскати рот 700 спиртом. 

У випадках тяжких уражень, наприклад, електрострумом або угарним газом, які супроводжуються запамороченням, порушенням дихання, серцевої діяльності, допомога повинна бути спрямована на відновлення життєвих функцій. Потерпілого не слід переносити в інше місце, крім випадків, коли йому та особі, що надає допомогу, продовжує загрожувати небезпека, або коли надання допомоги на місці не можливе. Необхідно відразу розпочати проведення штучного дихання та зовнішнього (непрямого) масажу серця і робити це до появи самостійного дихання і відновлення діяльності серця або передачі потерпілого медичному персоналу.

Перша медична допомога повинна надаватись негайно та правильно. У всіх випадках потерпілому забезпечується спокій, приплив свіжого повітря. 

При роботі в лабораторії можуть виникати травми різного характеру внаслідок невмілого використання приладів та інструментів, необережного поводження з хімічними та біологічними речовинами тощо. Завдяки попередньому проведенню інструктажів, ознайомленню з засобами запобігання виникнення аварій, дотриманню всіх правил, інструкцій вдалося попередити виникнення небезпечних ситуацій та уникнути нещасних випадків під час проведення досліджень.
В ході проведення експериментальної частини диплома я дотрималася всих правил безпеки, чим змогла забезпечити безпечну роботу собі та оточуючим [58].
ВИСНОВКИ
1. У групі жінок без ризику розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників (СГЯ) загальний вміст лейкоцитів та лейкоцитарна формула крові були в межах фізіологічної норми. У осіб з ризиком розвитку СГЯ та з клінічними ознаками СГЯ по відношенню до групи контролю спостерігалося підвищення загального вмісту лейкоцитів (р ≤ 0,05), яке відбувалось, в основному, за рахунок зростання рівня сегментоядерних нейтрофілів (р ≤ 0,05). При цьому групи з ризиком СГЯ та з СГЯ між собою за даними лейкограми статистично не відрізнялись.
2. Виділено три класи нейтрофілів за їх цитоморфометричними параметрами: 1) з діаметром клітини від 9,5 до 12,0 мкм (КН 9,5 - 12,0 мкм); 2) з діаметром нейтрофіла від 12,5 до 16,0 мкм (КН 12,5 - 16,0 мкм); 3) з діаметром від 16,5 до 18,5 мкм (КН 16,5 - 18,5 мкм).

3. У жінок з ризиком розвитку СГЯ та з клінічними проявами СГЯ по відношенню до групи без ризику СГЯ спостерігалося зниження вмісту середнього розмірного класу (р ≤ 0,05) та відповідне збільшення великих за розміром нейтрофілів (р ≤ 0,05), як імовірне підвищення кількості клітин, здатних до міграції внаслідок активаційних впливів на імунну систему від гормонотерапії.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
1. Збільшення діаметру (морфометричних характеристик) нейтрофілів периферичної крові, які можна отримати з проточного цитометра, є несприятливим фактором та такі особи мають увійти до групи ризику щодо розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників. 

2. Отримані експериментальні дані можуть бути використані на біологічному факультеті, при викладанні таких дисциплін, як «Загальна імунологія» в розділі «Імунологія репродукції», великий практикум «Методологія імунної ситеми ссавців» та «Методи клінічної лабораторної імунології».
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