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Іосаіігаііоп, ііз ЬІ8іо1о§іса1 ґогт, <іе§гее оґ 
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апсі зкеїеіоп (УУ. УЕ), іп у о і у є г п є п і  оґ іЬе ріеига апсі 
гіЬз іп іЬе ргосезз (8У), іЬе сіеуеіортепі оґ 
сотргеззіоп 1ип§ зупсіготе (УУ), теіазіаііс  зргеасі- 
іп§ іп іЬе зріпе (8Е, УЕ), асігепаї §1апс1з, іЬе Ьгаіп 
(8У). Іпсіісез УУ апсі 8У роззезз рго§позііс зі^піґі- 
сапсе \уііЬ гезресі іо СЬ соигзе апсі сіеуеіортепі оґ 
сошріісаііопз о ґ гасІіосЬетоіЬегару гезресііуеіу.
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СТОКС-ПАРАМЕТРИЧНІ АВТОФЛУОРЕСЦЕНТНІ МІКРОСКОПІЧНІ ЗОБРАЖЕННЯ 
ОПТИЧНО АНІЗОТРОПНИХ ГІСТОЛОГІЧНИХ ЗРІЗІВ НИРОК ЩУРІВ з  

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИМ ЦУКРОВИМ ДІАБЕТОМ  
8ТОСК РАКАМЕТШ С АГГГ0РП10КЕ8СЕ1МТ М ІСК08СОРІС ІМ АСЕ8 ОЕ ОРТІСАЬЬУ 

АЇЧІ80ТК0РІС НІ8ТОЕОСІСАЬ 8ЕСТКЖ 8 ОГ КАТ8’ КИЖ ЕУ8 \УІТН ЕХРЕКІМЕХТАЬ
ИІАВЕТЕ8 МЕЕГГШ8

Резюме. У статті наведено дані щодо можливостей лазерної флуоресценції як методу ранньої діагно
стики уражень ниркової тканини у лабораторних тварин. За допомогою стокс-параметричної аутофлуоре- 
сцентної мікроскопії було досліджено оптично анізотропні гістологічні зрізи нирок щурів з експеримента
льним цукровим діабетом. Вперше для диференціації гістологічних зрізів тканин внутрішніх органів щурів 
запропоновано метод лазерної автофлуресцентної поляризаційної мікроскопії. Експериментально дослі

джено координатні розподіли орієнтаційного параметру 8 г та параметру ступеня кристалізації Х4 лазер

них автофлуоресцентних мікроскопічних зображень гістологічних зрізів нирки здорових і хворих пацюків. 
Виявлено основні взаємозв’язки між змінами набору статистичних моментів 1-го -  4-го порядків, які ха
рактеризують координатні розподіли орієнтаційного параметру та фізіологічний стан внутрішніх органів 
щурів.
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Ключові слова: нирки, лазерна флуоресценція, орієнтацій ний параметр, цукровий діабет.

АЬзІгасі. ТЬе агйсіе ргезепіз ІЇіе роззіЬШіу оґ Іазег йиогезсепсе аз а теїіюсі оґ еагіу біа§позіз оґ Іезіоп 
оґгепаї ерійіеііаі Ііззие оґІаЬогаіогу апітаїз. 8іоск рагатеігіс аиіойиогезсепі тісгозсоріс іта§ез оґ орїїсаГг. 
апізоігоріс МзІо1о§іса1 зесйопз оґгаіз’ кісіпеуз \уіЙ і ехрегітепіаі біаЬеіез теїіііиз \уеге ехатіпесі. ТЬе теїЬс 
оґ Іазег аиїойиогезсепі роїагігагіоп тісгозсору Ьаз ґог іЬе ґігзі Ііте  Ьееп изеб ґог іЬе сііґґегепїіаїїоп оґЬізІо1о§-
ісаі зесйопз оґїіззиез оґ іпіегпаї ог§апз оґгаіз. ТЬе соогсііпаіе сИзігіЬиііопз оґЙіе огіепіаїїоп рагатеіег 8 3 апс

іЬе рагатеіег оґ іЬе сгузіаііігаііоп с1е§гее 8  4 оґ Іазег аиіойиогезсепі тісгозсоріс іта§ез оґ Ьізґо1о§іса1 зесйоп 
оґ іЬе кісіпеуз оґЬеаІіЬу апй сіізеазей гаіз Ьауе Ьееп ехрегітепіаііу іпуезґі§а1есі. ТЬе Ьазіс геїайопз Ьеііуееп іЬе 
сЬап§ез іп іЬе зеі оґ зіаіізіісаі то теп із  оґ іЬе 1зі-4іЬ огсіегз, іуЬісЬ сЬагасіегіге іЬе соогсііпаіе сІізІгіЬиІіопз о:' 
іЬе огіепіайоп рагатеіег апсі іЬе рЬузіок>§іса1 зіаіе оґ іЬе іпіегпаї ог§апз оґ іЬе гаіз Ьауе Ьееп геуеаіесі.

Кеу \ у о г с 1з : кісіпеуз, іазег йиогезсепсе, огіепіаііоп рагатеіег, сііаЬеіез теііііиз.

Цукровий діабет (ЦД) - одне з найбільш поши
рених неінфекційних захворювань, яке характери
зується поступовим розвитком мікро- і макроваску- 
лярних ускладнень, що ведуть до інвалідності [20]. 
За визначенням ВООЗ, захворюваність ЦД набуває 
характеру пандемії і вимагає прийняття ряду нор
мативних актів, спрямованих на боротьбу з цією 
важкою за своєю природою недугою.

Діабетична нефропатія (ДН) -  одне з найбільш 
важких і прогностично несприятливих ускладнень 
цукрового діабету. Вона розвивається у приблизно 
третьої частини хворих на ЦД типу 1 і на завер
шальних стадіях призводить до хронічної ниркової 
недостатності (ХНН) і смерті від уремії [20, 21].

Останнім часом усе більше уваги дослідників 
прикуто до новітніх методів ранньої діагностики 
уражень нирок. Серед таких методів особливої 
уваги заслуговує використання лазерної флуорес
центної мікроскопії біологічних об’єктів [22]. Фор
мування лазерної поляризаційної флуоресценції бі
ологічних тканин ґрунтується на: механізмах опти
чно анізотропного поглинання (лінійний і 
циркулярний дихроїзм) [1-5]; флуоресценції моле
кул порфірину ("лінійних" осциляторів) і полікрис- 
талічних мереж таких молекул ("еліптичних" осци
ляторів) [11,22]; механізмах фазової анізотропії (лі
нійне і циркулярне двопроменезаломлення 
фібрилярних мереж), яке модулює флуоресцентне 
випромінювання "лінійних" та "еліптичних" осци
ляторів [6-10].

Під статистичним моментом першого порядку
розуміють середнє значення випадкових вели

чин координатних розподілів параметрів вектора 
Стокса автофлуоресцентного мікроскопічного зо
браження гістологічного зрізу біологічної тканини. 
Під дисперсією (статистичний момент другого по
рядку 2 2) випадкової величини розуміють міру ро
зкиду даної випадкової величини, тобто її відхи
лення від математичного очікування у межах на
бору пікселів автофлуоресцентного
мікроскопічного зображення гістологічного зрізу 
біологічної тканини [12, 13, 14]. Асиметрією нази
вають величину(статистичний момент третього по
рядку 2 3), яка характеризує відхилення від норма
льного розподілу випадкової величини параметру 
вектора Стокса у межах набору пікселів автофлуо

ресцентного мікроскопічного зображення гістоло 
гічного зрізу біологічної тканини. Під ексцесо1,
(статистичний момент четвертого порядку 2 4 ) рс
зуміють гостроту “піку” розподілу випадкової ве 
личини параметру вектора Стокса у межах наборз] 
пікселів автофлуоресцентного мікроскопічного зо 
враження гістологічного зрізу біологічної тканина 
[15, 16, 17, 19].

Мета дослідження. Дослідити застосування 
лазерної флуоресцентної поляриметрії як метод 
діагностики ранніх проявів уражень нирок прг 
експериментальному цукровому діабеті у щурів.

Матеріал та методи дослідження. До 
сліджувалися дві групи зразків гістологічних зрізі 
тканин внутрішніх органів пацюка: перша (І) -  ков 
трольна група (п=36), яка перебувала на стандарт
ному режимі годування, освітлення та утримання ] 
Дослідній групі тварин (п=36) одноразов 
внутрішньоочеревинно уводили стрептозотоцш 
(8і§ша, США) у дозі 70 мг/кг для моделювань 
експериментального цукрового діабету [18].

Для одержання об’єктивних даних про коорди
натні розподіли параметрів вектора Стокса у пло 
щині автофлуоресцентного зображення біологіч-І 
ного препарату обчислювалися статистичні моме-| 
нти 1-го -  4-го порядків (стандартна програма] 
МАТЬАВ 6).

Серед набору об’єктивних характерне™ 
явища лазерної індукованої автофлуоресценції ткі
нин щура ми обрали третій ( і53) і четвертий ( £ \
параметри вектора Стокса точок мікроскопічній 
зображень відповідних гістологічних зрізів.

Експериментальні дослідження координатнії 
розподілів параметрів вектора Стокса автофлуоре 
сцентних мікроскопічних зображень ГІС Т О Л О Г ІЧ Н ІЇ 

зрізів біологічних тканин щура у межах обох гру: 
виконувалися у розташуванні стокс поляриметрі 
Для збудження автофлуоресценції опромінювання 
дослідних зразків проводилося за допомогою твер 
дотільного напівпровідникового синього лазера
довжиною хвилі 1 2 =  0 ,4 0 5 цт [2, 15, 16].

Було застосовано алгоритм досліджев 
явища автофлуоресценції, який базується на засто 
суванні обчислення набору параметрів математк
ного вектора Стокса ^  (і5'1,82,83,84̂ ), який най
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більш повно характеризує орієнтаційну та полікри- 
сталічну будову порфіринів гістологічних зрізів бі
ологічних тканин внутрішніх органів щурів. Обчи
слення значень параметрів вектора Стокса у кож
ному пікселі цифрової камери проводилося за 
відповідними алгоритмами [4,6,10]. Визначені зна
чення статистичних моментів усереднювалися у 
межах кожної з груп та визначалося стандартне ві
дхилення +  <7 . За співвідношеннями визначалася 
збалансована точність Ас діагностичного тесту 
[7, 11, 12]. Біологічний шар послідовно зондувався 
лазерним пучком із наступними типами поляриза
ції: лінійна з азимутами 0°, 90°, +45° і права цирку
ляція (®) [13, 20].

Результати та їх обговорення. Тканина ни
рки, як морфологічний об’єкт, володіє найбільшим

ступенем (серед інших паренхіматозних тканин) 
структурованості фібрилярної мережі. Тому слід 
очікувати високого ступеня орієнтації ансамблів лі
нійних осциляторів, які формують автофлуоресце- 
нтні зображення порфіринів.

Нарис. 1 ірис. 2 наведено серію координатних 
дво- (фрагменти (1)) та тривимірних (фрагменти 
(2)) і гістограм (фрагменти (3)) розподілів орієнта-
ційного параметру 8 3 автофлуоресцентних мікро
скопічних зображень гістологічних зрізів нирки 
обох груп.

Таблиця 1 містить сукупність усереднених у 
межах контрольної та дослідної груп значень стати
стичних моментів 1-го -  4-го порядків, які характе
ризують розподіли орієнтаційного параметру 8 3 .

У

Рис. 1. Дво- (фрагменти (1)) та тривимірних (фрагменти (2)) і гістограм (фрагменти (3)) розподілів 
орієнтаційного параметру 8 3 лазерного автофлуоресцентного мікроскопічного зображення

гістологічного зрізу нирки здорового щура.

Рис. 2. Дво- (фрагменти (1)) та тривимірних (фрагменти (2)) і гістограм, (фрагменти (3)) розподілів
орієнтаційного параметру 8 3 лазерного автофлуоресцентного мікроскопічного зображення

гістологічного зрізу нирки хворого щура.
З оптичної точки зору такі об’єкти володіють фібрилярної мережі. Тому, аналіз експерименталь-

значною просторовою впорядкованістю структури них даних виявив нові результати. Діапазон зміни
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випадкових значень орієнтаційного параметру 8

у межах автофлуоресцентного зображення ансам
блю лінійних молекул порфіринів гістологічного

зрізу нирК'и розширюється 0 -< 8 3 +  0,6 . Така

трансформація свідчить про найбільшу серед дослі
джених гістологічних препаратів паренхіматозних 
тканин орієнтаційну впорядкованість фібрилярної 
мережі даної біологічної тканини.

Разом із тим порівняльний аналіз орієнтаційної 
структури автофлуоресцентних мікроскопічних зо
бражень набору гістологічних зрізів нирки здоро
вих і хворих щурів не виявив суттєвих відмінностей 
між середніми значеннями та дисперсією розкиду

Статистичні 2

випадкових значень. Установлена особливій 
може бути пов’язана із тим, що в обох типах тка 
нини нирки зберігається високий рівень простор 
вої впорядкованості молекул лінійних автофлуоре 
сцентних осциляторів.

У межах статистичного підходу до аналізу п~ 
ляризаційно відфільтрованих автофлуоресцентні 
мікроскопічних зображень гістологічних зрізів нг 
рки обох груп тварин одержано наступні резул- 
тати обчислення набору статистичних моментів 1 
го-4-го порядків, що характеризують координат-

розподіли орієнтаційного параметру 8 3 (1П Х й )
таблиця 1

Таблиця

"/=1 2 3 4 параметри, що характеризують координатні розподіли орієнтаційного пара

метру ^  {т X п ) автофлуоресцентних мікроскопічних зображень гістологічних зрізів нирки

Параметри Здорові тварини Тварини з модельованим ЦД Ас
0,08+ 0 ,011 0 ,0 9 + 0 ,015 59%

^ 2 0 ,1 7 +  0,025 0 ,2 4 +  0,039 67%

0 ,6 5 +  0,086 0 ,9 7 +  0,13 77%

^ 4 1 ,08+ 0 ,17 0 ,8 9 +  0,11 82%

Установлено наступні найбільш чутливі до 
зміни ступеня орієнтаційної впорядкованості анса
мблів порфіринів нирки статистичні моменти ви
щих 3-го -  4-го порядків, які характеризують особ
ливості зміни асиметрії та гостроти піку гістограм 
розподілів орієнтаційного параметру автофлуорес
центних мікроскопічних зображень відповідних бі

ологічних препаратів нирки. У результаті дос 
нуто хорошого рівня збалансованої точнос
Ас = 77%  -  82%  .

На рис. З і рис. 4 наведено результати дос, 
дження розподілів параметру кристалізації 8 4 ,: 
значеного для серії автофлуоресцентних мікроск 
пічних зображень полікристалічних мереж гістол 
гічних зрізів здорової (рис. 3) та патологіч 
зміненої (рис. 4) нирки.

ЯР

Рис. 3. Дво- (фрагменти (1)) та тривимірних (фрагменти (2)) і гістограм (фрагменти (3)) розподілів 
параметру кристалізації 8 4 лазерного автофлуоресцентного мікроскопічного зображення 

гістологічного зрізу нирки здорового щура.
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Рис. 4. Дво- (фрагменти (1)) та тривимірних (фрагменти (2)) і гістограм (фрагменти (3)) розподілів 
параметру кристалізаірі 8 4 лазерного автофлуоресцентного мікроскопічного зображення

гістологічного зрізу нирки хворого щура.

Порівняльний аналіз стоксполяриметричного 
вимірювання координатних розподілів параметру 
У4 кристалізації серії поляризаційно відфільтрова
них автофлуоресцентних мікроскопічних зобра
жень полікристалічних мереж гістологічних зрізів 
нирки виявив наступне: суттєве зростання криста
лізації мереж порфіринових флуорофорів нирки 
хворого щура. На даний факт вказує локалізація го
ловного екстремуму відповідної гістограми -

Статистичні X ,

5 і =  0 ,2  , яка відповідає значному рівню криста
лізації. У межах статистичного підходу до аналізу 
поляризаційно відфільтрованих автофлуоресцент
них мікроскопічних зображень гістологічних зрізів 
нирки обох груп тварин одержано наступні резуль
тати обчислення набору статистичних моментів 1- 
го-4-го порядків, що характеризують координатні
розподіли орієнтаційного параметру 5 г іфП X й )  - 
таблиця 2

Таблиця 2

'/=1-2-3 4 параметри, що характеризують координатні розподіли орієнтаційного пара

метру 5*3 іфП Х й )  автофлуоресцентних мікроскопічних зображень гістологічних зрізів нирки

Параметри Здорові тварини Тварини з модельованим
ц д

Ас

0,08+ 0,011 0,09+ 0,015 59%

0,17 +  0,025 0,24+ 0,039 67%

0,65+ 0,086 0,97 +  0,13 77%

1,08+0,17 0,89+ 0,11 82%

Установлено наступні найбільш чутливі до 
зміни ступеня орієнтаційної впорядкованості анса
мблів порфіринів нирки статистичні моменти ви
щих 3-го -  4-го порядків, які характеризують особ
ливості зміни асиметрії та гостроти піку гістограм 
розподілів орієнтаційного параметру автофлуорес
центних мікроскопічних зображень відповідних бі

ологічних препаратів нирки. У результаті досяг
нуто хорошого рівня збалансованої точності
Ас  =  77%  -  82% .

У межах статистичного аналізу поляриза- 
ційно-відфільтрованих мікроскопічних зображень 
автофлуоресценції полікристалічних мереж порфі
ринів виявлено наступні значення статистичних 
моментів, які характеризують розподіли параметру 
кристалізації $>4 - таблиця 3.
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Таблиця;

'/=1 2 3 4 паРаметРи5 Щ° характеризують координатні розподіли параметру кристал 

зації 5 4 (т  х п )  автофлуоресцентних мікроскопічних зображень гістологічних зрізів нирки

Статистичні А ,

Параметри Здорові тварини Тварини з модельованим ЦД А с ,%
0 ,0 7 +  0,009 0 ,1 3 + 0 ,0 1 9 92%

0 ,1 4 +  0,017 0,16 ±  0,019 72%

0 ,3 6 +  0,057 0 ,4 7 +  0,071 76%

0 ,6 8 +  0,089 0 ,7 9 +  0,12 74%

Порівняльний аналіз одержаних даних про ко
ординатні розподіли параметру кристалізації ,$4 
автофлуоресцентних мікроскопічних зображень гі
стологічних зрізів нирки контрольної та дослідної 
груп щурів виявив, що найбільш чутливими до 
зміни ступеня кристалізації порфіринових мереж є 
статистичний момент 1-го порядку, який характе
ризує середнє значення у межах таких розподілів. У 
результаті досягнуто відмінної точності діагности
чного тесту - Ас  = 92%  .

Висновки
1. Вперше для диференціації гістологічних 

зрізів тканин внутрішніх органів щурів запропоно
вано метод лазерної автофлуресцентної поляриза
ційної мікроскопії та застосовано об’єктивний ста
тистичний аналіз (обчислення статистичних моме
нтів 1-го -  4-го порядків) координатних розподілів 
параметрів автофлуоресцентних зображень моле
кул порфіринів та утворених ними полікристаліч- 
них мереж.

2. Експериментально досліджено координа

тні розподіли орієнтаційного параметру та па

раметру ступеня кристалізації 5 4 лазерних авто
флуоресцентних мікроскопічних зображень гісто
логічних зрізів нирки здорових і хворих щурів.

3. Виявлено основні взаємозв’язки між змі
нами набору статистичних моментів 1 -го -  4-го по
рядків, які характеризують координатні розподіли 
орієнтаційного параметру та фізіологічний стан 
внутрішніх органів щурів, що забезпечило насту
пну збалансовану точність діагностики патології 
нирки - найбільш чутливими виявилися статисти
чні моменти 3-го і 4-го порядків з наступним діапа
зоном зміни значень збалансованої точності
Ас = 77%  -  82% .
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