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Бұл диссертация мемлекеттік ұйымдардың келесі бұйрықтарына, нұсқауларына және рұқсаттарына сәйкес жазылған:
«Биологиялық белсенді заттарға клиникаға дейінгі (клиникалық емес) зерттеулер жүргізу қағидаларын бекіту туралы» Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау Министрінің 2020 жылғы 4 қарашадағы ҚР ДСМ-181/2020  бұйрығы.
Әл-Фараби атындағы Қазақ ұлттық университетінің жергілікті этикалық комиссиясының 2020 жылғы 12 маусымдағы №470 рұқсаты, ұзарту мерзімі 2021 жылғы 10 маусым, соңғы ұзарту 2022 жылғы 9 маусым. Жарамдылық мерзімі 2023 жылдың 8 тамызына дейін.
Қазақстан Республикасында биологиялық белсенді заттардың клиникаға дейінгі зерттеулерін және (немесе) сынақтар жүргізу жөніндегі нұсқаулық (Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау Министрінің 2005 жылғы 14 ақпандағы №51 бұйрығы).
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Бұл диссертацияда келесі терминдер сәйкес анықтамаларымен қолданылды:
В-лимфоцит – (bursa fabricii атауына байланысты, алғашқы рет осы мүшеде табылған) – гуморальдық иммунитетті қамтамасыз етуде маңызды рөл атқаратын лимфоциттердің функционалды түрі.
Вmem – В-жад жасушалары – белсендірілген В-лимфоциттер. Олар В-жасушаларының ұзақ өмір сүретін клоны болып табылады, жылдам иммундық жауап береді және бір антиген қайта енген кезде иммуноглобулиндердің көп мөлшерін өндіреді.
Гемопоэз – омыртқалы жануарларда қан жасушаларының – лейкоциттердің, эритроциттердің, тромбоциттердің түзілу, даму және жетілу процесі. Эмбрионалды (жатырішілік) және постэмбрионалды қан түзілуі болып жіктеледі.
Гемопоэз ынталандырушы белсенділік –  қан жасушаларын гемопоэзге ынталандыратын қосылыстардың белсенділік түрі.  
Лимфоцитопоэз ынталандырушы белсенділік –  лимфо-миелоидты кешен мүшелерінің лимфоидты жасушаларын лимфоцитопоэзге ынталандыратын қосылыстардың белсенділік түрі.  
Миелопоэз – сүйек кемігінде миелоидты жасушалардың, соның ішінде гранулоциттердің – нейтрофилдердің, эозинофилдердің және базофилдердің (гранулопоэз деп аталады) және моноциттердің (моноцитопоэз деп аталатын) реттеліп түзілуінен тұратын қан түзілу процестерінің бөлігі.
Миелопоэз ынталандырушы белсенділік – сүйек кемігіндегі миелопоэзді, миелоидты жасушаларды ынталандыратын қосылыстардың белсенділік түрі.
Т-лимфоциттер – Т-жасушалар (лат. thymus "тимус") – сүтқоректілерде қызыл сүйек кемігінен тимусқа келетін ізашар-претимоциттерден дамитын лимфоциттер.
CD маркерлер – Дифференциация кластері (ағылшын тілінен: cluster of differentiation, cluster designation) – лимфоциттер субпопуляциясының беткейлiк маркерлi ақуыздарының белгiленуi үшiн қолданылады.
c-kit+ (ГБЖ) – гемопоэтикалық бағаналы жасушалары - сүйек кемігінің жасушалары, олардан дифференциация және жетілу нәтижесінде қан жасушаларының барлық түрлері: эритроциттер, тромбоциттер және лейкоциттердің әртүрлі түрлері таралады. 
[bookmark: _Toc136422873]CTL - Цитотоксикалық Т-лимфоциттер – Т-киллерлер (ағылшын тілінен: killer) – ағзаның өзіндегі зақымдалған жасушаларды лизиске ұшырататын Т-лимфоциттердің бір түрі.
MZB-лимфоциттер – маргиналды аймақ В-жасушалары (МZB) көкбауырдың маргиналды аймағында орналасқан, ол ақ пульпаны қызыл пульпадан бөліп тұрады.
Pre-B-лимфоциттер – Пре-B-жасушалар - В-лимфоциттің дамуына шыққан жасуша түрі (ағылшын тілінен: "pre" сөзі - precursor).
Pro-B-лимфоциттер – Про-В-лимфоциттердің дамуына шыққан жасуша түрі, олар ерте (про-В-I) және кеш (pro-B-II) болып бөлінеді; 
Tmem - Т-жад жасушалары – бұрын әсер еткен антигендер туралы ақпаратты сақтайтын және екінші иммундық жауапты құрайтын Т-лимфоциттердің популяциясы, ол біріншілік иммундық жауапқа қарағанда қысқа мерзімде жүзеге асырылады, өйткені ол осы процестің негізгі кезеңдерін айналып өтеді.
Transite B-лимфоциттер – транзиторлы В-жасушалары;
Th-лимфоциттер – Т-хелпер (ағылшын тілінен: helper-көмекші) лимфоцит, CD4+ Т-жасушалары немесе CD4+-оң лимфоциттер деп те аталады - реттеу қызметін атқаратын Т-жасушалардың  бір түрі, иммундық жүйенің басқа жасушаларын реттеу қызметін (Т-киллерлер, В-лимфоциттер, макрофагтар, NK жасушалары) атқарады, антигендерді таниды және алынған жасушалық иммундық жауап механизмдерінің жұмыс істеу процестерін іске қосу немесе тоқтату туралы «шешім қабылдайды». 
FO-B - лимфоциттер – фолликулярлық В-лимфоциттер (FO-B). 
FoxP3+ Treg жасушалары – Т-реттеуші лимфоциттер, Т-супрессорлар (ағылшын тілінен: regulatory T cells, suppressor T cells, Treg) - иммундық жауаптың орталық реттеушілері.
Mature B – лимфоциттер – жетілген В жасушалары – IgD синтезінің бастамасы.
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	АПЖ
АТН
	-
-
	антигенпрезентациялаушы жасуша
ауыр туа біткен нейтропения

	БИВ 
ГБЖ
ДЖ
ЛПИ
МДП
МП
	-
-
-
-
-
-
	биологиялық ынталандырушы қосылыс
гемопоэтикалық бағаналы жасуша
дендриттік жасуша
лейкоциттік протеаза ингибиторы
мурамилпептидті препараттар
миелопептидтер

	ТАЭ
ЦТЛ
ЦФ
ЭПО
	-
-
-
-
	тәжірибелік аутоиммунды энцефаломиелит
цитотоксикалық Т-лимфоцит
циклофосфамид
эритропоэтин

	BA

	-

	(comparative basophil value) базофилдердің салыстырмалы 
саны

	BAS
BM
BIV
	-
-
-
	(absolute basophil value) базофилдердің абсолютті саны
(Bone marrow) сүйек кемігі
(Biological immunostimulating value) биологиялық ынталандырушы қосылыс

	c-kit 

CLP 
CMP
	-

-
-
	гемопоэтикалық бағаналы жасушалардың белокты тирозинкиназасы 
(Сommon lymphoid progenitors) жалпы лимфоидты ізашарлар
(Common myeloid progenitors) жалпы миелоидты ізашарлар

	DN 
DP
	-
-
	(double negative) қос негативті 
(double positive) қос позитивті

	EDTA
	-
	(Ethylenediaminetetraacetic acid) этилендиаминтетрасірке қышқылы

	ETP
	-
	(early thymus progenitors) ерте тимус ізашарлары

	FITC 
	-
	(fluorescein isothiocyanate)  флуоресцеинизотиоцианат

	FoxP3Тreg
GMP
	-
-
	T-реттеуші жасушалардың Forkhead box P3 
(granulo-monocyte progenitors) грануло-моноцит ізашарлары

	HCT
HGB
HLA
In vivo
In vitro

	-
-
-
-
-
	(hematocrit) гемотокрит
(hemoglobin) гемоглобин
(human leucocyte antigen) адамның лейкоцитарлы антигені
тұтас тірі ағзада жасалынатын зерттеу
оқшауланған жасуша культурасында, ұлпа, мүше, мүшелер жүйесінде жүргізілетін зерттеу

	IL-2
	-
	(interleukin 2) интерлейкин-2 

	LLPC

LN
	-

-
	(long lived plasma cells)  ұзақ өмір сүретін плазмалық жасушалар
(lymph nodes) лимфа түйіндері

	LY
	-
	(comparative lymphocytic value)  лимфоциттердің салыстырмалы саны

	LYM

MALT
	-

-
	(absolute number of lymphocyte value)  лимфоциттердің абсолютті саны
(mucosa-associated lymphoid tissue)  шырышты қабықпен байланысты лимфоидты ұлпа

	MCH
	-
	(the average content of hemoglobin)  гемоглобиннің орташа көлемі

	MCHC
	-
	(the average concentration of hemoglobin in red blood cells)  эритроциттегі гемоглобиннің орташа концентрациясы

	MCV

MDP
	-

-
	(the average volume of erythrocytes) эритроциттердің орташа көлемі
(Monocyte-dendritic progenitors) моноцит-дендриттік ізашарлар

	MEP
	-
	(megakaryocyte–erythroid progenitors) мегакариоцитарлы-эритроиды ізашарлар

	MHC
	-
	(major histocompatibility complex) негізгі гистосәйкестік кешені

	MO
	-
	(comparative monocyte value) моноциттердің салыстырмалы саны

	MON
	-
	(absolute monocyte value) моноциттердің абсолютті саны

	MPV
	-
	(the average volume of platelets)  эритроциттердің орташа көлемі

	MU
	-
	(methyluracil) Метилурацил

	NE
	-
	(comparative neuthrophil value) нейтрофилдердің салыстырмалы саны

	NEU
	-
	(absolute neuthrophil value) абсолютті нейтрофилдер саны

	PBS
	-
	(phosphate-buffer saline) фосфатты-тұзды буфер

	PCT
	-
	(trombocryte) тромбокрит

	PDWc
	-
	(the latitude distribution of platelets) тромбоциттердің көлем бойынша салыстырмалы таралуы

	PE
	-
	(phycoerythrin) фикоэритрин

	PL
	-
	(placebo) плацебо

	PLT
	-
	(total platelets volume) жалпы тромбоциттер саны

	RBC
	-
	(total erythrocytes value) жалпы эритроциттер саны

	RDWSD
	-
	(the latitude distribution of red blood cells) эритроциттердің көлем бойынша таралуы

	SLPC
	-
	(short lived plasma cells) қысқа өмір сүретін плазмалық жасушалар

	SP
	-
	(single positive) жалғыз позитивті

	TCR
	-
	(T cell receptor) Т-жасушалық рецептор

	Тhact
Тmem
Temra
Тnaiv
TIC
UT
	-
-
-
-
-
-
	белсендірілген T-хелпер
Т-жад жасушасы
эффекторлық Т-жасушасы
Т-аңғал жасуша
(Trimecain ionic compound) тримекаинның иондық қосылысы
(Untreate group) сау жануарлар тобы

	WBC
	-
	(total leukocyte count) жалпы лейкоциттер саны
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Зерттеу жұмысының жалпы сипаттамасы: Диссертация циклофосфамидпен ықпалдандырылған екіншілік миело- және лимфоцитопоэздепрессиялық жағдайда жасушалар құрамы деңгейінің өзгеруін зерттеуге және циклофосфамидпен ықпалдандырылған миело-, лимфоцитопоэздепрессиялық жағдайда перифериялық қандағы жасушалар құрамы деңгейін қалпына келтіруде, лимфо-миелоидты мүшелерде миелопоэз- және лимфоцитопоэз ынталандырушы синтетикалық азотты қосылыстардың тиімді, белсенді қосылыстарын іздеуге арналған. 
[bookmark: _Hlk163405286][bookmark: _Hlk163405359]Зерттеу тақырыбының өзектілігі: Қазақстан Республикасының қазіргі Президенті Қасым-Жомарт Тоқаевтың 2021 жылғы халыққа жолдауына сәйкес фармацевтикалық нарықты дамыту бойынша өткір мәселелер қойылды: «Елдің ұлттық қауіпсіздігін дені сау халық қамтамасыз етеді, оны денсаулық сақтау құрылымдары қолдауы тиіс. Медицина саласы қомақты қаржыландыруды қажет етеді. Әңгіме инфрақұрылым, кадрлар, дәрі-дәрмекпен қамтамасыз ету туралы болып отыр. Фармацевтика өнеркәсібі ерекше назар аударуды талап етеді. Отандық өндірістегі дәрілік заттар мен медициналық құралдардың үлесін 2025 жылға дейін қолда бар 17-% дан 50%-ға дейін жеткізу қажет» [1]. Осылайша, Қазақстан Республикасының Президенті еліміздегі фармацевтикалық нарықтың дамуымен жеке дәрілік заттардың фармакологиялық әзірлемелерін дамытудың және оларды фармацевтикалық өндіріске енгізудің өткір мәселесін өзекті етіп, атап өтті.
Осы сала бойынша өзекті мәселелердің бірі – миелопоэз- және лимфоцитопоэз ынталандырушы белсенділігі бар препараттарды жасау. Бұл бағыт жаңа, миелопоэздің екінші түрімен және лимфоцитопоэздік депрессиямен ауыратын науқастардың пайыздық көрсеткішінің артуына байланысты өзекті болып табылады [2].
Екіншілік миелопоэз- және лимфоцитопоэздепрессивті жағдай келесідей себептерге байланысты туындайды: теріс экологиялық фактор; ауыр вирустық және бактериялық инфекциялар (постинфекциялық түрлері); цитостатиктердің онкология, ревматология, аллергология, дерматология, жүрек-қантамыр, стоматология, травматология, трансплантациялық тәжірибеде (яторогенді түрлері); дұрыс тамақтанбау мен қоректік заттардың дұрыс сіңбеуіндегі бұзылыстары (алиментарлы түрлері); иондық радиациялардың әсері, стресс (постсресс түрлері); метаболикалық синдром (метаболика түрлері) [3-5].  
ДДҰ қоршаған ортаның әсерінен туындайтын миелопоэз- және лимфоцитопоэздепрессивті жағдай адам ауруларының 20% құрайды деп есептейді. Сыртқы ортаның ластануы жыл сайын 1,7 миллион 5 жасқа дейінгі баланың,  5 миллион ересек адамның өмірін қияды [6-10].
Қазақстан Республикасы бүкіл әлем сияқты, экожүйенің нашарлауын тудыратын урбанизация мен индустрияландыру бағыттарының өсуімен сипатталады. Қазақстандағы қазіргі жағдай қоршаған ортаның нашарлауы тек әл-ауқатқа ғана емес, сонымен қатар халықтың өміріне де қатер төндіретіндей. Республика аумағының төрттен бір бөлігінен астамы әскери полигондардағы сынақтардың салдарынан өмір сүруге жарамсыз болып табылады, өнеркәсіптік кәсіпорындар өз қызметтерінен кейін улы өнеркәсіптік қалдықтарды қалдырады, ал ауыл шаруашылығында арамшөптер мен жәндіктермен күресу үшін тонналап улы химикаттар қолданылады [11]. Мұндай экологиялық жағдай ҚР халқының әрбір 10-шы адамы экологиялық миелопоэз- және лимфоцитопоэздепрессиялық жағдайдан зардап шегуіне әкеледі.
Миело- және лимфоцитопоэздің зақымдануының ятрогендік түрі цитостатикалық препараттарды емдік мақсатта пайдаланатын науқастардың көбеюіне байланысты жыл сайын артып келеді. Қазіргі таңда, Қазақстан Республикасында диспансерлік есепте тұрған халықтың 38%-дан астамы цитостатиктерді онкологиялық, ревматологиялық, дерматологиялық, аллергиялық ауруларды емдеуде, стоматология, травматология, косметология және трансплантология тәжірибесінде қолданады [12, 13].
Миело- және лимфоцитопоэздің зақымдануының алиментарлы түрі тағамдық жеткіліксіздікпен байланысты; сақтау мерзімі ұзақ, консервіленген өнімдерді тұтынудың артуы; қоректік заттардың сіңуінің бұзылуы [14]. Бұл, әлеуметтік жағдайы нашар халықта, соның ішінде созылмалы аурулары бар науқастарда байқалады [15, 16].
Жүре пайда болған миело- және лимфоцитодепрессиялық жағдай созылмалы инфекциялық, саңырауқұлақтық, паразитарлық аурулар мен онкологиялық ауруларға, асқынулары бар атеросклерозға (миокард инфарктісі, цереброваскулярлық бұзылыс және т.б.), аутоиммунды этиологиялы қант диабеті, аллергиялық және аутоиммундық ауруларға әкеледі. Әлемдік медициналық тәжірибе үшін сүйек кемігінің, қанның гемо- және лейкограмма көрсеткіштерін қалпына келтіру, туа біткен және адаптивті иммунитеттің қорғаныс механизмдерін ынталандыру және белсендіру арқылы ауыр ауруларды жеңуге болатыны белгілі болды. А.Г.Хоменко былай деп жазады: «Иммундық жүйедегі репаративті процестерді ынталандыратын әдістерді қолдану инволюция процестерін жеделдетіп қана қоймай, емдеудің жалпы ұзақтығын қысқартуға мүмкіндік береді» [17]. Сондықтан, науқастарды емдеуде оңтайлы клиникалық әсерге дененің қорғаныс күштері мен дәрілік заттардың әсер етуінде синергизм болған жағдайда ғана қол жеткізуге болатыны анық. Осыған байланысты қазіргі уақытта лимфо-миелоидты мүшелерде және перифериялық қанда миело- және лимфоцитограмма көрсеткіштерін қалпына келтіруге қабілетті препараттарға қызығушылық күрт артты.
Белгілі болғандай, ағзаның қорғаныс күші мен дәрілік заттардың бірлесуінен тұратын әсерінің болуы науқастардың клиникалық тиімді терапиясына жеткізуі мүмкін. Осыған байланысты, қазіргі таңда лимфо-миелоидты мүшедегі миело- және лимфоцитограмма көрсеткіштерін қалпына келтіретін препараттарға деген қызығушылық бірден артты.
Бұл бағыт тиімді миелопоэз- және лимфоцитопоэз ынталандырушы препараттарды алу, иммуноонкология үшін онковакциналарды өңдеуде өзекті. Миелопоэз және лимфоцитопоэз ынталандырушы препараттар жасушаларды in vitro өсіру кезінде қажет.
Сонымен қатар, бұл мәселе ауыр жанама әсерлері бар қолданылатын миелопоэз- және лимфоцитопоэз ынталандырушы препараттардың жетілмегендігіне де байланысты өзекті. Бүгінгі күні препараттар келесі ауқымда ұсынылған: биогендік заттар (тимус, көкбауыр мен сүйек кемігінен алынған препараттар, интерлейкиндер) және синтетикалық қосылыстар.
Жоғары пирогендік және сенсибилизациялық қасиеттеріне байланысты экзогендік микробтық текті лейкопоэз ынталандырушы сирек қолданылады. Екінші мен үшінші буынның тимикалық препараттары тек аурухана жағдайында және дәрігердің бақылауымен тағайындалады. Олар «цитокиндік дауылға» және сепсиске дейін ауыр нәтиже беретін иммундық жауаптардың каскадын тудырады. Миелопептидтер кеңінен қолданылады, бірақ негізгі жанама әсері ауыр ауқымды аллергиялық реакциялар болып табылады. Цитокиндік препараттарды қабылдау өте қиын және тіпті ең төменгі мөлшерде (10-6-10-12) ағзаның күрделі бақыланатын иммундық жауаптарын тудырады. Нуклеин қышқылдарының синтетикалық және табиғи препараттары барлық жасушалардың өсуі мен бөлінуін ықпалдандырады, атап айтқанда: эукариот, прокариот, қатерсіз, қатерлі. Шөптік препараттарды тағамдық қоспа, адаптогендерге жатқызады [18].
Химиялық таза препараттарды екі топқа: төмен молекулалық және жоғары молекулалық деп бөлуге болады. Төмен молекулалы препараттардың шығу тегі Левамизол (Декарис) – фенилимидотиазол. Левамизол, сондай-ақ БЦЖ, лейкопоэз ынталандырушы препарат ретінде АҚШ және Батыс Еуропада медициналық қолдануға рұқсат етілген алғашқы препараттардың бірі болып табылады. Бұл топтың қызығушылық туындатып отырған препараты - Диуцифон, Галавит. Полиоксидоний – жоғары молекулалы химиялық таза препарат [19]. Препараттың қолданылу ауқымы өте тар.
Ұсынылған миелопоэзді және лимфоцитопоэзді ынталандыратын препараттар, қолданылатын препарат ауқымының жеткіліксіз және препараттың әр тобында ауыр жанама әсерлердің бар екенін көрсетеді, синтетикалық препараттар неғұрлым перспективті топ болып табылады. Осылайша, диссертациялық жұмыстың өзектілігі келесі жайттарға байланысты:
1. Қазақстан Республикасында Президент еліміздегі фармацевтикалық нарықтың дамуымен жеке препараттардың фармакологиялық әзірлемелерін жасау мен оларды фармацевтикалық өндіріске енгізудің өзекті мәселесін атап өтті.
2. Дүниежүзілік фармацевтикалық нарықта медициналық тәжірибеде қолдану мен онковакциналарды әзірлеу үшін миело- және лимфоцитопоэз ынталандырушы препараттарға сұраныстың өсу бағыты.
3. Миелопоэз- және лимфоцитопоэз ынталандырушы белсенділігі және төмен деңгейде жанама әсерлері бар қосылыстарды синтездеу бағыты әзірленбеген. Терапевтикалық тәжірибеде миелопоэз- және лимфоцитопоэз ынталандырушы препараттардың қолданылу ауқымы өте мардымсыз, әр топ препараттың ауыр жанама әсері бар, көбінесе синтетикалық препараттар перспективалы болып табылады. 
Жұмыстың мақсаты: циклофосфамидпен ықпалдандырылған екіншілік миелопоэз- және лимфоцтопоэздепрессиялық жағдайда жасуша деңгейінің өзгеруін зерттеу мен екіншілік миелопоэз- және лимфоцтопоэздепрессиялық жағдайда жаңадан синтезделген азоттық қосылыстар арасынан, перифериялық қан, лимфо-миелоидты мүшелердегі қан жасушалары деңгейін тиімді қалпына келтіретін белсенді қосылыстарды іздеу.
Зерттеу міндеттері:
1. [bookmark: _Hlk165228029]Циклофосфамидпен ықпалдандырылған екіншілік Т- лимфоцитодепрессиялық жағдайларды зерттеу.
2. Циклофосфамидпен ықпалдандырылған екіншілік В- лимфоцитодепрессиялық жағдайларды зерттеу.
3. Біріншілік скрининг жүргізу арқылы жаңадан синтезделген азотты қосылыстардан биспидин, диенон, пиразолопиридин, пиперазин, пиперидин құрылымдық ядролары бар және сұйық тримекаинді иондық заттарынан гемоынталандырушы белсенділігі жоғары қосылыстарды алу.
4. Циклофосфамидпен ықпалдандырылған Т-лимфоцитодепрессия кезінде лимфо-миелоидты кешен мүшелеріндегі Т-лимфоциттердің деңгейінің қалпына келуіндегі жаңадан синтезделген BIV және TIC қосылыстарының белсенділігін талдау. 
5. Циклофосфамидпен ықпалдандырылған В-лимфоцитодепрессия кезінде лимфо-миелоидты кешен мүшелеріндегі В-лимфоциттердің деңгейінің қалпына келуіндегі жаңадан синтезделген BIV және TIC қосылыстарының белсенділігін талдау.
6. Циклофосфамидпен ықпалдандырылған миелодепрессия жағдайында BIV және TIC қосылыстарының сүйек кемігіне, спленоцитарлы регенеративті миелоцитопоэзге әсерін зерттеу. 
Зерттеу объектілері мен материалдары: Зерттеуге БИВ-шифрымен 40 қосылыс алынды: 32 қосылыс құрылымында биспидинді, диенонды, пиразолопиридинді, пиперазинді, пиперидинді ядромен болды. 32 қосылыс А.Б. Бектуров атындағы химия ғылымдары ғылыми-зерттеу институтында «синтетикалық және табиғи дәрілік заттар химиясы» лабораториясында х.ғ.д, профессор Ю В.К. басшылығымен және 8 сұйық тримекинды иондық қосылыс Қазақ-Британ техникалық университетінің базасында, «химиялық инженерия» мектебінде PhD, профессор Зазыбин А.Г. басшылығымен синтезделген.
[bookmark: _Hlk163415513]Зерттеу объектісі ретінде, әл-Фараби атындағы ҚазҰУ биология клиникасынан алынған ақ альбинос егеуқұйрықтар, Charles River зертханасынан (АҚШ) сатып алынып, Айқымбаев атындағы Қазақ ғылыми карантиндік және зооноздық инфекциялар орталығында көбейтілген C57BL6/J линиялы тышқандар алынды. 
Келесі биологиялық материалдар пайдаланылды: альбинос егеуқұйрықтардың перифериялық қаны; C57BL6/J линиялы тышқандарының сүйек кемігі, тимус, көкбауыры; иммуноцитофлуорометриялық белгілер: APC-CD117, APC-CD11b, PE-Ly-6С,  PE-Ly6G, PerCP-Ter119+/CD71, APC-B220/CD45R, PE-CD43, PerCP-CD19, PE-MHCII, PE-CD40, PE-CD3e, FITC-CD4, PerCP-CD8a, PerCP-CD25, PE-FoxP3, PerCP-CD28, FITC-CD44. 
Келесі жасуша субпопуляциялары есептелді:
1. APC-CD117+ - сүйек кемігінің гемопоэтикалық бағаналы жасушалары;
2. APC-CD11b+ PE-Ly-6C+ PE-Ly6G+ – гранулоцитарлы лейкоциттер (нейтрофилдер, эозинофилдер және базофилдер) және моноцитарлы лейкоциттер қатарының жасушалары;
3. PerCP-Ter119+/CD71+ – дифференциацияның эритроидты бағытының жасушалары;
4. APC-B220/CD45R+ PE-CD43+ PerCP-CD19+ – ерте Pro- B-I- және Pro-B-II- лимфоциттер;
5. APC-B220/CD45R+ PerCP-CD19+ – жетілген В-лимфоциттер;
6. APC-B220/CD45R+ PE-CD43- PerCP-CD19+ – Pre-B-I- және Pre-B-II-лимфоциттер және транзиторлы В-лимфоциттер (T1, T2, T3);
7. APC-B220/CD45R+ PerCP-CD19+/mid – маргиналды аймақтың В-лимфоциттері (MZB-лимфоциттер) мен фолликулярлы аймақтың В-лимфоциттері (FO-B-лимфоциттер);
8. APC-B220/CD45R+ PerCP-CD19+ PE-MHCII+ – герментативті орталықтың белсендірілген В-лимфоциттері;
9. APC-B220/CD45R+ PerCP-CD19+ PE-CD40+ – Bmem-жад лимфоциттері;
10. PE-CD3e+ PerCP-CD19- – ерте пре-Т-лимфоциттер;
11. PE-CD43+ PE-CD3e+CD4+ – тимуста селекциядан өткен Th-лимфоциттер;
12. PE-CD43+ PE-CD3e+ PerCP-CD8a+ – тимуста селекциядан өткен цитотоксикалық Т-лимфоциттер;
13. FITC-CD4+ PerCP-CD25+ – белсендірілген клондаушы Тhact-лимфоциттер;
14. FITC-CD4+ PerCP-CD25+ PE-FoxP3+ – Т-реттеуші лимфоциттер;
15. PerCP-CD28+ PerCP-CD8a+ FITC-CD44+ – костимулденген Tmem-жад лимфоциттер.
Зерттеу пәні: Циклофосфамидпен ықпалдандырылған екіншілік миело- мен лимфоцитодепрессияның функционалдық және фенотиптік ерекшеліктері. Циклофосфамидпен ықпалдандырылған екінші миело- және лимфоцитодепрессия жағдайында жаңа синтезделген азотты қосылыстардың миело- мен лимфоцитопоэз ынталандырушы белсенділігі.
Зерттеу әдістері: 
[bookmark: _Hlk163379067]1. Жаңа синтезделген 40 азотты қосылыстардың алғашқы скринингін жүргізуде циклофосфамидпен ықпалдандырылған гемодепрессия моделіндегі гемоынталандырушы зерттеу әдісі (перифериялық қан үшін «MicroCC-20 Plus» гематологиялық анализаторы (Қытай)), Гимза әдісі бойынша перифериялық қан жағындысын цитологиялық бақылау (микроскоп Micromed MP-3) қолданылды.
2. BIV және TIC қосылыстарының екінші скринингін жүргізуде лимфо-миелоидты кешен мүшелерінің жасушалық қасиетін бағалау әдісі, лимфо-миелоидты кешен мүшелерінің жасушаларының миелоцитарлы және лимфоцитарлы субпопуляцияларын зерттеуге арналған FACSCalibur ағынды цитометрі (BD Biosciences, АҚШ) қолданылды. 
Зерттеудің ғылыми жаңалығы:
[bookmark: _Hlk140492309]Жүргізілген зерттеулер негізінде, алғаш рет циклофосфан реактивті біріншілік және рециркуляциялық Тmem-жад лимфоциттерінің сүйек кемігіндегі (36,91%) және көкбауырдағы (28%) деңгейінің біршама төмендеуін туындататындығы айқындалды, бұл, екіншілік Т-жасушалық иммундық жауаптың реактивтілігі мен құндылығына кері әсерін тигізуі мүмкін. Циклофасфан көкбауырдағы FoxP3+Тreg-лимфоциттердің (48,08%) деңгейін, тимустағыға (19,13%) қарағанда 2 есе төмендеуін туындатты. Көкбауырдағы FoxP3+Тreg-жасушаларының төмендеуі, CTL-лимфоциттердің деңгейін (32,87%-ға) жоғарылатты, ол өз кезегінде аутоиммунды ауруларға және сепсиске дейін әкелетін, бақыланбайтын иммундық реакцияны туғызуы мүмкін. Сондай-ақ, тимуста рециркуляцияланатын Thact-лимфоциттердің компенсаторлық шоғырлануы (132,05%-ға), иммундық жүйенің гипербелсенділігіне әкеп соғуы мүмкін. В-лимфопоэзге қатысты циклофосфан теріс әсер етті, ол герментативті орталықтағы реактивті жасушалардың толықтай сарқылуын тудырды: көкбауырдағы MHC class II+- Вact-лимфоцитердің (74,83%-ға) және Bmem-жад лимфоциттердің (68,05%-ға) азаюы гуморальды иммунитеттің белсенділігінің қауіпті деңгейге дейін төмендеуіне әкеп соғуы мүмкін.
	Алғаш рет, жаңадан синтезделген 32 азагетероциклды қосылыстарынан, 8 тримекаинді иондық сұйық субстанциянан гемоынталандырушы белсенділігі 4 орта деңгейлі және жоғары деңгейлі 2 қосылысты алумен алғашқы скринингі жүргізілді. 
Алғаш рет, BIV (БИВ-190) 5-бензил-7-(o-фторбензилиден)-2,3-бис(o-фторфенил)-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен кешені қосылысы Метилурацил препаратының белсенділігінен асып түсетін, айқын миело- және лимфоцитопоэз ынталандырушы белсенділігі анықталды. BIV қосылысы Т-лимфоцит субпопуляцияларының деңгейін қалпына келтіруде иммуномодуляциялық белсенділік көрсетті: Тhact, FoxP3+Тreg, Тmem-лимфоциттердің деңгейін физиологиялық қалыпқа дейін арттырып, CTL-лимфоциттердің жоғары деңгейін физиологиялық қалыпқа дейін төмендетті.  BIV қосылысы В-лимфоциттер: Pre-В-I-, Pre-В-II-, жетілмеген В-, транзиторлы В-, FO-B-, MZB-, MHC class II+ белсендірілген В-, Вmem-В-лимфоциттерді бірегей, эритроциттер, гранулоциттер мен моноциттердің деңгейін тиімді қалпына келтіріп отырды. 
[bookmark: _Hlk166089846]	Алғаш рет, TIC (БИВ-119) (бромид N,N-диэтил-2-(мезитиламино)-N-пропаргил-оксоэтанамоний) қосылысы Метилурацил препаратының белсенділігінен біршама арта отырып, жоғары миело- және лимфоцитопоэз ынталандырушы белсенділікке ие екендігі анықталды. TIC қосылысы эритроциттердің, гранулоциттердің және моноциттердің барлық Т- және В-лимфоциттік субпопуляцияларын қалпына келтіруде жоғары белсенділікке ие болды.
Жұмыстың теориялық маңыздылығы. Аталмыш диссертациялық жұмыс іргелі иммунологияның иммунодепрессивті күй бөліміне біршама үлес қосады. Циклофосфамидтің біріншілік және екіншілік лимфо-миелоиды мүшелердегі Т- және В-лимфоциттердің  әртүрлі популяцияларына әсерін зерттеу лимфоцитралы субпопуляцияның деңгейлерінің өзара байланыстылығы мен өзара тәуелділігін түсінуге мүмкіндік береді. Құрамында азоты бар BIV және TIC қосылыстарының миело- және лимфоцитопоэз ынталандырушы белсенділігін зерттеу іргелі иммунофармакологияның лейкопоэз ынталандырушы препараттар бөліміне өз үлесін қосады.  
Жұмыстың практикалық маңыздылығы. Диссертациялық жұмыстың нәтижелері практикалық маңызға ие.
ҚР Әділет министрілігі ұлттық зияткерлік меншік институтынан 6 қосылысқа патент алынды:  
1. 22.04.2022 ж. №35632 лейкопоэз ынталандырғыш белсенділікке ие 5-бензил-7-(o-фторбензилиден)-2,3-бис(o-фторфенил)-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен кешені өнертабысты патент;
2. 09.12.2022 ж. №35977 иммуноынталандырушы белсенділігі бар бромид N,N-диэтил-2-(мезитиламино)-N-пропаргил-оксоэтанамоний қосылысына өнертабысты патент; 
3. 31.03.2023 ж. №36148 миелоынталандырғыш миелоынталандырғыш белсенділікке ие диметил(1-гидроксициклогексил) марганец(II) фосфонаты кешенінің ацетатына өнертабысты патент;
4. 31.03.2023 ж. №36149  гемопоэзды ынталандырғыш белсенділігіне ие 1-(2-этоксиэтил)-3,5-ди[2-(трифторметил)бензилиден]пиперидин-4-онның β-циклодекстринмен кешенді қосылысына өнертабысты патент;
5. 31.03.2023 ж. №36150 миелоынталандырғыш белсенділікке ие диметил((4-бензгидрилпиперазин-1-ил)(3-феноксифенил)метил)фосфонатының β-циклодекстринмен кешенді қосылысына өнертабысты патент;
6. 31.03.2023 ж.  №36151  миелоынталандырғыш белсенділікке ие β-циклодекстринмен кешеніндегі диметил ((1Н-бензо[d]имидазол-1-ил)) (3-фторофенил)метил)фосфонат қосылысына өнертабысты патент;
BIV қосылысы циклофосфамидпен ықпалдандырылған екіншілік миело- және лимфоцитодепрессиялық жағдайларды емдеуге арналған препарат ретінде перспективалы болып табылады. BIV бірегей Т-лимфоциттерді ынталандыратын модуляциялық белсенділікке ие.
TIC қосылысы екіншілік циклофосфамидпен ықпалдандырылған миело- және В-лимфоцитодепрессиялық жағдайларды емдеуге арналған препарат ретінде перспективалы болып табылады. TIC қосылысы Tmem-жад жасушалары мен CTL-цитотоксикалық лимфоциттердің деңгейін арттыруда тиімді ынталандыруға қабілетті қосылыс ретінде перспективалы болып табылады, бұл онкологиялық ауруларды емдеуде қолданылатын in vitro онковакциндерді әзірлеуде үлкен маңызға ие.


Қорғауға ұсынылатын негізгі қағидалар:
1. Циклофосфамид сүйек кемігіндегі CD117+ гемопоэтикалық бағаналы жасушалардың деңгейін (40%-дан астам), Т-жасушалары ізашарларының (42%-ға) және  рециркулденетін Tmem-жад жасушаларын (37%-ға) айтарлықтай төмендете отырып, Т-лимфопоэзге маңызды әсер етті; көкбауырда Т-лимфоциттерінің жалпы деңгейін (20%-дан астам), сонымен бірге, рециркулдеуші Tmem-жад жасушаларын (28%-ға) айтарлықтай төмендетті, CTL-цитотоксикалық  Т-лимфоциттерінің деңгейінің біршама артуымен (33%-ға) байланысты FoxP3+Тreg-Т-реттеуші жасушаларының санын (48%-ға) азайтты; тимуста жетілмеген Т-лимфоциттердің деңгейін біршама төмендете отырып (83%-ға), Thact-белсендірілген хелпер жасушалардың деңгейін біркелкі арттыра (32%-ға) Т-лимфопоэздің айтарлықтай әлсіреуін туындатты. 
2. Циклофосфамид сүйек кемігіндегі белсенді пролиферацияланушы (34-54%-ға) және көкбауырдағы В-лимфоциттер (Pro-B-I-, Pro-B-II-лимфоциттер, Pre-В-I-, Pre-В-II-лимфоциттер, жетілмеген В-лимфоциттер, транзиторлы В-лимфоциттер, FO-B-лимфоциттер және MZB-лимфоциттер), көкбауырда жетілген В-лимфоциттердің түрлі субпопуляцияларының  (MHC сlass II+ белсендірілген В-лимфоциттер және Вmem-жад лимфоциттері) деңгейін айтарлықтай төмендете  отырып (68-75%-ға), В-лимфопоэзге маңызды әсер етті. 
3. Жүргізілген 32 жаңа синтезделген азагетероциклді қосылыстардың биспидинді, диенонды, пиразолопиридинді, пиперазинді, пиперидинді құрылымды ядролармен қосылыстарының және 8 сұйық тримекаинды иондық субстанциялары қосылыстарының біріншілік скринингі нәтижесінде гемоынталандырушы белсенділігі жоғары 2 қосылыс (BIV және TIC) таңдап алынды. Циклофосфамидпен ықпалдандыру негізінде BIV және TIC қосылыстары салыстырмалы препарат Метилурацил белсенділігінен басым гемоынталандырушы белсенділікке ие болды. 
[bookmark: _Hlk158836787]4. Циклофосфамидпен ықпалдандырылған миелодепрессия кезінде BIV, TIC  қосылыстары Т-лимфоцит субпопуляциялары (Тhact-, FoxP3+Тreg-, Тmem-Т-лимфоциттері) деңгейін физиологиялық қалыпқа дейін жоғарылата, ынталандырушы әсер етті және жоғары CTL - цитотоксикалық Т-лимфоциттердің деңгейін физиологиялық қалыпқа дейін төмендетті. 
TIC қосылысы циклофосфамидпен ықпалдандырылған миелодепрессия кезінде Т-лимфоцит субпопуляцияларына (Тhact-, FoxP3+Тreg-, Тmem-лимфоциттері), олардың  физиологиялық қалыпты мөлшерін арттыра отырып, ынталандырушы әсер етті, мұның өзі СTL - цитотоксикалық Т-лимфоцит деңгейін көтерді.
5. Циклофосфамидпен ықпалдандырылған миелодепрессия кезінде BIV қосылысы (5-бензил-7-(o-фторбензилиден)-2,3-бис(o-фторфенил)-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен кешені)  В-лимфоцит түрлі субпопуляциялары (Pre-В-I-, Pre-В-II-, жетілмеген В-, транзиторлы В-, FO-B-, MZB-, MHC-II+ белсендірілген В-лимфоциттер және Вmem-жад лимфоциттер) деңгейлерінің тиімді қалпына келуімен айқындалатын Метилурацилдің белсенділігінен басым түсетін В-лимфопоэз ынталандырушы белсенділікке ие болды. 
Циклофосфамидпен ықпалдандырылған миелодепрессия кезінде TIC қосылысы (бромид N,N-диэтил-2-(мезитиламино)-N-пропаргил-оксоэтанамоний иондық сұйықтығы) В-лимфопоэз ынталандырушы белсенділігі бойынша біршама маңызды болып келді. 
6. BIV және TIC қосылыстары циклофосфамидпен ықпалдандырылған миелодепрессия кезінде сүйек кемігіндегі және көкбауырдағы эритроциттердің, гранулоциттердің,  моноцитттердің деңгейін қалпына келтіре отырып, Метилурацил белсенділігінен асып түсетін айқын миелопоэз ынталандырушы белсенділікке ие болды. 
Тақырыптың зерттелу деңгейі. Диссертациядағы зерттеу жұмысы молекулалық, жасушалық, ұлпалық, мүшелік және ағзалық деңгейлерде жүргізілді.
Автордың жеке үлесі. Диссертацияда сипатталып жазылған барлық негізгі нәтижелер автордың жеке қатысуымен жинақталған және орындалған. Диссертант, алдына қойған мақсаттарды толығымен жүзеге асырған, мәліметтерді жинақтаған, статистикалық өңдеуді жүргізген, график түзіп, суретпен рәсімдеген, алынған зерттеу нәтижелеріне сараптама жүргізіп, қорытынды жасаған.
[bookmark: _Hlk163407204]Жұмыстың ғылыми зерттеу бағдарламасымен байланыстылығы.  Берілген диссертациялық жұмыс AP08856051 «Ауыл шаруашылығы және/немесе медицинаға арналған жаңа биобелсенді молекулалық жүйелерге пиперидин және пиперазин туындылары – полифункционалды азагетероциклдердің бағытталған модификациясы» ғылыми-зерттеу гранттары және AP08857345 «Бифункционалды иондық қосылыстар: медициналық химия және ауыл шаруашылығында синтезделуі мен қолданылуы» Қазақстан Республикасы Білім және Ғылым Министрлігінің ғылыми зерттеулерді гранттық қаржыландыру шеңбері (2020-2022 ж.ж.) аясында, Пастер атындағы Санкт-Петербургт эпидемиология және микробиология ғылыми-зерттеу институтының «молекулалық иммунология» лабораториясында (шетелдік ғылыми жетекшісі, б.ғ.д., профессор Беляев Н.Н) сондай-ақ, әл-Фараби атындағы Қазақ ұлттық университетінің биология және биотехнология факультетінің биофизика, биомедицина және нейроғылым кафедрасында (отандық жетекшісі, б.ғ.к., доцент Бактыбаева Л.К.) орындалды.
Зерттеу нәтижелерін сынақтан өткізу және енгізу. Зерттеу нәтижелері төмендегідей халықаралық және республикалық конференцияларда баяндалып, жарияланды:
· «Science and education in the modern world: challenges of the XXI century» атты VII халықаралық ғылыми-тәжірибелік конференциясы. (Нур-Султан, Қазақстан, 20-22 қазан 2020);
· «Science, Education, Innovation: Topical Issues and Modern Aspects» халықаралық ғылыми практикалық конференциясы. (Таллин, Эстония, 16-18 желтоқсан 2020);
· «Жаһандану жағдайындағы ғылым мен білімнің даму тенденциялары мен перспективалары» атты халықаралық ғылыми-практикалық интернет-конференциясы. (Переяслав, Украина, 30 сәуір 2020);
· Биология ғылымдарының докторы, профессор, Қазақстан Республикасы Ұлттық Ғылым Академиясының корреспондент-мүшесі Төлеуханов Сұлтан Төлеуханұлының 70 жас мерейтойына арналған «Заманау биология және биотехнологияның мәселелері» халықаралық ғылыми-практикалық конференциясы. (Алматы, Қазақстан, 27 мамыр 2021);
· Студенттер мен жас ғалымдардың «Фараби әлемі» халықаралық ғылыми конференциясы. (Алматы, Қазақстан, 6-9 сәуір 2020);
· «Жаһандану жағдайындағы ғылым мен білімнің даму тенденциялары мен перспективалары» атты халықаралық ғылыми-практикалық интернет-конференциясы. (Переяслав, Ураина, 29 қаңтар 2021);
· Студенттер мен жас ғалымдардың «Фараби әлемі» халықаралық ғылыми конференциясы. (Алматы, Қазақстан, 6-8 сәуір 2021);
· «2nd Advanced Chemistry World Congress» халықаралық ғылыми конференциясы (Берлин, Германия, 14-15 маусым 2021); 
· «RW Research World» Research world халықаралық конференциясы. (Гумбург, Германия, 3-4 желтоқсан 2023);
· «Asfen.Forum, жаңа ұрпақ – 2023» 1-ші Халықаралық форум. (Алматы, Қазақстан, 5-6 маусым 2023).
[bookmark: _Hlk163384648]Басылымдар. Зерттеу жұмысының нәтижелері бойынша 24 ғылыми еңбек жарияланды. Соның ішінде 1 мақала Халықаралық ғылыми Molecules журналында, Clarivate Analitics (ISI Web of Science) компаниясының базасы мәліметі бойынша импакт-факторы  7.143, Scopus базасы мәліметтері бойынша процентиль  0,74, 1 (Q1); 1 мақала Scopus халықаралық ғылыми базасында цитирленетін: «Modern Trends in Sustainable Development of Biological Sciences» халықаралық форумы; 2 мақала Web of Science индекстелген; 7 мақала Қазақстан Республикасы Ғылым және жоғары білім министрлігінің Ғылым және білім саласындағы сапаны қамтамасыз ету Комитеті ұсынған журналдарда; Отандық және шетелдік халықаралық конференция материалдарында 13 ғылыми жариялым жарыққа шыққан. ҚР Әділет Министрілігі Ұлттық Зияткерлік меншік институтынан 6 патент алынған.
Диссертацияның құрылымы. Диссертациялық жұмыс 148 мәтіндік беттен тұрады және нормативтік сілтемелер, белгілеулер мен қысқартулар, кіріспе, әдебиеттерге шолу, зерттеу материалдары мен әдістері, зерттеу нәтижелері және оларды талқылау, қорытынды, 316 пайдаланылған әдебиеттер тізімінен тұрады, құрамында 36 сурет, 26 кесте және 6 қосымша бар.





[bookmark: _Toc164528893][bookmark: _Toc164536691][bookmark: _Toc165843227][bookmark: _Hlk164536885][bookmark: _Hlk164536916]1 ӘДЕБИЕТТЕРГЕ ШОЛУ

[bookmark: _Toc164528894][bookmark: _Toc164536692][bookmark: _Toc165843228][bookmark: _Hlk164536926]1.1 Постнаталды даму кезеңіндегі қан түзілу физиологиясы 
Қан жасушаларының қалыпты деңгейі мен оның иммундық қызметін сақтау үшін эритроциттер, лейкоциттер және тромбоциттер сүйек кемігінде тіршілік бойы өндірілуі керек (сурет 1). ГБЖ қамтамасыз етеді, олар мультипотентті және коммитирленген гемопоэтикалық ізашар қатарын туғызады [20-23]. Тәулігіне адамның сүйек кемігінде 100 миллиардтан астам жаңа гемопоэтикалық жасушалардың пролиферациясы жүреді. ГБЖ арнайы микроорталарда немесе тауашаларында, гемопоэтикалық ұлпаларда орналасқан, оларды сақтауға ықпал етеді, гемопоэтикалық жасушалардың дамуын және пролиферациясын реттейді [24]. ГБЖ нишалары перисинусоидты [25-31] болып табылады, сондай-ақ мезенхималық стромалық жасушалар лептин+ рецепторларымен  (LepR+) және эндотелий жасушаларымен бірге сүйек кемігіндегі ГБЖ-ды қалыпты ұстап тұру үшін қажетті факторларды синтездейді [32-34].
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Сурет 1 – Ересек адамның гемопоэзінің схемалық көрінісі
	
Коммитирленген ізашарлар қан түзетін ұлпалардың мамандандырылған тауашасында да кездеседі. ГБЖ сияқты, сүйек кемігіндегі көптеген коммитирленген ізашарлар  қолдау факторларын LepR+ жасушаларынан алады [35]. Дегенмен, кейбір коммитирленген ізашарлар остеобластар сияқты басқа жасуша түрлерінен қолдау факторларын алады. Кейбір коммитирленген гемопоэтикалық ізашарлар, ГБЖ сияқты синус тауашаларының маңында орналасса [36], ал басқалары артериолалардың [37],  немесе эндоста маңында [33, 228 б.] кездеседі және соған байланысты ГБЖ тауашаларымен кеңістікте ерекшеленеді. Перисинусоидты тауашалардағы коммитирленген ізашарлар перисинусоидты ГБЖ-дан кеңістіктік тұрғыдан ерекшеленуі мүмкін, дегенмен екеуі де LepR+ жасушаларына қызмет көрсету үшін тәуелді. Бұл синусоидтардың айналасында әр түрлі типтегі бағаналы және ізашар жасушалардың сақталуын реттейтін әртүрлі домендердің болу мүмкіндігін арттырады.
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Қазіргі уақытта ГБЖ-ң миелоидты немесе лимфоидты ізашар жасушаға дифференциацияланатынын анықтайтын инициаторлық факторлар әлі толық зерттелмеген. Әртүрлі үлгілер жалпы ГБЖ ізашарларынан қан жасушаларының генерациясын сипаттау үшін пайдаланылды. «Классикалық үлгіде» немесе «иерархиялық үлгіде» мультилиниялы праймирлеу деп аталатын нәрсе функционалды түрде жасушаның бір линияға және дифференциацияға дейін өз тағдырын анықтау қабілетімен байланысты, содан кейін оның кез-келген басқа жасуша түріне дифференциациялану қабілеті жоғалады [38-40]. Бұл үлгіде сүйек кемігіндегі ГБЖ-р жалпы миелоидты ізашарларға (CMP) немесе жалпы лимфоидты ізашарларға (CLP) бастама береді. CMP гранулоцитарлы-моноциттердің ізашарларына (GMP) немесе мегакариоцитарлы эритроидты ізашарға (MEP) дифференциацияланады, ал CLP-р не Т-жасушалары, не В-жасушалары немесе NK-жасушалары болады [41]. Бұл классикалық/иерархиялық үлгіде барлық ГБЖ мультилиниялы дифференциация үшін бірдей потенциалға ие. Керісінше, «баламалы үлгіде» жалпы миелоидты және лимфоидты ізашар жасушалардың транскрипциялық және функционалдық гетерогенділігімен аралас шығу маңызына ие екенін айтады [38, 232 б.]. Жасушаның тағдыры тірі қалу және дифференциация факторларының болуымен анықталады [42]. Жақында жүргізілген зерттеулер, бұл үлгіні ГБЖ-дың CMP, MEP және мегакариоциттерге тікелей дифференциациялай алатындығын көрсету арқылы растады. ГБЖ-р сондай-ақ CLP немесе GMP бастама беретін, бірақ мегакариоциттерге немесе эритроциттерге айналу потенциалы жоқ лимфоидты праймерленген мультипотентті ізашарларға дифференциациялануы мүмкін [43]. Сонымен қатар, сүйек кемігіндегі монолиниялы ізашарлармен бірте-бірте шектелген олигопотентті аралық өнімдердің болмауы ГБЖ дифференциациясының классикалық/иерархиялық үлгісімен үйлестіріле алынбайды, бұл баламалы үлгінің ықтималдығын арттырады [41, 212 б.]
Плюрипотентті жалпы миелоидты ізашарлар жасушадан мегакариоцитарлы-эритроидты және гранулоцитарлы-макрофагтық линиялар дамуына әкелуде ГБЖ реттеуші процесске түседі (сурет 2). Таңдалған жол бірнеше транскрипция факторларына байланысты, соның ішінде CCAAT/enhancer-байланыстырушы белоктар (C/EBPs), GATA-1 және PU.1 [44, 45]. C/EBP алты транскрипция факторларының (C/EBPs-,β,γ,δ,Ɛ,ζ) тобын құрайды [46, 47]. C/EBPs көптеген биологиялық процестерді, соның ішінде жасушалардың дифференциациясын, қозғалғыштығын, өсуін тоқтатуды, пролиферацияны және сүйек кемігін, май ұлпаларын, орталық жүйке жүйесін және өкпені қоса алғанда, әртүрлі ұлапаларда жасуша өлімін ынталандыра алады [48]. C/EBP-, -β және -Ɛ нейтрофилдердің дамуында маңызды реттеуші бақылауға ие және C/EBP- және -β мутациялары әртүрлі лимфоцитарлық және миелоидты лейкоздарға әкелуі мүмкін [49-51].
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Сурет 2 – Миелоидты ізашар-жасушалардың дифференциациясы 
(сурет Лауренс және басқалары, 2018 алынған) [52]

C/EBP- нейтрофилдер дамуының ең ерте кезеңдеріндегі ажырамас факторы болып табылады, сонымен бірге C/EBP-null тышқандар моноциттерді өндіру қабілетін сақтай отырып [53], гранулоциттердің дифференциациясында ерте бүғатталуды көрсетеді. C/EBP- CMP дифференциациясы бағытқа түсу үшін ерте миелоидты ізашарларды ықпалдандырады. Ол уақытта, C/EBP-, PU.1 және Irf8 CMP-ың моноциттер мен макрофагтарға дифференциациясын ықпаландырса, C/EBP-Ɛ және Gfi-1 нейтрофилдер мен эозинофилдерді өндіреді [54-57]. Алайда, бұл C/EBP-Ɛ спецификалық лизиндердің ацетилденуі (K121 және K198) және GATA-1 экспрессиясының болмауын, бұл ерте CMP-дың ақырында эозинофилдердің орнына нейтрофилдерге дифференциациялануына әкеледі [58]. Атап айтқанда, C/EBP-Ɛ әлсіз болуы нейтрофилдердің ізашарларына қарай бастапқы дифференциацияны болдырмайды, керісінше нейтрофилдердің ізашар-компартаменттерінен дифференциациясын және жетілуін бұғаттайды [45, 1785 б.]. Осылайша, нейтрофилдердің дифференциациясы миелобластың промиелоцитке даму сатысында басталады және транскрипция факторлары мен өзара C/EBP-Ɛ, PU.1, CCAAT алмастырушы белок, Gfi-1 және ретин қышқылы рецепторы (RAR) сияқты модуляторлар арасындағы күрделі өзара әрекеттесуді қамтиды [59]. Адамдарда постмитоздадық пул арқылы өту уақыты 4-тен 6 тәулікке дейінгі уақытты құрайды, содан кейін нейтрофилдер қанға шығады [60, 61]. Сүйек кемігінен шығу үшін бұл жасушалар сүйек кемігінің эндотелийінен трансжасушалық миграция процесінде тығыз орналасқан қуыс арқылы өтуі керек, нәтижесінде нейтрофилдер жасушааралық қосылыстар арқылы емес, эндотелийдің жасушалық денелері арқылы өтеді [62]. Нейтрофилдер алғаш рет адамның эмбрионында бұғана сүйек кемігінде ұрықтанудың 10-11 аптасынан кейін пайда болады [63]. Бірінші триместрдің соңында нейтрофилдердің ізашарлары перифериялық қанда анықталуы мүмкін, ал жетілген жасушалар жүктіліктің 14-16 аптасында пайда болады [64]. Нейтрофилдерді генерациялайтын ГБЖ-р эндостаға жақын ұзын сүйектердің трабекулалық аймақтарында немесе сүйек пен сүйек кемігі арасындағы бөлім аймағында, сүйек түзетін остеобласттарға жақын арнайы тауашаларда орналасқан [65, 66]. Периваскулярлық жасушалар мен остеобласттар сүйек кемігінде нейтрофилдердің сақталуы үшін маңызды болып табылатын CXCR4 нейтрофилді жасуша мембранасының хемокиндік рецепторы үшін лиганд болып табылатын CXCL12 хемокинін экспрессиялайды [67]. Сонымен қатар, остеобласттар мен периваскулялық жасушалары ГБЖ-ды реттеу, генерациялау және сақтау үшін маңызды болып табылатын ангиопоэтин, тромбопоэтин және бағаналы жасуша факторы сияқты белоктарды өндіреді [68, 69]. Нейтрофилдер жетілген сайын жасуша мембранасындағы хемокин CXCL2 және оның рецепторы CXCR2 мөлшері артады, ал CXCR4 деңгейі төмендейді, нәтижесінде нейтрофил сүйек кемігінен босап шығады, өйткені нейтрофил CXCL12-ге сезімталдығы төмендейді [55, 7 б.]. Сондай-ақ, кәдімгі дендриттік жасушалар нейтрофилдердің гомеостазына қатысады және гранулоциттік колониестимуляциялық фактордың (G-CSF) және CXCL1, CCL2 және CXCL10 хемокиндерінің бақыланатын өндірісі арқылы сүйек кемігі, перифериялық қан және мүшелер арасында нейтрофилдердің таралуын реттейді, дегенмен бұл процесс механизмі белгісіз болып қалады [70]. Алайда, ДЖ-ың қатысуы тышқан үлгілерінде расталды, онда олардың сарқылуы нейтрофилдердің көбеюіне әкеледі, ал ДЖ көбеюі нейтропенияны, сүйек кемігіндегі нейтрофилдердің азаюын тудырады [71]. 
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Гранулопоэз немесе дамып келе жатқан нейтрофилде түйіршіктердің түзілуі миелобласт пен промиелоциттердің дамуы арасында басталып, келесі 4-6-шы тәулікте жалғасады [72-74]. Нейтрофильді жасушалардың гранулопоэзін екі кезеңге бөлуге болады, біріншісі нейтрофильді жасушалардың шығу тегін анықтаумен, екіншісі тіркелген гранулопоэзмен байланысты [75]. Миелобласт - ГБЖ-дан диффернциацияланатын алғашқы танылған нейтрофильдік жасуша [76]. Миелобластарда PU.1 төмен концентрациясы және C/EBP- жоғары деңгейлері моноцитарлық дифференциациядан гөрі гранулоцитарлы дифференциацияға ықпал етеді [77]. Runx1 және C/EBP-нейтрофилді жасушалардың гранулопоэзін реттейтін негізгі транскрипция факторлары болып табылады [75, 184 б.]. Тышқан үлгісіндегі ұрықта Runx1 өте аз болуы миелоидты гемопоэздің жоғалуына әкеледі, ал ересек тышқандарда бұл геннің делециясы гранулопоэз есебінен бастапқы монопоэзге әкеледі [77, 79]. Gfi-1 делециясы промиелоцитарлы сатыда нейтрофилдердің жетілуін бұғаттайды, жасушалар желатиназа түйіршіктері мен секреторлық көпіршіктердің дамуында бұзылыстарды көрсетеді [54, 644 б., 80]. C/EBP-Ɛ гранулоциттерде промиелоциттердің миелоциттерге өтуін бақылайды және спецификалық және желатиназалық түйіршіктердің түзілуі үшін қажет [81, 82]. C/EBP-Ɛ тежелуі бастапқы нейтрофилдердің даму бағытына әсер етпейді, бірақ терминалдық дифференциация мен жетілуді бұзады [83]. 
ЛПИ деп аталатын нейтрофилді эластазаның табиғи тежегішінің сарқылуы нейтрофилді гранулопоэзді де нашарлатады және Костман синдромы деп аталатын нейтропения АТН деп аталатын клиникалық жағдайға әкеледі. C/EBP- жойылса, нейтрофилдер дамымайды және дифференциацияланбайды [84]. 
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Өзін-өзі жаңартатын бағаналы жасушалар ұрықтың бауырына барған соң ғана ұрықтың қан айналымында моноциттер пайда болады. БЖ-р дамуы арқылы әртүрлі ізашарлардың мультипотентті кезеңдерінен моноцитарлы/макрофагты және дендритті жасуша ізашарларына  (MDP) айналады. MDP-ы гранулоциттерді өндіру қабілетінен айырылған және/немесе моноциттермен шектелген және олардың ары қарайғы дамуы немесе жалпы ДЖ ізашарларымен байланыса «жалпы моноцит ізашарларына» бастама береді [85, 86]. PU.1 транскрипциялық фактор монопоэздің әртүрлі кезеңдерінде маңызды рөл атқарады. СD115 және оның IL-34 лигандары тірі қалудың, пролиферацияның, дифференциацияның негізгі реттеушілері болып табылады, сонымен қатар  моноциттердің дамуы үшін маңызды. Ұзақ уақыт бойы моноциттер сүйек кемігі ізашарлары және ұлпалық макрофаг дамуының арасындағы аралық буын ретінде қарастырылған. Алайда, соңғы жылдардағы жаңа қызығушылық туындады, яғни моноциттер қабыну кезінде арнайы эффекторлық қызмет атқаратындығын көрсетті [87].  Моноциттерді фенотипі мен қызметіне қарай екі негізгі топқа бөлуге болады. Адамның классикалық моноциттері CD14++ CD16−  немесе адамның аралық моноциттері CD14++CD16+ тышқандардағы қабынуға қарсы GR1+/Ly6Chigh моноциттеріне сәйкес келеді және CCR2+Cx3CR1low болып табылады. Адамдардағы классикалық емес моноциттер CD14dimCD16+ тышқандардағы GR1−/Ly6Clow моноциттерге сәйкес CCR2− болып табылады және көп мөлшерде CХ3CR экспресстейді. CD14++CD16+ аналогтары инфекция немесе жарақат алған жерлерге тез тартылады және қабынуға қарсы макрофагтарына немесе моноцитарлы ДЖ-а дифференциалдануы мүмкін. Адамдардағы CD14dimCD16+ классикалық емес моноциттер және олардың тышқандардағы Ly6Clow эквиваленттері қантамырларын қорғайды және инсультқа қарсы ерте реакцияларды жүргізеді [88-91]. Бұл жасушалар жарақаттардың жазылауына және атеросклероз үлгісіндегі ангиогенезге, миокард инфарктісіне ықпал ететіндігі дәлелденген.
Алайда, нақты дәлелдер әлі де жоқ болса да, жинақталған зерттеулер саны моноциттердің сүйек кемігінен GR1+/Ly6Chigh моноциты ретінде шығып, аралық кезең арқылы GR1−/Ly6Clow моноциттеріне дамиды. Алайда, бұл дәлелдердің көпшілігі тышқандардың ересек үлгілерінде туындайды. Шынында да, жақында жүргізілген зерттеуде, адамның моноциттік эквиваленттері, адамның эмбрионалды бағаналы жасушаларынан және ұрық бауырынан алынған моноциттік жасушалар CD14−CD16− ізашарларынан CD14++CD16+ жасушаларына CD14++CD16- популяциясын өндірмей-ақ дифференциациялануы мүмкін, ол ересек адамның перифериялық қанында басым болатын жасушалар екендігін көрсетті [92]. Ересектердің қан моноциттерімен салыстырғанда эмбрионалды CD14++CD16+ моноциттер ұлпалардың қалпына келуіне және ангиогенезге әсер ететін ақуыздардың көп мөлшерін бөледі, олардың көпшілігі ангиопоэтин-1 рецепторын экспресстейді. Бұл эмбрионалды және фетальды моноцитарлы жасушалар ересек жасушалардың дифференциалдану жолынан өзгеше және арнайы функцияларға әкелетін дифференциалдану жолымен жүре алады дегенді білдіреді. 

[bookmark: _Toc164528898][bookmark: _Toc164536696][bookmark: _Toc165843232][bookmark: _Hlk164536967]1.5 Эмбрионалды және постнаталды даму кезеңіндегі  Т-лимфопоэздің  реттелуі 
Иммундық реакцияны, гомеостазды және жадты орнату және  қамтамасыз ету  Т-жасушаларына байланысты. Т-лимфоциттер жетілу, іріктеу және кейіннен перифериялық аймақтарға шығу үшін тимусқа миграцияланатын сүйек кемігінің ізашарларынан пайда болады. Перифериялық Т-жасушалар субпопуляцияларына жаңа антигендерге жауап беру қабілеті бар әртүрлі аңғал Т-жасушалар, антигеннің алдыңғы белсенуінен пайда болатын және ұзақ мерзімді иммунитетті сақтайтын Т-жад жасушалары және иммундық реакцияларды басқаратын реттеуші Т-жасушалар (Treg) кіреді. Иммундық реакциялар, аңғал Т-жасушалары антигенді презентациялайтын дендриттік жасушалар (ДЖ) мен костимулдаушы лигандтармен соқтығысқан кезде басталады, нәтижесінде интерлейкин 2 (IL-2) өндіріледі, эффекторлық жасушаларда пролиферация және дифференциация пайда болады, содан кейін олар әр түрлі аймақтарға миграцияланып, ол өз кезегінде эффекторлық цитокиндер мен цитотоксикалық медиаторларды өндіру арқылы патогеннің шығарылуына ықпал етеді. Белсендірілген эффектор жасушалары қысқа өмір сүреді, дегенмен олардың кейбіреулері миграцияға, ұлпалардың орналасуына және өзін-өзі жаңарту қабілетіне негізделген гетерогенді субпопуляциялар түрінде сақталатын Т-жад жасушалары ретінде тіршілік етеді. Жад субпопляциялары ұзақ мерзімді иммунитетті сақтауға қатыса алады және қорғаныс реакциясын тудыруы мүмкін, дегенмен олардың шығу тегі мен байланысы соңына дейін белгісіз болып қала береді.
Т-жасушаларының көпшілігі ерте жаста (нәрестелік және ерте балалық шақ) тимустан жаңадан ғана миграцияланған аңғал Т-жасушалары болып табылады, дегенмен Treg-жасушалары да айтарлықтай бар. Қалыптасудың осы кезеңінде, жаңа антигендердің көп мөлшері пайда болған кезде, Т-жасушалары патогендермен күресте негізгі қорғаныс рөлін атқарады, Treg жасушалары зиянсыз және өзінің антигендеріне толеранттылықты дамыту үшін өте маңызды және Т-жад  жасушаларының ұзақ мерзімді қорлары өндіріледі. Т-жад  жасушалары антигенмен әсер ету нәтижесінде пайда болады және балалық шақта жинақтала бастайды; Т-жад жасушаларының жинақталу деңгейі ересектерде төмендейді және ондаған жылдар бойы сақталады [93]. Балалық шақтан кейін аңғал Т-жасушаларының жад жасушаларына өзгеруі және ересек шақтың ондаған жылдар бойына иммунитеттің салыстырмалы тұрақтылығы, балалардағы Т-жасушаларға қарағанда ересектердегі Т- жасушалардың басқаша рөлін көрсетеді. Ересек жаста жаңа антигендер азырақ кездеседі және толеранаттылықтың орнығуы аз болуы мүмкін, сондықтан Т-жасушаларының рөлі қайталанатын және созылмалы кездесетін антигендер жағдайында гомеостазды және иммунореттелуді сақтауға ауысады. Тіршіліктің кейінгі кезеңдерінде иммунитеттің өзгерістері [94], оның ішінде қабынудың жоғарылауы және Т-жасушаларының функционалдығының төмендеуі иммундық реттеудің бұзылуына және онымен байланысты патологияға ықпал етеді. 

[bookmark: _Toc164528899][bookmark: _Toc164536697][bookmark: _Toc165843233][bookmark: _Hlk164536978]1.5.1 Тимустағы Т-лимфопоэздің арнайылығы
Тимус, ізашарлары BM-да CD4+ и CD8+ корецепторларынан айырылған, CD4+ CD8+ қос позитивті (DP) тимоциттердің генерациясы үшін Т-жасушалары (TCR) рецепторларын қайта құруға ұшырайтын Т-жасушалары дамитын негізгі орын болып табылады. DP жасушалары CD4+ немесе CD8+ (SP) тимоциттердің түзілуіне әкелетін іріктеуден өтеді, олар сайып келгенде, CD45RA+ CCR7+ фенотипін көрсететін аңғал Т-жасушалары ретінде периферияға шығады. Foxp3 транскрипция факторын экспресстейтін CD4+ CD25+ жасушалары ретінде Treg-жасушалары [95], адамның CD4+ SP тимоциттерінің 9-10% құрайды [96] және аңғал CD45RA+ CCR7+ фенотипін экспресстейді [97].  
	Перифериядағы лимфоциттер саны төмен лимфопениямен туылған тышқандардан айырмашылығы, адамдар Т-жасушаларының толық жиынтығымен туылады [98]. Адамның Т-жасушалары жатырда ұрықтың тимусында жүктіліктің 9-аптасында анықталады, ал жетілген Т-жасушалары тимуста 12-13 аптада, көкбауырда және лимфа түйіндерінде (LN) жүктіліктің 24-аптасында пайда болады [99]. Адамның Treg-жасушалары да ұрық тірішілігінің басында дамиды және тимуста жүктіліктің 12 аптасында және 14 аптасында LN-де кездеседі. Біраз уақыт бұрын, тышқандардағы неонатальды тимэктомия сәйкесінше аңғал Т-жасушалары мен Treg-жасушаларының дамуындағы ақаулар нәтижесінде терең иммунтапшылыққа және мультимүшелі лимфоцитарлық инфильтрацияға [100, 101]  әкелетінін көрсетті [102]. Керісінше, туа біткен аномалияларды түзету үшін жүрекке ота жасау кезінде орындалатын адамдардағы неонатальды тимэктомия өмір сүруді нашарлатпайды немесе зиянды нәтижелерге әкелмейді. Неонатальды тимэктомиядан өткен ересектер (олардың көпшілігі қазір өмірдің үшінші-төртінші онжылдығында) инфекция жиілігінің көбеюін бастан кешпейді [103, 104] және олар сау адамдарға қарағанда жасына қарай аңғал Т -жасушалары жиілігінің едәуір төмендеуіне қарамастан сау болып қалады [105, 106]. Сонымен қатар, неонатальды тимэктомиядан өткен ересектер жасына сәйкес келетін бақылау тобымен салыстырған кезде аутоиммундық немесе аллергия жағдайлары жоғарыламайды, бұл олардың қандағы Treg-жасушаларының қалыпты жиілігі мен санын сақтауға сәйкес келеді [107]. Алайда, Foxp3 транскрипция факторының делециясы немесе мутациясы нәтижесінде, Treg жасушаларының туа біткен ақауларымен туылған нәрестелерде иммундық реттеудің бұзылуы, полиэндокринопатия, энтеропатия, олар жүйелік аутоиммунды және мультиағзалы инфильтраттармен көрінеді [108]. Демек, адамдарда Т-жасушаларының дамуындағы маңызды жағдайлар туылғанға дейін басталады және адамдар кем дегенде, дамыған елдерде антипатогендік иммунитет пен иммунореттеу үшін жеткілікті Т-жасушалық  құраммен туылады.

[bookmark: _Toc164528900][bookmark: _Toc164536698][bookmark: _Toc165843234][bookmark: _Hlk164536986]1.5.2 Аңғал Treg-жасушаларының пролиферация, дифференциациясы мен функционалды жүктемесі
Тимус өндірісі белсенділігінің жасқа сай төмендеуіне байланысты ересек ағзада жаңа антигендерге жауап беру үшін аңғал Т-жасушалары әртүрлі функционалды күйін қалайша сақтайды деген сұрақ туындайды? 
Адамның аңғал Т-жасушалары 100 миллионға дейін әр түрлі арнайылылықтарды қамтитын түрлі Т-жасушалық рецепторын TCR-ді көрсетеді. Егде жастағы адамдардың қанындағы аңғал Т-жасушалары (70-85 жас) әлі де бірегей TCRβ аминқышқылдарының тізбегінің репертуарының жоғары әртүрлілігін сақтайды, ол жастармен салыстырғанда төмендегенімен [109], тіпті қартайған кезде де жаңа антигендерге жауап беруге мүмкіндік береді [110, 111]. Аңғал Т-жасушалар тимус өндірісі тоқтатылғаннан кейін онжылдықтар ішінде бірнеше лимфа түйіндеріндегі Т-жасушалардың жалпы санының едәуір бөлігін (20-50%) құрайды. Аңғал Т-жасушалары жеке тұлғалардың жасына қарай функционалдығын сақтайды; тимустың белсенді дамуы бар жас адамдар мен тимустың өндірісі жоқ қарт адамдар арасындағы аңғал Т-жасушалары арасында айқын функционалды айырмашылықтар жоқ. Лимфоидты TCR репертуарын, аңғал және Т-жад жасушаларын CDR3 секвенирлеу көмегі арқылы талдау көптеген көкбауырдағы Т-жад және көптеген LN-дегі субпопуляцияларымен сәйкес салыстырғанда CD4+ және CD8+ аңғал Т-жасушаларының жоғары әртүрлілігін (және сәйкес төмен клоналдылықты) көрсетті [112], бұл ұлпалардағы аңғал Т-жасушалары әртүрлі антигендерге жауап беру қабілетін сақтайды. 
Treg-жасушалары да тимустан шығады және ерте жаста ұлпаларда жоғары жиілікте пайда болады; дегенмен, олардың тұрақтылығы мен жиілігі аңғал Т-жасушаларынан ерекшеленеді. Жатырда Treg-жасушаларының ерте қалыптасуы ерте жаста олардың деңгейінің жоғарылауымен бірге жүреді, бұл кезде қандағы, лимфоидты ұлпалардың және шырышты қабаттардың барлық CD4+ Т-жасушаларының 10-30% Treg жасушалары болса, ал 5%-дан азы ересектердегі Treg жасушалар болып табылады [113]. Жиіліктегі айырмашылықтарға қарамастан, балалар мен ересектердегі Treg жасушалары ұқсас сипаттамаларға ие. Treg жасушалары өздерінің Treg емес жасушаларының популяцияларынан толығымен ерекше TCR репертуарын сақтайды және кіндік қаны мен ересек перифериялық қандағы осы субпопуляциялар арасында минималды TCRβ реттілігі бар [114]. Ересектерде де, балаларда да қан мен лимфоидты ұлпалардағы Treg жасушалары CD45RA+ CCR7+ болып табылады, бұл аңғал фенотипті көрсетеді, ал әдеттегі Т-жад жасушалары сияқты, шырышты қабаттарда Treg жасушалары CD45RA болып табылады және CD45RO-ны экспресстейді. Функционалды түрде, балалардағы LN-дегі Treg жасушалары ересектердегі LN-ің Treg жасушаларына қарағанда FoxP3 жоғары деңгейін эксперсстеуі мүмкін [110, 74 б.]; дегенмен, ерте жастағы Treg жасушаларының ересек жастағы жасушалардан қаншалықты ерекшеленетінін бағалау үшін қосымша зерттеулер қажет.
Адамдарда Treg жасушаларының жиілігінің төмендеуі қалыпты жергілікті популяциялардың төмендеуіне қарағанда, балалық шақта ерте басталады, бұған тимикалық және перифериялық механизмдердің де қатысы бар деген болжам жасауға мүмкіндік береді. Тышқандарға зерттеулер, адамдардағы қосымша зерттеулермен қатар, жасқа байланысты Treg-жасушалары өндірісінің төмендеуі, тимус өндірісі, перифериялық индукция және сақтау арасындағы өзара әрекеттесу нәтижесінде пайда болатынын көрсетеді. Тышқандарда жетілген Treg-жасушалары тимусқа қайта миграцияланады және де қалыпты аңғал Т-жасушаларын емес, тимустағы Treg-жасушаларының өндірісін тежейді. Жетілген Treg-жасушалары балалардың тимусында да табылды [115], бұл ұқсас механизм адамдардағы Treg өндірісін басқарады деп болжайды. Аңғал Т-жасушаларымен салыстырғанда, адамның Treg жасушалары Ki67 экспрессиясы бойынша өлшенетін жоғары өтімділікті көрсетеді [116], бұл олардың жасына байланысты жиілігінің төмендеуіне ықпал етуі мүмкін. Treg жасушаларының жиілігіне ДЖ популяцияларындағы өзгерістер де әсер етуі мүмкін. Жақында жүргізілген зерттеулер көрсеткендей, адам ұрығының ДЖ-ы ересек ДЖ-ға қарағанда Treg жасушаларының индукциясына ықпал етеді [117]. 

[bookmark: _Toc164528902][bookmark: _Toc164536700][bookmark: _Toc165843235][bookmark: _Hlk164536994]1.5.3 Эффекторлы Т-жасушалардың, Т-жад жасушалардың пролиферация, дифференциациясы мен функционалды жүктемесі 
Перифериялық Т-жасушаларының дифференциациясы инфекциялы тышқан үлгілерінде кеңінен сипатталған және үш фазада жүреді: белсендірілген патогенге тән – арнайы Т-жасушалары көбейеді және эффекторлық Т-жасушаларына дифференциацияланатын клондық экспансия; санының қысқаруы, онда эффекторлық Т-жасушаларының көпшілігі инфекциядан кейін апоптоз нәтижесінде өледі; және жад фазасы, осы бастапқы Т-жасушаларының бір бөлігі келесі инфекциядан қорғайтын ұзақ мерзімді Т-жад жасушалары ретінде сақталады [118, 119]. 
	Тірі аттенуация сары безгегі вирусына қарсы вакцинациясын қолданған Elegant зерттеулері қанда 2-3 тәулік бойы анықталатын CD38 және HLA-DR бірге экспрессияланатын, белсенген CD4+ және CD8+ Т-жасушаларын анықталды; Тірі аттенуация CD8+ Т жасушалары кейіннен қанда анықталады және 14-21 тәуліктен кейін ең жоғарғы реакцияларды көрсетеді [120-123]. Тышқандардағы жұқтыру үлгілеріндегі сияқты, адамдарда CD8+ эффекторлық Т-жасуша реакциясының шамасы бастапқы вирустық жүктемеге сәйкес келеді  және тез төмендейді; 30 тәуліктен кейін ол бастапқы деңгейге жақын деңгейге оралады [124]. Вирусқа тән Т-жад жасушалары эффекторлық реакциямен (5-6%) салыстырғанда төмен жиілікпен сақталады [125] және вакцинациядан 25 жыл өткен соң анықталады [126]. Ұқсас эффекторлардың экспансия кинетикасы мен жаддың дамуы шешек (осповакциналар) және тұмауға қарсы вакцинациядан кейін байқалды; вакцинаға тән Т-жад жасушалары да ондаған жылдардан кейін табылды [127]. Біріктірілген бұл зерттеулер, өткір вирустық инфекциядан кейінгі адамның эффекторлық Т-жасушаларының экспансиясы, қысқаруы және жадының қалыптасуы тышқандардағы зерттелген көптеген жедел вирустық инфекция кинетикасы мен аумағы жағынан ұқсас екенін көрсетеді. 
	Алайда, эффекторлық Т-жасушаларының көпшілік популяциясы тез азайғанымен және тұрақты күйде айтарлықтай мөлшерде болмаса да, CD45RA+ CCR7 фенотиптерін көрсететін терминалдық эффекторлық жасушалардың (Temra) популяциясы айналымда  ұзақ сақталуы мүмкін. Temra жасушалары негізінен CD8+ Т-жасушалар линияларында болады және жоғары IFNγ өндірісін және төмен пролиферативті қабілетін көрсетеді және олардың қандағы жиілігі ұзақ сақталатын цитомегаловирус инфекциясымен сәйкес келеді [128]. Қан мен сүйек кемігіндегі CD8+ Temra жасушаларының үлесі жасына қарай артады [129, 130]. CD4+ Temra жасушалары сирек кездеседі, бірақ цитотоксикалық функциясы бар CD4+ Temra жасушаларының  экспансиясы Dengue вирусын жұқтырған адамдарда кездеседі және қорғаныспен байланысты [131]. Бұл мәліметтер, кейбір вирустар антигендік жүктемеге немесе төзімділікке байланысты болуы мүмкін терминалды эффекторлардың дифференциациациясын және Temra жасушаларының түзілуін тудырады деп болжайды.
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[bookmark: _Toc165843236]1.6 Эмбрионалды және постэмбрионалды даму кезеңіндегі В-лимфопоэздің дамуы
В-лимфоциттердің түзілуі эмбрионалды даму кезінде басталады және ағзаның бүкіл тіршілігі бойында жалғасады. Эмбрионалды кезеңде бұл процесс бауыр мен сүйек кемігінде, ал ересек сүтқоректілерде тек сүйек кемігінде болады. В-лимфоциттердің дифференциациясы бірнеше сатыда жүреді және олардың әрқайсысы белгілі-бір ақуыз маркерлерінің болуымен және иммуноглобулиндер гендерінің генетикалық қайта құрылу дәрежесімен сипатталады. В-лимфоцит қан түзуші жасушалардың негізгі линияларына тән беткі линиялы маркерлері жоқ жалпы лимфоидты ізашарға  (CLP) келесі дифференциалдау арқылы бағаналық жасушадан бастау алады. Бағаналы жасушалар сияқты, CLP CD34 молекуласын, сондай-ақ CD45RA панлейкоциттік маркерін (CD45 изоформа) экспрессиялайды. Жетілу процесінде CD10 бетінде орналасқан CLP-р интерлейкин-7 (ИЛ-7) (IL-7Rα/CD127) рецепторын қосымша экспрессиялай бастайды және В-лимфоциттерге бастама береді [132]. Әрі қарай, сүйек кемігінің стромалық жасушаларынан алынған сигналдардың әсерінен В-жасушалары келесі кезеңдерден өтеді:
1) pro-В-лимфоциттер, олар ерте (pro-В-I) және кеш (pro-В-II) болып бөлінеді; 
2) pre-В-I-жасушалар және pre-В-II-жасушалар, сондай-ақ үлкен пре-В және кіші пре-В деп аталады;
3) жетілмеген В-жасушалары;
4) транзиторлы В-жасушалар;
5) жетілген аңғал В-жасушалары.
Соңғы 2 кезең В-лимфоциттер сүйек кемігінен шыққаннан кейін, периферияда: көкбауырда немесе аймақтық лимфа түйіндерінде өтуі мүмкін. Аталған кезеңдердегі В-лимфоциттердің дамуында жүретін негізгі процесс – иммуноглобулиндердің вариабельді гендерін (V-гендерін) қайта құру есебінен жүретін - BCR қалыптастыру. Ерте pro-В-I лимфоциттерінде BCR компоненті болып табылатын Igα (CD79a) жасушаішілік секрециясы басталады. CD19 молекуласы – лимфоцитті В-жасуша қатарына жатқызуға мүмкіндік беретін ең алғашқы беттік маркерлердің бірі. CD19 – молекуласы В-лимфоциттердің бетінде Pro-В-II сатысында пайда болады және кейіннен бір липидті рафтта В-жасушалық рецептормен колокализацияланады. Зерттеу жұмыстарында CD19 экспрессиясының CD81-мен бірге басталуы, кейіннен CD21 В-лимфоцитарлық корецептор кешені молекуласымен бірге пайда болуы туралы айтылады [133]. Сонымен қатар, pro-В-II сатысы иммуноглобулиндердің ауыр (Н) тізбектерінің V-гендерін қайта құрудың басталуымен сипатталады. Қайта құрудың сәтті нәтижесі-ауыр μ-тізбегі және суррогатты жеңіл (L) тізбегінен (VpreB және λ5 гендік өнімдерінен) тұратын pre-B жасуша рецепторының (pre-BCR) қалыптасуы. Pre-BCR-дің жасуша мембранасында дұрыс түзілуі және оның қалыптасқан Igα және Igβ корецепторлы молекулаларымен түзілуі Bcl-2 антиапоптотикалық фактордың экспрессиясының жоғарылауына және В-лимфоциттің pre-B-I сатысына өтуіне әкеледі.
PreB-I сатысы белсенді бөлінетін жасушалардың мөлшерінің ұлғаюына және бірдей pre-BCR тұратын клондардың пайда болуына байланысты үлкен pre-B деп те аталады. Пролиферация аяқталғаннан кейін В-лимфоциттер кіші pre-B-жасушалар (pre-В-II) сатысына өтеді, оның барысында иммуноглобулиндердің L-тізбектерінің V-гендері қайта құрылады. Бұл кезеңде pre-BCR экспрессиясын тоқтатады, ауыр μ-тізбек қалыптасқан λ-тізбекке қосылады (суррогатты L-тізбегі жоғалады) және жетілген иммуноглобулин молекуласы В-лимфоциттің үстіне жеткізіледі. BCR (Igα және Igβ) басқа компоненттерімен сәтті байланысқаннан кейін В-жасушасы М (IgM) класындағы беттік иммуноглобулиндерді экспрессиялай бастайды және жетілмеген В-лимфоцитіне айналады. 
Жетілмеген В-лимфоциттер сүйек кемігінен шығып, транзиторлы В-жасушаларының бірнеше аралық сатыларынан өтеді (шартты түрде Т1, Т2 және Т3 болып бөлінеді). Т1-лимфоциттердің бетінде CD24 молекуласы (сүйек кемігінен шығу маркері) пайда болады және IgM-ден басқа IgD мембраналық түрі экспрессиялана бастайды. В-лимфоциттердің барлық транзиторлық кезеңдері лектинді трансмембраналық рецептор CD93 (AA4) экспрессиясымен сипатталатыны көрсетілген [134]. Т1-лимфоциттердің молекулалық фенотипі: IgMhighIgD-/lowCD23-CD21lowCD24highCD93+. Транзиторлы В-жасушалары антигенге-тәуелсіз оң селекциядан өтеді, оның барысында BCR арқылы қалыпты, тоникалық сигналдар клондардың өміршеңдігін қамтамасыз етеді. Сондай-ақ, транзиторлы В-жасушалары аутореактивтілікке немесе антигенге-тәуелсіз теріс селекция іріктеуінен өтеді, олардың BCR-ы жоғары аффинділігі бар өзіндік аутоантигендермен байланысатын В-жасуша клондарын жоюға бағытталған. Жетілген В-лимфоциттердің активтелген BCR антигенмен байланысуына жауап ретіндегі айырмашылығы, T2 жасушалары BAFF (В-жасушалық белсендіру факторы) үшін рецепторлардың төмен экспрессиясымен сипатталады, сондықтан BCR-ді аутоантигенмен байланыстыру арқылы бұл жасушалар активтенбейді, бірақ BCR гендерін өңдеуге сигнал алады. Бұл процесс алдыңғы қайта құруда жетілген BCR құрастыруға қатыспаған сегменттерді қамтитын V-гендерін қайта құрудан тұрады. Сәтті өңделу кезінде аутореактивтілік жоғалады [135]. Егер жаңа BCR өз жасушаларының бетінде экспрессияланған антигендерді байланыстыру қабілетін сақтаса, онда клондық делеция процесі іске қосылады, оның барысында аутореактивті клондар апоптозға ұшырайды. Жағдайдың үшінші даму жолы бар – аутоантигендермен (әдетте еритіндер) байланысуға жауап ретінде клондардың анергия күйіне ауысуы. Т3 пулында анергиялық В-жасушалары басым болатыны, тек Т1 және Т2-лимфоциттері В-лимфоциттерінің жетілген популяциясының бастамасын береді (ұрық орталықтарының В-жасушалары немесе көкбауырдың маргинальды аймағының В-лимфоциттері) [136, 137]. T2 кезеңіндегі В жасушаларының фенотиптері: IgMhighIgDhighCD21intСD23+ CD93+ және Т3: IgMlowIgDhighCD21intСD23+ CD93+ [138]. Транзиторлы В-жасушаларының тіршілік ету ұзақтығы 1 тәуліктен 5 тәулікке дейін, содан кейін олар жетілген аңғал В-лимфоциттеріне айналады және CXCR5 хемокиндік рецептордың экспрессиясының басталуына байланысты біріншілік фолликулдың В-аймағын құрай, аймақтық лимфа түйіндеріне миграцияланады. Сонымен қатар, BAFF/APRIL (пролиферацияны ықпалдандыратын лиганд) рецепторларының қалыпты экспрессиясы жетілген аңғал В-лимфоцитте орын алады және антигенмен BCR байланысуына жауап ретінде олар өлмейді, керісінше активтенеді. Антигенмен праймерленген В-лимфоциттер фолликулаға тереңдеп Т-аймақтың шекарасына қарай жылжи отырып, ұрық орталығының немесе герментативті орталықтың (GC) ізашар жасушаларына айналады. Одан әрі олар ұрық орталығының жасушаларына – центробласттарға дифференциялана алады. Герминтавтивті орталықтың В-жасушалары CD38 жоғары экспрессиясымен сипатталады (IgDlowCD38high). Гендердің Ig–вариабельді аймақтарында соматикалық гипермутацияға ұшыраған центробласттар жоғары аффинді антиденелерді экспрессиялайтын центроциттерге айналады [139]. Сипатталған дифференциация кезеңдері, сондай-ақ әрбір кезеңдегі мембраналық фенотиптер негізінен В2-лимфоциттердің (кейде оларды қарапайым В-жасушлары деп те атайды) субпопуляциясына тән. Бұл жасушалар адамның айналымдағы В-лимфоциттерінің басым көпшілігін құрайды және гуморальдық иммундық жауапта маңызды рөл атқарады.

[bookmark: _Toc164528905][bookmark: _Toc164536703][bookmark: _Toc165843237][bookmark: _Hlk164537012]1.6.1 В-лимфоцит субпопуляцияларының шығу тегі және функционалды жүктемесі
В-лимфоциттердің субпопуляциялары деп функциясы бойынша тұрақты айырмашылықтардың болуымен және онымен байланысты молекулалық маркерлермен сипатталатын белгілі-бір типтегі жасушалардың түрлерін айтады. В-жасушалық субпопуляциялар бойынша зерттеулердің көпшілігі тышқандарда жасалды, ал адамның В-жасушалық субпопуляциялары нақтылануын жалғастыруда. Бүгінгі күні В-жасушаларының 3 негізгі субпопуляциясы бар: В-1 жасушалары, В-маргинальды аймағының жасушалары (MZB) және қалыпты В-жасушалары (В-2). Айта кету керек, В-лимфоциттердің барлық субпопуляциялары гетерогенді және олар көбінесе анатомиялық орналасуы, дифференциация дәрежесі, молекулалық фенотипі және атқаратын қызметтерінің айырмашылықтары негізінде топтарға бөлінеді.
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[bookmark: _Hlk142753117]Тәжірибеде В-2 жасушаларына көкбауыр мен лимфа түйіндерін мекендейтін В-лимфоциттердің көпшілігі, сондай-ақ рециркуляциялық В-қан жасушаларының пулы жатады. Тіршілік бойы В-2 жасушалары сүйек кемігінің ізашарларынан түзіледі. Дәл B-2 жасушалары біріншілік лимфоидты фолликуланың В-зонасын [фолликулярлық (FO-B) В-жасушалары] құрайды, Т-лимфоциттермен әрекеттесуге қатысады және екіншілік фолликулалардағы ұрық орталықтарының В-жасушаларын құрайды [герментативті орталық (GО) В-жасушалар]. В-2-лимфоциттер иммуноглобулиндердің изотипін (класын) M/D-ден A, E және G-ге ауыстыруға, сондай-ақ В-жад жасушаларына және плазмалық жасушаларға дифференциациялауға, содан кейін спецификалық антиденелердің секрециясына қабілетті [140]. В-2 жасушалары MHC-I және MHC-II молекулаларын,  костимулдаушы CD40, CD86 молекулаларын тасымалдайды және активтену кезінде CD80-ді қоса ынталандырады, бұл оларға «кәсіби» АПЖ рөлін атқаруға мүмкіндік береді [141]. B-2 жасушалары адгезия молекулаларын (VLA-2 β1-интегриндері және VLA-4, β2-интегрин LFA-1, L-селектин CD62L және т.б.) экспрессиялайды, бұл олардың тамырлардан миграцияланып, ұлпаларда қозғалуына мүмкіндік береді. В-2-лимфоциттердің мембранасында Fc рецепторларының (FcγRIIB – CD32) және комплемент рецепторларының (CR2) болуы эффекторлық функцияларды орындаудан гөрі олардың активтілігін реттеу үшін қажет екені дәлелденді. Жасуша санын тұрақты деңгейде ұстау үшін TNF тұқымдасы цитокиндік рецепторлар В-2 лимфоциттерінің мембранасында экспрессияланады: BAFF - BAFF-R, BCMS, TAC-1 және APRIL - HSPG, олар жетілген B-2 жасушаларын  апоптоздан қорғайды. Сонымен қатар, B2-жасушалары цитокиндердің көптеген рецепторларының (IL-4R, IL-5R, IL-6R, IL-2R, IL-1R, IL-10R) және химокиндердің (CXCR4, CXCR5, CCR3, CCR6) экспрессиясымен сипатталады. В-2 жасушаларының мембраналық фенотипі: CD10– CD19+ CD20+ CD21+ CD22+ CD23+ CD24lowCD27– CD38low. Ұсынылған фенотип орташа алынған, өйткені белгілі-бір молекулалық маркерлердің экспрессиясы жетілу дәрежесіне, антигенмен байланысына, В-2 жасушасының локализациясына және оның микроортасына байланысты.
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	MZB жасушалары маргинальды аймақ В-жасушалары (MZB) көкбауырдың шеткі аймағында локализацияланған, ол ақ пульпаны қызыл пульпадан бөледі (көкбауырдағы барлық В жасушаларының шамамен 15% құрайды) [142]. MZB лимфоциттері сүйек кемігіндегі транзиторлы В-жасушалар сатысында бөлек субпопуляцияға бөлінеді. Транзиторлы В-жасушасының FO-B-лимфоцитке немесе MZB-лимфоцитке дифференциациялану жолын таңдау жасушаға BCR арқылы түсетін сигналдар жиынтығымен, сондай-ақ BAFF және Noth-2 (Neurogenic locus notch homolog protein 2) дифференциация факторларының рецепторларымен анықталады. Кеміргіштерге жүргізілген тәжірибелерде BCR-ді аутоантигенмен байланыстыру кезінде пайда болатын тоникалық сигналдар Noth-2 рецепторы арқылы сигнал беруді бұғаттайтыны және Т2-В-лимфоциттері 2-типті фолликулалық В-жасушасына (FO-II) дифференциацияланатыны көрсетілген. Өз кезегінде, әлсіз BCR-сигналлинг Noth2-ші сигнал беру жолының пайда болуына кедергі келтірмейді, осылайша B-жасушасының MZB-лимфоцитіне дифференциациясын іске қосады. FO-II жасушаларының пулы MZB-лимфоциттерге бастама беруі мүмкін екендігі, осылайша MZB-субпопуляциясы үшін резервтік резервуардың бір түрі болатыны көрсетілген. Сонымен қатар, NF-κB (ядролық фактор κB сигналдық жолы) канондық емес активтендіру FO-B жасушасының 2-типті (FO-II) субпопуляциясының қалыптасуына әкеледі, ал классикалық жол бойымен NF-κB активтендірілуі Т2-жасушаларының MZB-лимфоциттерге немесе MZB жасушаларына дифференциациялану қабілеті жоқ 1-ші типті фолликулярлық В- жасушаларының (FO-I) дамуына ықпал етеді [143]. Жетілген MZB лимфоциттері мембранасында CXCR5 хемокинді рецепторын экспрессиялайды, сондықтан олар В-2 жасушаларына ұқсас лимфоидты фолликулаларға енбейді, бірақ көкбауырға қанмен түсетін антигендер туралы ақпарат ала, фолликулаларға дейін және керісінше "шөрмек" миграцияны жүзеге асырады. MZB жасушалары фенотипі бойынша активтендірілген В-2 лимфоциттеріне ұқсас. Жуырдағы антигенмен байланысын көрсететін маркер, MZB лимфоциттерінің бетінде экспрессияланатын CD27 молекуласы болып табылады. MZB жасушаларының V-гендеріне мутациялар сирек әсер етеді, бұл олардың ұрық орталықтарынан тыс дамуымен түсіндіріледі. Бұл жасушалар иммуноглобулиндер кластарын ауыстырмайды, тіпті MZB-жад жасушалары бетінде IgG емес, IgM тасымалдайды. MZB жасушаларының негізгі мембраналық иммуноглобулині IgM, В-2 жасушаларына қарағанда күштірек экспрессияланады, ал IgD мембранада аз мөлшерде болады. MZB лимфоциттеріне тән қасиет олардың Т-тәуелді де, Т-тәуелсіз антигендерге де (ТІ-2) иммундық жауапқа қатысу қабілеті болып табылады. Бұл MZB лимфоциттерін туа біткен және адаптивті иммунитет арасындағы аралық жасушалық байланыс ретінде қарастыруға мүмкіндік береді. B-2 жасушалары сияқты, MZB жасушалары MHC-II молекулаларын және CD80 және CD86 костимулдаушы молекулаларын экспрессиялайды, соның арқасында олар антигенді байланыстыра алады (көбінесе маргинальды аймақтың дендритті жасушаларымен ұсынылған), көкбауырдағы Т-тәуелді аймаққа миграцияланады және оны Т-хелпер жасушаларына презентациялайды. MZB-лимфоциттеріне тағы бір тән ерекшелік липидті антигендерді инвариантты табиғи Т-киллер жасушаларына (invariant natural killer T-cells iNKT) презентациялауға қатысатын CD1d молекуласының экспрессиясы болып табылады [144]. В-1 жасушалары сияқты, MZB лимфоциттері де TI-2-антиген эпитоптарының полимерлі қайталануларымен (мысалы, бактериялық полисахаридтермен) әрекеттесуге қабілетті. Бұл процесте CD21 маркері өте маңызды, оның экспрессиясы MZB жасушаларының бетінде айқын. Комплементтің C3d-компонентінің рецепторы болып табылатын CD21 антигенді байланыстыратын BCR-ның CD19 корецепторымен байланысын қамтамасыз етеді. Мұндай үштік кешеннің түзілуі төмен аффинді антигендермен активтендіру шегін айтарлықтай төмендетеді және Т-жасушалық көмек болмаған жағдайда MZB жасушаларының активтенуіне мүмкіндік береді [145]. MZB-жасушаларының мембрандық фенотипі: CD27varCD25+ CD38+ CD23lowCD21highCD1+CD20+ [146, 147].
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В жад жасушалары (Bm) сигналдардың (антигенге-тәуелді және антигенге-тәуелсіз) комбинациясына байланысты SLPC немесе LLPC-ге дифференциациялану қабілеті үшін иммундық жадтың орталық буыны (орталық жад жасушалары) деп аталады [148]. Негізгі сигнал, әдетте, осы жасушаларға тән антигеннің бірнеше рет келіп түсуі. Bm-нің ерекшелігі – олар пайда болған иммундық жауапқа қатыспайды (мысалы, бастапқы иммундық жауапта), алайда екіншілік иммундық жауап кезінде олардың реакциясы аңғал лимфоциттердің жауабына қарағанда анағұрлым жылдам, күшті және тиімді болады. Bm-де бір жағынан Т-жасушаның көмегінсіз және олардың пайда болуына себеп болған антиген болмаған кезде ағзада ұзақ уақыт өмір сүруге мүмкіндік беретін арнайы транскрипциялық бағдарлама бар, ал екінші жағынан антигенді тез тануға және оның қайта енуінде жауап беруге мүмкіндік береді [149-151]. Bm локализациясы, әдетте, біріншілік иммундық жауап кезінде өндірілген орнына байланысты. Көбінесе олар лимфа түйінінің мантия бөлігін толтырады немесе жалпы қан айналымына миграцияланады. Сонымен қатар, кейбір Bm саны MALT-та анықталады. Морфологиялық жағынан Bm аңғал В-жасушаларына ұқсайды, бірақ оларда костимуляциялау және активациялау маркерлері көбірек экспрессияланады (CD80, CD86, CD93). Адамның Bm жасушалары CD27 маркерінің болуымен сипатталады [152]. Сонымен бірге кейбір Bm оны эспресстемейді. Қазіргі уақытта Bm антигенмен алдын-ала байланысқаннан кейін ұрық орталығынан пайда болатын классикалық жолдан басқа, ұрық орталықтарынан тыс және тіпті Т-тәуелсіз антигендерге жауап ретінде Bm түзілуінің альтернативті нұсқалары бар екені белгілі. Тышқандарға жүргізілген зерттеулерде ұрық орталықтарынан тыс Bm дамуы Т-хелпер жасушаларының жеке субпопуляциясымен реттелетінін көрсетті [153]. Шығу тегінің айырмашылығынан басқа, Bm CD38, CD21, CD24, CD19, CD25 және CD45 беттік маркерлерінің экспрессия деңгейлерімен, сондай-ақ басқа сипаттамалармен (аутоиммундық аурулардың дамуына ықпалы, тіршілік ету ұзақтығы, in vivo тәжірибелерде және т.б. бөліну жылдамдығы және саны) ерекшеленеді. Цитометрияда жиі қолданылатын мембраналық маркерлерге негізделген Bm-нің ең көп таралған екі классификациясы бар. Бірінші классификация – Bm1-Bm5 - хронологиялық деп саналады, өйткені ол жетілген аңғал В-лимфоциттен бастап дифференциацияның әртүрлі кезеңдерінде Bm молекулалық фенотипін көрсетеді. Bm1-Bm5 классификациясы IgD және CD38 беттік экспрессиясына негізделген. Бұл классификацияның бірқатар маңызды кемшіліктері бар. Мысалы, Bm1 және Bm2 субпопуляцияларында экспресстелетін иммуноглобулиндердің ауыстырылған және ауыстырылмаған изотиптері бар В жасушалары болуы мүмкін, ал Bm2'-субпопуляциясында транзиторлы В-жасушалары болуы мүмкін. Bm IgD және CD27 экспрессиясына негізделген екінші классификация бойынша келесі субпопуляциялар ажыратылады: 
1. Иммуноглобулиндік изотипі ауыстырылмаған В-жад жасушалары (CD27+IgD-/IgM+/-). Бұл субпопуляциядағы жасушалар экстрафолликулярлық жолымен дифференциацияланатын В-жасушаларынан алынған (олардың ізашарларына MZB жасушалары да жатады), сондықтан селекциядан, Ig класының ауысуынан және аффинділіктің жетілуінен өтпейді. Көптеген unswBm IgM-ді экспрессиялай алады. Мұндай IgM+-unswBm TI-2 антигендеріне Т-тәуелсіз иммундық жауап кезінде түзіледі деп есептеледі.
	2. Иммуноглобулиндердің ауыстырылған изотипі бар В-жад жасушалары (CD27+IgD-/IgG+IgA+) ұрық орталықтарындағы плазмабласттардан бастау алады, оларға Ig кластарының ауысуымен және Ig V-гендерінде бірнеше соматикалық мутациялардың болуымен сипатталады. Сондай-ақ, swBm қайталама инфекция кезінде плазмабласт өндірушілері болып табылады. Осылайша, зерттеу инфекция/вакцинациядан кейінгі 6-7-ші күні қанда пайда болатын активтендірілген плазмабласттар (CD19lowCD20-CD27highCD38highCD138+/-) Ig изотиптерін ауыстырып, соматикалық гипермутагенезден өткен В-жад жасушаларының ұрпақтары екенін көрсетті. Бәлкім, swBM және unswBM бар болуының биологиялық мәні мынада болуы мүмкін: біріншісі, ең спецификалық бола отырып, патогеннің белгілі-бір қоздырғыш түрін қайта жұқтырған кезде инфекциямен күресу үшін қажет, ал екіншісі, патоген туыстас типтердің өзара байланысын қамтамасыз етеді [154].
	3. Қос теріс В-жад жасушалары (DN) барлық перифериялық қандағы В-жасушаларының шамамен 5% құрайды және CD27-IgD-жасушалары ретінде сипатталады. Бұл субпопуляция ең аз зерттелген және  гетерогенді. Ол IgM+- сияқты, IgG+/IgA+-Bm де кіруі мүмкін. DN CD27+-Bm ұрпақтары деп болжанады. Бұл субпопуляцияның айрықша ерекшелігі плазмалық жасушаларға дифференциациялану қабілетінің әлсіреуі болып табылады [148, 73 б].
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	Салыстырмалы түрде реттеуші В-жасушаларының (B regulatory cell, Breg) субпопуляциясын бөліп алу жақында болды. Бұл термин алғаш рет ТАЭ  клиникалық көріністерін төмендете алатын IL-10 өндіретін В-жасушаларын сипаттау үшін қолданылды [155]. Қазіргі уақытта Breg дифференциациясына жауап беретін нақты транскрипция факторы анықталған жоқ. Breg нақты шығу тегі белгісіз болып қала береді; зерттеушілер арасында Breg субпопуляциясы әрқашан ағзада бола ма, әлде оның дамуы сыртқы сигналдармен ықпалдандырылған ба деген сұраққа әлі күнге дейін нақты жауап жоқ. Дегенмен, Breg жасушалық микроортамен анықталған факторлардың әсерінен (CD40 арқылы активтендіру, липополисахаридтермен ықпалдандыру және ИЛ-5, ИЛ-4 әрекеті) дами алатыны тәжірибелік түрде анықталды. Қазіргі таңда, Breg кез-келген В-жасушаларынан (жетілмеген және жетілген В-жасушалары, плазмабластар, Bm, плазмалық жасушалар және т.б.) дифференциациялана алады деген болжам басым. Бұл гипотеза әртүрлі аутоиммунды ауруларда оқшауланған Breg-ң фенотиптік әртүрлілігімен көрінеді. Breg-ң көкбауырда ғана емес, сонымен қатар аймақтық лимфа түйіндерінде де локализациялануы Breg-ң әртүрлі ізашарлардан шығу мүмкіндігін көрсетеді. Көптеген зерттеулерге сәйкес, Breg-ң дамуына қабыну реакциялары кезінде пайда болатын жасушалық сигналдар ықпал етеді. Айқын иммуносупрессиялық функциялардың көрінісіне байланысты аутоиммунды патологияларға қарсы тұрудағы Breg-ң оң рөлі көрсетілген. Соңғысын жүзеге асыру моноциттер мен дендритті жасушалардың қабынуға қарсы цитокиндердің өндірісін тежейтін, сондай-ақ CD28 арқылы Т-жасушаларының костимуляциясын бұғаттайтын IL-10 секрециясы арқылы жүзеге асырылады. Сонымен қатар, Breg жасушалық иммундық жауапты олар шығаратын басқа қабынуға қарсы цитокиндер арқылы модуляциялай алады (ИЛ-1β, ИЛ-35, ИЛ-21, ТФРβ): Т-жасушалардың дифференциациясына әсер етіп, оны реттеуші фенотипке қарай жылжытады, iNKT функциясын қолдайды, Тfh, Th1 және Th17 дифференциациясын тежейді. Сыртқы тітіркендіргіштердің әсерінен аутореактивті В-жасушалары өздерінің фенотипін өзгерте алады, Breg–ке айналады, бұл өз кезегінде қалған аутореактивті клондарды жояды деген болжам бар. Бірқатар жұмыстар активтендірілген CD4+ Т-жасушаларының апоптозын туғызатын бетінде Fas-лигандын экспрессиялайтын Breg (FasL+ IL5RA+ CD40+ PD-1+ CD38+) киллер популяциясының бар екендігін көрсетеді. Breg киллердің кейбір бактериялық және паразиттік инфекцияларға қарсы иммундық жауапқа қатысуы да көрсетілген. Бір қызығы, бактериялық және вирустық инфекцияларды жұқтырғаннан кейін дәстүрлі Breg популяциясының болуы, керісінше, аурудың ағымын нашарлатты және толыққанды иммундық жауаптың дисфункциясымен байланысты болды. Көптеген зерттеулер Breg болуы мен ісік ауруларының дамуы арасындағы байланысты көрсетеді [156]. Breg туралы қазіргі уақытта жинақталған білімді қорытындылай келе, лимфоциттердің осы субпопуляциясының жұмысын олардың микроортасындағы қабыну сигналдарын қабылдаудан бастап, олардың дифференциалдануы мен дамуына дейін ағза қатаң бақылауы керек деп қорытынды жасауға болады.
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Шығу тегі лейкопоэз ынталандырушылар шартты түрде үш буынға бөлуге болады. Бірінші буын микробтық препараттарына бактерия текті полисахаридтер болып табылатын пирогенал және продигиозан сияқты препараттар жатады. Олар бактерияға қарсы иммунитетті ынталандыру үшін клиникалық тәжірибеде кеңінен қолданылды. Қазіргі уақытта пирогенал және продигиозан жоғары пирогенділікке және басқа да жанама әсерлерге байланысты сирек қолданылады.
Екінші буынның микробтық препараттарына негізінен респираторлық инфекциялардың қоздырғыштары болып табылатын бактериялардың лизаттары (бронхо-муналь*, бронхо-ваксом*, ИРС-19*, имудон*) және рибосомалары (рибомунил*) жатады: Kl.pneumoniae, Str.pneumoniae, Str.pyogenes, H.influezae және т.б. Бұл препараттардың екі жақты мақсаты бар: спецификалық (вакцинациялау) және бейспецификалық (лейкопоэзді ынталандырушы).
Ликопидті үшінші микробтық препараттың үшінші буынына жатқызуға болады. Ол табиғи дисахаридтен: глюкозаминилмурамилден және оған қосылған синтетикалық дипептидтен: L-аланил-D-изоглутаминнен тұрады. Мұндай құрылымдар барлық белгілі грам-оң және грам-теріс бактериялардың пептидогликанында болады. Мурамилпептидті препараттар бірқатар шетелдерде де жасалуда. Жапонияда ромуртид медицинада қолдану үшін мақұлданған, ол стеарин қышқылы амин қышқылы лизин арқылы қосылатын МДП болып табылады. Ромуртидтің негізгі мақсаты - онкологиялық науқастарда радио- және химиотерапиядан кейін лейкопоэзді және иммунитетті қалпына келтіру болып табылады [157].
Шығу тегі эндогендік иммуномодуляторларды иммунорегуляторлық пептидтер мен цитокиндерге бөлуге болады. Белгілі болғандай, иммунитеттің орталық мүшесінде сәйкесінше жасушалық және гуморальды иммундық жауаптың дамуын реттейтін тимус пен сүйек кемігі болып табылады. Академик Р.В. Петровтың жетекшілігімен бір топ ресейлік ғалымдар бұл мүшелерді жасушалық және гуморальдық иммунитетті қалпына келтіретін дәрілік препараттарды жасау үшін иммунорегуляторлық пептидтерді оқшаулау үшін қолданды. Мұндай препараттардың пайда болуына биологиялық белсенді қосылыстардың жаңа класы - тимустың пептидті гормондары, оның ішінде тимозиндер, тимопоэтиндер және сарысулық тимикалық фактор - тимулиннің ашылуы түрткі болды. Бұл пептидтер қанға түскен кезде бүкіл перифериялық иммундық жүйеге әсер етіп, лимфоидты жасушалардың өсуі мен көбеюін ынталандырады.
Ресейдегі бірінші буынның тимикалық препараттарының негізін қалаушы-ірі қара тимусынан алынған пептидтер кешені тактивин болып табылады. Құрамында тимикалық пептидтер кешені бар препараттарға тималин, тимоптин және т.б., тимус сығындыларын бар препараттар - тимостимулин*, вилозен жатады. Тактивиннің артықшылығы-онда тимикалық гормон α1-тимозиннің болуы. Тимустың пептидті сығындылары болып табылатын иммуномодуляторларға Батыс Еуропаның бірқатар елдерінде медициналық қолдануға рұқсат етілген: тимостимулин, тимомодулин, тим-уровак.
Бірінші тимикалық препараттардың буынында клиникалық тиімділігіне күмән келтірілмейді, бірақ олардың бір кемшілігі бар: олар биологиялық белсенді пептидтердің бөлінбеген қоспасы бар және оларды стандарттау қиын. Тимикалық дәрі-дәрмектер саласындағы прогресс табиғи тимус гормондарының синтетикалық аналогтары болып табылатын 2-ші және 3-ші буын препараттарын: α1-тимозин мен тимопоэтин немесе осы биологиялық белсенділігі бар гормондардың фрагменттерін жасау жолымен жүрді. Соңғы бағыт, әсіресе тимопоэтинге қатысты ең нәтижелі болды. Тимопоэтиннің белсенді орталығының аминқышқылдары қалдықтарын қамтитын фрагменттердің бірінің негізінде батыста медициналық қолдануға рұқсат алған тимопентин және Ресейде медициналық қолдануға рұқсат алған синтетикалық гексапептид – тимопоэтиннің 32-36 учаскесінің аналогы болып табылатын иммунофан препараты жасалды.
Синтетикалық тимикалық препараттарды жасаудағы тағы бір бағыт тимустың пептидтері кешенінің белсенді бастаулары мен сығындыларын талдау болды. Синтетикалық препарат тимоген, ол L-глутамил-L-триптофан. Тимогенге ұқсайтын синтетикалық препарат - бірдей аминқышқылдарынан тұратын бестим.
Сүйек кемігінен шыққан препараттардың арғы тегі миелопид болып табылады, ол биореттеуші пептидті медиаторлар кешені – миелопептидтер (МП), молекулалық салмағы 500-3000 D, шошқадағы сүйек кемігінің жасушалары өндіреді [158]. Қазір оның құрамында 6 миелопептид бар екені анықталды, олардың әрқайсысы белгілі бір биологиялық әсер етеді. Бастапқыда гуморальдық иммунитеттің дамуына сүйек кемігінің препараттары басым әсер етеді деп болжанған. Кейіннен әртүрлі МП иммундық жүйенің әртүрлі бөліктеріне әсер ететіні анықталды. Сонымен, МП-1 Т-хелперлердің функционалдық белсенділігін арттырады, МП-2 қатерлі жасушалардың пролиферациясын басу және ісік жасушаларының улы заттар шығару қабілетін айтарлықтай төмендетеді, MП-3 лейкоциттердің фагоцитарлық белсенділігін ынталандырады, MП-4 бағаналы жасушаларының дифференциациясына әсер етіп, олардың тезірек жетілуіне ықпал етеді. МП аминқышқылдарының құрамы толығымен ашылған, бұл сүйек кемігінен шыққан жаңа синтетикалық препараттарды жасауға негіз болды. Бактерияға қарсы әсері бар МП-3 негізіндегі Серамил препараты және ісікке қарсы әсері бар МП-2 негізіндегі Бивален препараты жасалды. 
Медицинада сүйек кемігі жасушаларын белсендіру және лейкопоэзді ынталандыру үшін натрий нуклеинатын қолдануға рұқсат етілді. Бұл препарат гидролиз және ашытқыдан ары қарай тазарту арқылы алынған нуклеин қышқылының натрий тұзы болып табылады. Кейіннен натрий нуклеинатының туа біткен және жүре пайда болған иммунитет факторларын ынталандыру қабілеті бар екені анықталды. Бұл табиғи болып табылады, өйткені иммундық жауаптың дамуы Т- және В-лимфоциттердің белсенді пролиферациясымен байланысты. Кейіннен натрий нуклеинатының туа біткен және жүре пайда болған иммунитет факторларын ынталандыру қабілеті бар екені анықталды. Бұл табиғи болып табылады, өйткені иммундық жауаптың дамуы Т- және В-лимфоциттердің белсенді пролиферациясымен байланысты. Натрий нуклеинаты – лейкопоэзді ынталандырғыш ретінде ғана емес, сонымен қатар иммундық ынталандырушы ретінде де медициналық қолдануға рұқсат етілген өз тобындағы бірінші препарат. Бірақ кейінірек препарат барлық дерлік бөлінетін жасушалардың, соның ішінде бактериялық және қатерлі ісіктердің өсуіне және көбеюіне ықпал ететіні анықталды, сондықтан оны Европа мен Солтүстік Американың барлық елдерінде клиникалық қолдануға тыйым салынды. Нуклеин қышқылдарының негізінде бірқатар синтетикалық препараттар жасалды, мысалы, полудан, полиаденил-уридил қышқылының кешені. Шартты түрде бұл препараттар тобына инозин пранобекс* (изопринозин) - ацетиламидобензой қышқылымен инозин кешені, метилурацил және рибоксин - гипоксантин-рибозидтен тұратын күрделі қосылыс кіреді. Шетелде нуклеин қышқылдарының кейбір синтетикалық препараттары иммуноынталандырушылар ретінде медициналық қолдануға рұқсаты бар: бұрын айтылған инозин пранобекс және поли-Ау (аденил және уридил қышқылдарының қос тізбекті полинуклеотиді). Нуклеин қышқылдары тобының барлық препараттары интерферонның айқын индукторлары болып табылады. 
Қазіргі уақытта иммунитетті ынталандыру үшін шөптік препараттар, атап айтқанда, эхинацея пурпуреясының әртүрлі туындылары шетелде кеңінен қолданылады. Бұл препараттардың кейбірі Ресейде иммуноынталандырушы ретінде тіркелген: иммунал*, эхинацин ликвидум*, эхинацея композитум С*, эхинацея вилар. 
Бұл түрдегі препараттарды тағамдық қоспаларға немесе женьшень тамыры, элеуторок, пантокрин және т.б. сияқты адаптогендерге жатқызу орындырақ деп есептейміз. Бұл қосылыстардың барлығында белгілі бір дәрежеде лейкопоэз және иммуноынталандырушы әсерлері бар, бірақ оларды дәрілік заттарға жатқызуға болмайды, адамның иммундық жүйесіне селективті әсері бар. 
Химиялық таза иммуномодуляторлар тобын екі кіші топқа бөлуге болады: төмен молекулалық және жоғары молекулалық тобы. Біріншісіне қосымша иммунотропты белсенділікке ие бірқатар белгілі препараттар кіреді. Мұндай препараттардың тегі левамизол (декарис) - фенилимидотиазол, белгілі антигельминтикалық зат, кейіннен айқын лейкопоэзді және иммуноынталандырушылық қасиеттерді анықтады. Левамизол БЦЖ сияқты иммуноынталандырушы ретінде АҚШ және Батыс Европада медициналық қолдануға рұқсат етілген алғашқы препараттардың бірі болып табылады. Химиялық құрылымы бойынша левамизолға ұқсас дибазол (имидазол туындысы), оның біршама иммуноынталандырушылық қасиеттері бар [159].
Бұл кейбір зерттеушілер үшін дибазолды тұмау мен басқа тыныс жолдарының инфекцияларына қарсы профилактика ретінде ұсынуға негіз болып табылады. Алайда, бұл препаратты профилактикалық қолдану негізсіз, өйткені дибазолдың респираторлық инфекциялардың пайда болу қаупін азайту қабілетін зерттеу үшін плацебо-бақыланатын зерттеулер жүргізілмеген.
Бұл кіші топтың препараты – диуцифон, бастапқыда туберкулезге қарсы агент ретінде жасалған. Осы препараттың негізі болып табылатын сульфон қышқылының туындылары айқын антимикобактериялық қасиеттерге ие. Бұл қышқылға метилурацилді қосу оның бактерияға қарсы әсерін төмендетпеді, бірақ препаратта иммуносынталандырушы белсенділіктің пайда болуына әкелді. Микробқа қарсы және иммуноынталандыру қасиеттерін біріктіретін препараттарды жасау иммуномодуляторларды зерттеудің өте перспективты бағыты болып табылады.
Соңғы буынның кейбір антибиотиктері (ровомицин, рулид және т.б.) фагоцитозды ынталандыружәне белгілі-бір цитокиндердің синтезін ықпалдандыру  қабілетіне ие. Төмен молекулалық иммуномодуляторлар тобының тағы бір перспективалы препараты - фтальгидразид туындысы галавит. Бұл препараттың ерекшелігі - иммуномодуляциядан басқа, айқын қабынуға қарсы қасиеттердің болуы.
Төмен молекулалық иммуномодуляторлардың тобына үш синтетикалық олигопептидтер кіреді: гепон, глутоксим және аллоферон. Гепон – 14 аминқышқылынан тұратын олигопептид: Thr-Glu-Lys-Lys-Arg-Arg-Glu-Thr-Val-Glu-Arg-Glu-Lys-Glu. Бұл препараттың ерекшелігі-иммуномодуляциядан басқа, айқын вирусқа қарсы қасиеттердің болуы.
[bookmark: _Hlk142756990]Полиоксидоний – химиялық синтез арқылы алынған жоғары молекулалық химиялық таза иммуномодулятор. Бұл молекулалық салмағы шамамен 100 kD болатын полиэтиленпиперазиннің N-тотықтырылған туындысы [160]. Химиялық құрылымы бойынша полиоксидоний шығу тегі табиғи заттарға жақын. Препараттың негізі болып табылатын N-оксид топтары адам ағзасында кеңінен кездеседі, өйткені азотты қосылыстар N-оксидтерінің түзілуі арқылы азоттық қосылыстардың метоболизмы жүреді.
Ағзаға препараттың фармакологиялық әсері кең спектрге ие: иммуномодуляциялық, детоксикациялау, антиоксиданттық және мембранопротекторлы. Бірақ, қазір бұл препараттың плацебо сынақтары үшін хаттаманың болмауына байланысты тиімділігі дау туғызады.

[bookmark: _Toc164528912][bookmark: _Toc164536710][bookmark: _Toc165843244][bookmark: _Hlk164537058]2.2 Эритропоэзынталандырушылар: түрлері, оң және теріс фармакологиялық қасиеттері
Анемия – ісік процесінің нәтижесінде де, жүргізіліп жатқан цитостатикалық терапия нәтижесінде де дамитын онкогематологиялық аурулардың жиі асқынуы. Қазіргі уақытта анемия бүкіл әлемде кең таралған аурулардың бірі болып табылады. ДДҰ мәліметі бойынша, бұл 2 миллиардқа жуық адамда симптом ретінде анықталған. Егде жастағы науқастар арасында кең таралған анемия, осылайша, аурудың жас құрылымында 65-74 жас аралығындағы адамдардың үлесі 25%, ал 75 жастан асқан науқастардың үлесі қазірдің өзінде 43% құрайды. Жалпы, егде жастағы адамдар мен қарттар арасында анемияның таралуы амбулаториялық жағдайда 12-ден 20%-ға дейін ауытқиды, ал стационарлық жағдайда 50-80%-ға жетеді. Сонымен қатар, ТТА гериатриялық науқастар арасында анемияның ең көп тараған түрі болып саналады, анемияның барлық жағдайларының 85%-ға дейін құрайды [161]. Айта кету керек, темір тапшылығы анемиясы науқастың өмір сүру сапасын өзінің клиникалық көріністеріне байланысты ғана емес, сонымен қатар басқа соматикалық патологиялардың (әсіресе егде жастағы адамдар  тобында кең таралған жүрек-тамыр жүйесі аурулары) ағымын нашарлатады, сонымен қатар науқастың мезгілсіз қайтыс болу қаупін арттырады. Сонымен, бірқатар зерттеулерде науқасатардың бес жылдық өмір сүру көрсеткіші мен гемоглобин деңгейі арасындағы байланыс анықталды-анемиямен ауыратын науқастарда ол қалыпты гемоглобин деңгейі бар адамдармен салыстырғанда едәуір төмен болды, гематокриттің 1% төмендеуі өлім қаупінің 2% жоғарылауымен қатар жүрді [162-171]. Бұл ТТА-ны емдеуге, әсіресе егде жастағы топтардағы науқастарда әдіс-тәсілді қажет етеді. ТТА емдеудің негізі темір препараттарын тағайындау болып табылатыны белгілі [172].
Эритропоэзынталандырушы препараттар сүйек кемігіндегі қызыл қан жасушаларының өндірісін ынталандыру арқылы жұмыс істейді, нәтижесінде бірнеше аптадан кейін гемоглобин деңгейінің жоғарылауына әкеледі. Терапиялық мақсат - қан құюды қажет етпейтін гемоглобин деңгейіне қол жеткізу және оны сақтау. Эритропоэзынталандырушы агенттер құрамы адамдардағы рекомбинантты эритропоэтинді қамтиды және олар 1990-шы жылдардың басынан бастап қатерлі ісікте анемияны емдеуге рұқсат етілген. Эпоэтин-α, эпоэтин-β және дарбепоэтин-α модификацияланған рекомбинантты ЭПО да клиникалық қолдану үшін қол жетімді. Бұл препараттар клиникалық зерттеулерде ұқсас тиімділікті көрсетеді, бірақ кейбір фармакокинетикалық айырмашылықтары бар. Дарбепоэтин-α шығарылу кезеңі ұзағырақ, бұл оны әр 2 немесе 3 апта сайын енгізуге мүмкіндік береді, дегенмен гемоглобиннің қажетті шамасына жету уақыты эпоэтинге қарағанда ұзағырақ болуы мүмкін; жартылай шығарылу кезеңі қысқарақ препараттар апта сайын енгізуді қажет етеді. ЭПО препараттарының түпнұсқасы қымбат, бұл олардың көптеген жағдайда қолдануын шектейді [173].
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[bookmark: _Toc164528915][bookmark: _Toc164536713][bookmark: _Toc165843247][bookmark: _Hlk164537129]2.1.1 Жануарлар 
Қазіргі таңда жануарлардағы екіншілік миелодепрессивті жағдайдың танымал үлгісі циклофосфамидті енгізу арқылы миело- және лимфоцитопоэзді тежеу ​​болып табылады [174-177]. 
Зерттеу материалы ретінде әл-Фараби атындағы Қазақ ұлттық университетінің биология клиникасынан ақ тұқымды альбинос егеуқұйрықтар және АҚШ-ғы Charles River зертханасынан сатып алынған М. Айкымбаев атындағы Қазақ карантиндік және зооноздық инфекциялар ғылыми орталығының виварийінде көбейтілген С57BL6/J линиялы тышқандар қолданылды.  
Зеттеу жұмыстары үшін жыныстық жағынан жетілген (аңғал)  салмақтары 210-280 г. 12-15 апталық 600 аналық егеуқұйрықтар және 18-23 г. 5-7 апталық 30 аналық тышқандар таңдап алынды (сурет 3). Жануарларды зерттеуге пайдалану әл-Фараби атындағы Қазақ ұлттық университетінің этикалық комитеті жағынан мақұлданды (Зерттеу Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау Министрінің 2020 жылғы 4 қарашадағы №ҚР ДСМ-181/2020 бұйрығына және әл-Фараби атындағы Қазақ ұлттық университетінің жергілікті этикалық комиссиясының 2022 жылғы 9 маусымдағы №470  хаттамасына сәйкес жүргізілді, қолданылу мерзімі – 2023 жылғы 8 тамызға дейін ұзартылған) және халықаралық этикалық талаптарға сай орындалды. 
Жануарлар ауру қоздырғыштары жоқ тосқауыл қоймасында ұсталды. Барлық жануарлар 21-24ºC стандартты полипропилен торларында ұсталды және стандартты азық пен су қабылдады. Барлық жануарлар бірдей жағдайда ұсталды, полипропилен торлары, таза үгінділерден жасалған ағаш қоқысы (60 минут бойы ультракүлгін кварцпен өңделген), бөлме температурасы 22-24°C, терезелерден табиғи жарық түсіп тұрды, стандартты жем рационымен (зертханалық егеуқұйрықтар мен тышқандарға арналған Delta Feeds жем толық түйіршікті адаптогенді (SPF), артикул С-19, 2500 ккал/кг, ақуыз мөлшері 19%)   тамақтандырылды.  
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Зерттеуге 32 қосылыс А.Б. Бектуров атындағы химия ғылымдары ғылыми-зерттеу институтында «синтетикалық және табиғи дәрілік заттар химиясы» лабораториясында х.ғ.д, профессор Ю В.К. басшылығымен және 8 тримекаинды иондық қосылыс Қазақ-Британ техникалық университетінің базасында, «химиялық инженерия» мектебінде PhD, профессор Зазыбин А.Г. басшылығымен синтезделген. Зерттеуге жалпы саны БИВ-шифрымен 40 қосылыс алынды: 32 қосылыс құрылымы биспидинді, диенонды, пиразолопиридинді, пиперазинді, пиперидинді ядромен болды: Биспидиндер: БИВ-135 (3-метил-7-фенилэтил-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонанның β-циклодекстринмен кешені),  БИВ-136 (3-[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил)]-7-(3-метоксипропил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонанның β-циклодекстринмен кешені), БИВ-137 (3-(3-метоксипропил)-7-[2-(пиридин-2-ил)этил]-3,7-диазабицикло[3.3.1] нонанның β-циклодекстринмен кешені), БИВ-138 (3-[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил)]-7-(3-метоксипропил)-3,7 диазабицикло[3.3.1] нонан-9-он O-бензоилоксимнің β-циклодекстринмен кешені), БИВ-139 (3-(3-метоксипропил)-7-(2-(пиридин-2-ил)этил)-3,7-диазабицикло[3.3.1] нонан-9-он O-бензоилоксимнің  β-циклодекстринмен кешені), БИВ-156 (3-[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил)]-7-(3-бутоксипропил)-3,7-диазабицикло [3.3.1] нонанның β-циклодекстринмен кешені), БИВ-158 (3-[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил)]-7-(3-бутоксипропил)- 3,7-диазабицикло[3.3.1] нонан-9-он O-бензоилоксимнің  β-циклодекстринмен кешені), Диенондар: БИВ-206 (1-(2-этоксиэтил)-3,5-бис(2-фторбензилиден)пиперидин-4-онның β-циклодекстринмен кешені), БИВ-207 (1-(2-этоксетил)-3,5-бис[2-(трифторметил)бензилиден] пиперидин-4-онның β-циклодекстринмен кешені). Пиразолопиридиндер: БИВ-152 ((5-(2-этоксиэтил)-7-(4-фторбензилиден)-3-(4-фторфенил)-2-фенил-3,3а,4,5,6,7-гексагидро-2Н пиразоло[4,3c]пиридиннің β-циклодекстринмен гидрохлоридті кешені), БИВ-153 (7-(4-фторбензилиден)-3-(4-фторфенил)-5-(3-метоксипропил)-2-фенил-3,3а,4,5,6,7-гексагидро-2Н-пиразоло [4,3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен гидрохлоридті кешені), БИВ-154 (7-(3-фторбензилиден)-3-(3-фторфенил)-5-(3-метоксипропил)-2-фенил-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2Н-пиразоло[4,3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен гидрохлоридті кешені), БИВ-190 (5-бензил-7-(o-фторбензилиден)-2,3-бис(o-фторфенил)-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло [4,3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен кешені). Пиперазиндер: БИВ-131 (диметил[(2-фторфенил)(4-фенилпиперазин-1-ил)метил]фосфонаттың β-циклодекстринмен кешені),  БИВ-134 (диметил[(4-фторфенил)(4-фенилпиперазин-1-ил)метил]фосфонаттың β-циклодекстринмен кешені), БИВ-140 (1-метил-4-[4-(нафталин-1-илокси)бут-2-ин-1-ил]пиперазин гидрохлориді), БИВ-141 (1-метил-4-[4-(нафталин-1-илокси)-1-фенилбут-2-ин-1-ил]пиперазин гидрохлориді), БИВ-143 (1,5-Бис[(4-(4-метилпиперазин-1-ил)бут-2-ин-1-ил)окси]нафталин гидрохлориді), БИВ-144 (4-бенгидрилпиперазин-1-калий карбодитионаты), БИВ-145 (4-метилпиперазин-1-калий карбодитионаты), БИВ-171 (3-феноксипропил-4-бензимгидрилпиперазин-1-карбодитионат гидрохлориді), БИВ-175 (3R,5R)-адамантан-1-ил)(4-фенилпиперазин-1-ил)метанонның β-циклодекстринмен  кешені). Пиперидиндер: БИВ-111 (1-[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил]пиперидиннің β-циклодекстринмен кешені), БИВ-121 (1-(2-этоксиэтил)-4-(2-циклопропилэтил)-4-бензоилоксипиперидиннің β-циклодекстринмен кешені), БИВ-123 (1-(3-этоксипропил)-4-(пент-1-ин-1-ил)пиперидин-4-илбензоаттың β-циклодекстринмен кешені), БИВ-124 (1-(3-этоксипропил)-4-пентилпиперидин-4-илбензоаттың  β-циклодекстринмен кешені), БИВ-125 (1-бензилпиперидин-4-он O-циклопропанкарбонилоксимнің β-циклодекстринмен гидрохлоридті кешені), БИВ-126 (1-(3-этоксипропил)-4-((6-метилпиридин-3-ил)этинил)пиперидин-4-илциклопропанкарбоксилаттың β-циклодекстринмен гидрохлоридті кешені), БИВ-151 (1-(3-этоксипропил)-4-(нон-1-ин-1-ил)пиперидин-4-илпропионаттың β-циклодекстринмен кешені), БИВ-172 (1-бензилпиперидин-4-он О-(2,6-дифторбензоил)оксимнің гидрохлориді), БИВ-176 (1-пропилпиперидин-4-ил 2-фторбензоат гидрохлориді). 8 иондық тримекаин қосылыстары (Қазақ-Британ техникалық университетінде синтезделген): БИВ-117 (N,N-диэтил-2-(мезитиламино)-N-метил-оксоэтанамоний йодиді), БИВ-118 (N,N-Диэтил-2-(мезитиламино)-N-этил-оксоэтанамоний йодиді), БИВ-119 (бромид N,N-диэтил-2-(мезитиламино)-N-пропаргил-оксоэтанамоний), БИВ-150 (N,N-Диэтил-2-(мезитиламино)-N-бензил-оксоэтанамоний хлориді), БИВ-165 (N,N-Диэтил-2-(мезитиламино)-N-бутил-оксоэтанамоний йодиді), БИВ-166 (N1,N1,N3,N3-тетраэтил-2-гидрокси-N1,N3-бис-(2-(мезитиламино)-2-оксоэтил)пропан-1,3-диамин дихлориді), БИВ-201 (N,N-Диэтил-2-(мезитиламино)-N-пропинил-оксоэтанамоний бромиді), БИВ-202 (N,N-Диэтил-2-(мезитиламино)-N-ацетил-оксоэтанамоний йодиді). 
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Сурет 3 – Зерттеу материалдары

[bookmark: _Toc164528917][bookmark: _Toc164536715][bookmark: _Toc165843249][bookmark: _Hlk164537145]2.2.1 Егеуқұйрықтардың перифериялық қанындағы гемоынталандырушы белсенділікті зерттеуге арналған тәжірибелік дизайн
Жаңа қосылыстардың гемоынталандырушы белсенділігін зерттеуге арналған тәжірибелерде ересек зертханалық ақ егеуқұйрықтар пайдаланылды және келесі топтарға бөлінді: интакт (UT), плацебо (PL), 40 топ зерттелетін қосылыстарды енгізу (BIV-NN), бақылау (MU). Әрбір эксперименттік топ 6 егеуқұйрықтан тұрды.
Миелодепрессия цитостатикалық циклофосфамидті енгізу (Бакстер Онкология ГмбХ) Кантштрассе, 2, Д-33790, Халле/Вестфаллен, Германия, тіркелген нөмірі П№014446/02-2002, серия 8G166D) арқылы туындады. Тәжірибенің 1-ші, 3-ші, 5-ші тәуліктерінде PL, MU, BIV-1-ден BIV-40-шы  тобына 30 мг/кг дозада натрий циклофосфамидінің 3% ерітіндісі (еріткіш – натрий хлоридінің изотониялық ерітіндісі, физиологиялық ерітінді) бұлшықет ішіне енгізілді. Орташа енгізу көлемі 0,2-0,24 мл құрады. Содан кейін тәжірибенің 6, 7 және 8-ші тәуліктері таңғы сағат 9.00-де: тәжірибелік топтағы жануарларға BIV препараттары (BIV-NN) (қосылыстар физиологиялық ерітіндіде ерітілді және бұлшықет ішіне 10 мг/кг дозада, 0,2-0,25 мл (1% ерітінді) көлемінде енгізілді, бақылау тобы жануарларына (MU) салыстырмалы препарат ретінде 6-Метилурацил (6-метилурацилды физиологиялық ерітіндіде ерітіп және бұлшықет ішіне 10 мг/кг дозада, 0,2-0,25 мл көлемінде (1% ерітінді)) енгізілді және плацебо тобындағы жануарларға (PL) ұқсас көлемде (0,2-0,25 мл) физиологиялық ерітінді енгізілді. Жануарлардың интакт тобына (UT) ешқандай қосылыстар енгізілмеді. Тәжірибенің 15-ші тәулігінде (соңғы инъекциядан кейін 7 тәулік өткен соң) қан сағат 09.00-де егеуқұйрықтардың орбиталық синусынан (кетамин/ксилазинмен жеңіл анестезиямен (91,0 мг/кг кетамин/ 9,1 мг/кг ксилазин) VF-052SDK (2 мл) ЭДТА (K2) стерильді гематологиялық пробиркаларға қан алынды [178, 179, 133 б.]. Қоректері қан сынамасынан 12 сағат бұрын қоректендіргіштерден алынып тасталынды. Қан талдауы «MicroCC-20 Plus» (Қытай) жануарлардың гематологиялық қан анализаторында жүргізілді (сурет 4). Құрылғы жасушалардың келесі санаттарын анықтауға жабдықталған: WBC – жалпы лейкоциттер саны; LYM –лимфоциттердің абсолютті саны; MON – моноциттердің абсолютті саны; NEU – нейтрофилдердің абсолютті саны; EO – эозинофилдердің абсолютті саны; BAS – базофилдердің абсолютті саны; LYM – салыстырмалы лимфоцитарлық көрсеткіш; MON – моноциттердің салыстырмалы көрсеткіші; NEU – нейтрофилдердің салыстырмалы көрсеткіші; ЭО – эозинофилдердің салыстырмалы көрсеткіші; BAS – базофильдердің салыстырмалы көрсеткіші, RBC – эритроциттердің жалпы мәні; HGB – гемоглобин; HCT – гематокрит; MCV – эритроциттердің орташа көлемі; MCH – орташа HGB/RBC гемоглобин мәні; MCHC – HGB/HCT эритроциттердегі гемоглобиннің орташа концентрациясы; RDW-cv – көлем бойынша эритроциттердің салыстырмалы таралу кеңдігі (вариация коэффициенті); RDW-sd – көлем бойынша эритроциттердің салыстырмалы таралу кеңдігі; PLT – тромбоциттердің жалпы көлемі; РСТ – тромбокрит; MPV – тромбоциттердің орташа көлемі. Қосарланған цитологиялық бақылау үшін қанның лейкограммасын есептеу үшін қан жағындылары алынды. Қан жағындыларын Гимза әдісі бойынша боялды және Микромед МП-3 иммерсионды микроскопында (7х100 үлкейту), әрбір жағынды үлгісінде 100 жасушадан саналды, содан кейін әрбір типтегі жасушалардың салыстырмалы саны абсолютті мәнге айналдырылды [180].
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Сурет 4 – Тәжірибелік дизайн

[bookmark: _Toc164528918][bookmark: _Toc164536716][bookmark: _Toc165843250][bookmark: _Hlk164537152]2.2.2 Миело- және лимфоцитопоэз ынталандырушы белсенділікті зерттеуге арналған тәжірибелік дизайн
Миелоынталандырушы белсенділікті зерттеу үшін C57BL6/J линиялы тышқандары қолданылды және келесі топтарға бөлінді: интакт (UT), плацебо (PL), екі топ BIV, TIC қосылыстарын енгізу тобы, бақылау (MU) тобы. Әр топ алты тышқаннан тұрды. Цитостатикалық препарат циклофосфамид (Бакстер Онкология ГмбХ) Кантштрассе, 2, Д-33790, Халле/Вестфаллен, Германия, тіркелген нөмірі П№ 014446/02-2002, серия 8G166D) физиологиялық ерітіндіде ерітілді және тышқандарға бұлшықет ішіне 100 мг/кг дозада 0,05 мл көлемінде (4% ерітінді), сағат 9:00-де күнара сайын (тәжірибенің 1, 3, 5 тәулігі) үш инъекция енгізілді. Содан кейін тәжірибенің 8, 10 және 12-ші тәулігі, таңғы сағат 9-да: BIV, TIC топтарының тәжірибелік жануарларына BIV-190 (BIV) және BIV-119 (TIC) енгізілді (BIV және TIC қосылыстары физиологиялық ерітіндіде ерітілді және бұлшықет ішіне енгізіледі). 10 мг/кг дозада 0,05 мл көлемінде (0,4% ерітінді) бақылау тобының МU жануарларына салыстырмалы препарат ретінде 6-Метилурацил (6-метилурацил физиологиялық ерітіндіде ерітілген) және плацебо тобындағы жануарларға (PL) ұқсас көлемдегі (0,05 мл) физиологиялық ерітінді енгізілді, интакт топқа (UT) ешқандай қосылыс енгізілген жоқ. Тәжірибенің 15-ші тәулігінде (соңғы инъекциядан кейін 3 тәуліктен соң) жансыздандырылған жануарлардың (кетамин 87,5 мг/кг/ксилазин 12,5 мг/кг жеңіл анестезиямен) мойын омыртқалары үзілді (сурет 5).
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Сурет 5 – Тәжірибелік дизайн

[bookmark: _Toc164528919][bookmark: _Toc164536717][bookmark: _Toc165843251][bookmark: _Hlk164537163]2.2 Зерттеу әдістері
[bookmark: _Toc164528920][bookmark: _Toc164536718][bookmark: _Toc165843252]2.2.1 Фосфатты-тұзды  буферін (PBS) және колонка буферін дайындау әдісі
PBS, жасушаларды жуу және колонка буферінің ерітіндісін дайындау үшін пайдаланылды. PBS ерітіндісін дайындау үшін тазартылған суда NaH2PO4 (0,005 М)  және NaCl (0,15 М) ерітілді, рН 7,4 мәнге жету үшін 0,1 N ерітініді NaOH пайдаланылды. Колонка буферін дайындау үшін PBS ерітіндісіне 0,5% FBS және 0,002 М EDTA қосылды. Барлық алынған ерітінділер диаметрі 0,22 мкм стерилді мембраналық сүзгіден өткізіліп қолданғанға дейін 4-8ºС тоңазтқышта сақталды.

[bookmark: _Toc164528921][bookmark: _Toc164536719][bookmark: _Toc165843253][bookmark: _Hlk164537170]2.2.2 Сүйек кемігінің жасушалығын бағалау
Бақылау және тәжірибелік топтағы тышқандардан этикалық ережелерге сәйкес хирургиялық жолмен экстирпация жүргізе артқы аяқ сүйектері алынды. Оларды қайшымен бұлшық еттерден тазартып, эпифиздерін кесіп, сүйектің ішкі кемік майы 10 миллилитрлік шприцтің көмегімен PBS ерітіндісімен жуылды. Алынған жасушалар суспензиясы диаметрі 30 мкм (Miltenyi Biotec) болатын мембрана арқылы сүзіліп, центрифугалау әдісімен 10 минут бойы екі қайталанып жуылды. Эритроциттер лизисі үшін рН 7,2-7,4 болатын лизис буфер (ЛБ) (0,83% NH4Cl, 0,1% KHCO3, 0,003% EDTA, pH 7,2–7,4) қолданылды. Алынған жасушалар саны Горяев камерасында анықталды. Жасушаларды санап, олардың өміршеңдігі трипан көк көмегімен анықталынды.

[bookmark: _Hlk164537176]2.2.3 Көкбауырдың жасушалығын бағалау
Әр тышқан тобының эвтаназиясынан кейін этикалық ережеге сай, хириургиялық жолмен көкбауыр экстирпациясы жүргізілді. Көкбауырды өлшегеннен кейін  шыны гомогенизатор көмегімен PBS ерітіндісінде жасуша суспензиясы дайындалды [181]. Эритроциттердің лизисі, жасушалар фильтрациясы мен жасушаларды санау 2.2.2. п. бойынша жүргізілді. Нәтижелер формула бойынша мүше салмағының бір мг салмаққа бөлгендегі жасушалардың салыстырмалы құрамы анықталды (2):

				С=L/M [кл./мг] 				                      (2)  	
Мұндағы: С – жасушалылығы; L – мүшедегі жасуша саны; М – мүше салмағы.

[bookmark: _Toc164528922][bookmark: _Toc164536720][bookmark: _Toc165843254][bookmark: _Hlk164537182]2.2.4 Тимустың жасушалығын бағалау
Тышқандардың әр тобының эвтаназиясынан этикалық ережеге сай хирургиялық жолмен тимустың экстирпациясы жүргізілді. Тимустағы жасуша суспензиясын алу 2.2.2. п. және тимустың жасушалығын бағалау 2.2.3. п. бойынша жүзеге асырылды.

[bookmark: _Toc164528923][bookmark: _Toc164536721][bookmark: _Toc165843255][bookmark: _Hlk164537187]2.2.5 Ағынды иммуноцитофлуориметрия әдісін жүргізу
Цитофлуориметриялық талдау Алматы қаласы, ТОО «Ұлттық биотехнология орталығы» филиалы, «иммунология және иммунобиотехнология» лабораториясында FACSCalibur ағынды цитометрінде (BD Biosciences, АҚШ) жасалынды.  Жасушаларды фенотиптеу СD-маркерлері арқылы ағынды иммуноцитофлуориметрия көмегімен жасалды. Бұл үшін жасушалар беткі және жасушаішілік бояу үшін фикоэритрин (РЕ), флуоресцеин-изотиоцианат (FITS), аллофикоцианинмен (APC) немесе перидинин-хлорофилл белок (PerCP) таңбаларымен белгіленген СD-маркерлерге қарсы моноклонды антиденелермен (АД) өндіруші фирмалар (BD Biosciences, АҚШ немесе Milenyi Biotec, Германия) нұсқаулығына сәйкес инкубацияланады. Кейін Fixation/Permeabilization ерітіндісімен фиксацияланып, пермабилизацияланып және араластырылып бөлме температурасында 20 мин. инкубацияланады. Жасушалар Perm/Wash буфер ерітіндісімен жуылды және жасушаішілік молекулаларға тән антиденемен боялды. Жасушалар PBS ерітіндісімен жуылып, цитометрияға арналған ерітіндіде суспензияланып, CellQuest Pro бағдарламасын (BD Bioscities, АҚШ) пайдалана отырып FACSCalibur ағынды цитометрінде талдау жасалынды.
Тышқан жасушаларындағы FcR рецепторларын бұғаттайтын реагент (Miltenyi Biotec, Германия) жасушаларға антиденемен боялғанға дейін спецификалық емес байланысуды тежеу үшін қолданылды. Жасуша беттік бояу үшін келесі антиденелер қолданылды: APC-CD11b, PE-Ly6C, PE-Ly-6C, PE-CD43, PerCP-CD19, PE-CD3e, PerCP-TER-119, FITC-CD4, PerCP-CD8, PerCP-CD25, PerCP-CD8a, PE-FoxP3, PerCP-CD28, FITC-CD44, PE-MHCII, PE-CD40, APC-CD45R (B220), APC-CD117. Цитометриялық талдауды жүргізудің репрезентативті мәліметтері көрсетілді. 
Келесі жасуша субпопуляциялары есептелді:
1. APC-CD117+ – сүйек кемігінің гемопоэтикалық бағаналы жасушалары;
2. APC-CD11b+ PE-Ly-6C+ PE-Ly6G+ – гранулоцитарлы лейкоциттер (нейтрофилдер, эозинофилдер және базофилдер) және моноцитарлық лейкоциттер қатарының жасушалары;
3. PerCP-Ter119+/CD71+ – дифференциацияның эритроидты бағытының жасушалары; 
4. APC-B220/CD45R+ PE-CD43+ PerCP-CD19+ – ерте Pro- B-I- және Pro-B-II- лимфоциттер;
5. APC-B220/CD45R+ PerCP-CD19+ – жетілген В-лимфоциттер;
6. APC-B220/CD45R+ PE-CD43- PerCP-CD19+ – Pre-B-I- және Pre-B-II-лимфоциттер және транзиторлы В-лимфоциттер (T1, T2, T3);
7. APC-B220/CD45R+ PerCP-CD19+/mid – маргиналды аймақтың В-лимфоциттері (MZB-лимфоциттер) мен фолликулярлы аймақтың В-лимфоциттері (FO-B-лимфоциттер);
8. APC-B220/CD45R+ PerCP-CD19+ PE-MHCII+ – герментативті орталықтың белсендірілген В-лимфоциттері;
9. APC-B220/CD45R+ PerCP-CD19+ PE-CD40+ – Bmem-жад лимфоциттері;
10. PE-CD3e+ PerCP-CD19- – ерте пре-Т-лимфоциттер;
11. PE-CD43+ PE-CD3e+CD4+ – тимуста селекциядан өткен Th-лимфоциттер;
12. PE-CD43+ PE-CD3e+ PerCP-CD8a+ – тимуста селекциядан өткен цитотоксикалық Т-лимфоциттер;
13. FITC-CD4+ PerCP-CD25+ – белсендірілген клондаушы Тhact- лимфоциттер;
14. FITC-CD4+ PerCP-CD25+ PE-FoxP3+ – Т-реттеуші лимфоциттер;
15. PerCP-CD28+ PerCP-CD8a+ FITC-CD44+ – костимулденген Tmem-жад лимфоциттер.

[bookmark: _Toc164528924][bookmark: _Toc164536722][bookmark: _Toc165843256]2.3 Статистикалық талдау
Алынған мәліметтер статистикалық маңызды айырмашылықты анықтау үшін қолданбалы Microsoft Excel 2010, «Statistica 6.0» бағдарламалық қамтамасыз ету, бір факторлы ANOVA бағдарламалық қамтамасыз ету (дисперсионды талдау) арқылы дербес компьютерде математикалық статистика әдістерімен өңделді және p<0,05 және F>Fcrit мәндер маңызды деп есептелді. Арифметикалық орта (M)± және орташа ауытқу (SD) бір жақты ANOVA талдауы арқылы алынды. Егер нөлдік болжамның ықтималдығы 5% (p≤0,05) асса, айырмашылықтар жарамсыз деп танылды. 
Қосылыстардың бірегей химиялық құрылымдарын жүзеге асыру үшін Perkin Elmer Informatics компаниясының химиктер мен ғалымдарға арналған Chemdraw бағдарламасы пайдаланылды. Графиктерді өңдеу Graph Pad Software Prism 9.2.0, Origin және суреттер үшін BioRender бағдарламасы пайдаланылды.
[bookmark: _Toc164528925][bookmark: _Toc164536723][bookmark: _Toc165843257][bookmark: _Hlk164537376]3 НӘТИЖЕЛЕР ЖӘНЕ ОЛАРДЫ ТАЛҚЫЛАУ

[bookmark: _Toc164536736][bookmark: _Toc165843258][bookmark: _Hlk164537486]3.1 Циклофосфамид әсерінен кейінгі лимфо-миелоидты мүшелердегі субпопуляцияларының өзгерістері
[bookmark: _Toc164528936][bookmark: _Toc164536737][bookmark: _Toc165843259]3.1.1 Циклофосфамидтің Т- лимфоцитопоэзге әсері
Стресстің қарқындылығы мен ұзақтығына байланысты сүйек кемігінің қан түзу қызметі мобилизация мен төзімділіктен сарқылу мен патологияға дейінгі кезеңдерден дәйекті түрде өтетіні белгілі [182]. Циклофосфамидті енгізуге тән реакция – ол тимоциттердің апоптозына байланысты тимус атрофиясы. Тимус – иммундық жүйенің орталық мүшесі және токсиндер мен цитостатиктерге біршама сезімтал болып келеді [183, 184]. Т-лимфоциттердің цитостатиктердің әсеріне жоғары сезімталдығы олардың қарқынды пролиферациясына байланысты [185]. Т-лимфопоэзде 2 механизм ажыратылады: тимопоэз және гомеостатикалық пролиферация. 1-ші механизм аңғал тимус Т-лимфоциттерінің келуін, 2-механизм – лимфо-миелоидты мүшелердегі пролиферация есебінен [186, 187] жүруін қамтамасыз етеді. 
	Сонымен қатар, қазіргі таңда циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессиялық күйдегі сүйек кемігі, тимус және көкбауырдағы Т-лимфопоэздің кейбір жақтары жеткілікті түрде зерттелмеген. Циклофосфамидпен ықпалдандырылған лимфоцитопоэздепрессивті жағдайында сүйек кемігінің, тимустың, спленоцитарлы Т-жасушаларының: Тnaiv, Тh, Thact, Тreg, CTL және Тmem — сандық таралуы зерттелмеген. Циклофосфамидтің бастапқы және гомеостатикалық Т-лимфопоэздің тежелу деңгейіне әсеріне  баға берілмеген [188-191]. Циклофосфамидтің Т-лимфопоэздің әртүрлі кезеңдеріндегі лимфо-миелоидтық кешеннің Т-жасушалық сатыларына әсерінің маңыздылығын зерттеу осы процестердің патогенезін түсіну үшін де, оларды түзетудің қолайлы әдістерін табу үшін де маңызды [192, 193].
	Сүтқоректілердің Т-жасушаларының дамуы мен жетілу процесі ұрық бауырындағы қан түзетін гемопоэтикалық жасушаларынан (ГБЖ) басталады, содан кейін сүйек кемігінде, онда ГБЖ-р мультипотентті ізашарларға бөлінеді. Арнайы дифференциация аяқталатын, дифференцияның белгілі-бір сатысында Т-лимфоциттердің коммитирленген ізашарлары (пре-Т-лимфоциттер) тимусқа миграцияланады. Біз, циклофосфамидтің (ЦФ) ГБЖ (CD117+), сонымен қатар сүйек кемігіндегі Т-жасушаларына әсерін талдадық. 1-кестеден көріп отырғанымыздай, циклофосфамид сүйек кемігіндегі (c-kit) ГБЖ жасушалар деңгейінің 1,67 есе төмендеуіне әкелді. Сүйек кемігіндегі Т-лимфоцитарлы бағыт бойынша пролиферация пре-Т-лимфоцитке дейін дифференцияның толықтай жүрмеуімен шекетеледі. Сүйек кемігіндегі циклофосфамидті интоксикация  CD3е+ Т-лимфоциттердің 1,82 есе (P=0,000001) төмендеуіне әкелді. Сүйек кемігінде екіншілік лимфо-миелоидты мүшелерден миграцияланатын жасушалар бар, оның ішінде бұл рециркуляциялық CD3e+CD44+ Tmem-жад жасушалары жоғары пайызды құрайды және екіншілік иммундық жауапқа белсенді қатысады [194-197]. Рециркуляцияланатын CD3e+CD44+Tmem жад жасушаларының төмендеу деңгейі де 1,58 есе едәуір маңызды болды (кесте 1).
Сонымен, сүйек кемігінде циклофосфамид ГБЖ (CD117+) жасушалары мен CD3e+ Т-лимфоциттер деңгейі, тиісінше 40,03%-ға және 45,20%-ға айқын төмендеуіне әкелді. Дәл сол деңгейде дерлік, рециркуляцияланатын CD3e+CD44+Tmem - жад жасушалары 36,91%-ға төмендеді. 

Кесте 1 – ЦФ әсерінен кейінгі сүйек кемігіндегі ГБЖ және Т-лимфоцит субпопуляциялары 

	№ 
	Сүйек кемігіндегі жасушалар мәні  (M±SD), %

	
	Жануарлар тобы
	CD117+ ГБЖ
	Белсендірілмеген CD43+CD3e+ 
Т-лимфоциттер
	CD3e+CD44+
Tmem-жад лимфоциттер

	1
	UT
	7,62±1,33
	22,01±1,06
	16,58±2,15

	2
	PL
	4,57±0,6
	12,06±1,87
	10,46±1,21

	
	Р
	Р 1–2=0,00002

	Р 1–2=0,0000001

	Р 1–2=0,000005


 	
Ары қарай, тимустағы CD3e+CD19- тимоциттерінің, (SP) CD3e+CD4+ және CD3e+CD8a+ тимоциттерінің, белсендірілген CD4+CD25+ Thact хелперлерінің және рециркуляцияланатын FoxP3+CD4+CD25+ Treg-жасушаларының жалпы деңгейі бағаланды (кесте 2). 
Циклофосфамидті интоксикация CD3e+CD19- жалпы тимоциттер популяциясы деңгейінің (2,45 есе), SP CD3e+CD8+ тимоциттер фракциясының (2,78 есе) (P=0,00008 F>Fcrit, 11229,95>18,51) төмендеуін туғызды. SP CD3e+CD4+ тимоциттердің деңгейі айқын төмендеді (5,88 есе) (P=0,000008 F>Fcrit, 1244962>18,51). Сонымен қатар, SP CD3e+CD8+ тимоциттер деңгейінің 2,78 есеге (P=0,0000005 F>Fcrit, 1690960>18,51) төмендегіні байқалды. 
Рециркуляцияланатын FoxP3+CD4+CD25+ Treg-жасушаларының деңгейі 1,24 есе (P=0,00003 F>Fcrit, 32512,5>18,51) төмендеді. Сондай-ақ, рециркулденетін CD4+CD25+Thact-жасушалардың деңгейінің (P=0,00002 F>Fcrit, 47740,5>15,81) біршама артуы байқалды.

Кесте 2 – ЦФ  әсерінен кейінгі Т-лимфоциттердің субпопуляциялары

	№ р/с
	Тимустағы Т-лимфоцит субпопуляцияларының мәні  (M±SD), %

	
	Жануарлар тобы
	CD3e+CD19-
Т-лимфоциттер
	CD3e+CD4+
Т-хелперлер
	CD3e+CD8a+
ЦТЛ
	CD4+CD25+
Белсендірілген Т-хелперлер
	FoxP3+CD4+CD25+
Т-реттеуші лимфоциттер

	1
	UT
	17,95±0,85
	42,76±3,01
	28,41±0,47
	2,34±0,21
	12,07±0,67

	2
	PL
	7,3±1,11
	7,27±0,26
	10,2±0,57
	5,43±0,57
	9,76±0,57

	 P
	Р 1–2 = 0,00008 
	Р 1–2 = 0,000008 
	Р 1–2 = 0,0000005 
	Р 1–2 = 0,00002 

	Р 1–2 = 0,00003 


Осылайша, циклофосфамид тимустағы SP CD3e+CD4+ және CD3e+CD8a+ тимоциттерінің сарқылуын (тиісінше, 82,99% және 61,09%),  рециркуляцияланатын FoxP3+CD4+CD25+ Тreg-жасушаларының (19,13%) айқын төмендеуін және рециркуляцияланатын CD4+CD25+ Thact-жасушалары деңгейінің күрт артуын (132,05%) туғызды.
Көкбауырда бұл басқаша болды, сүйек кемігіндегідей, тимустағыдай ЦФ Т-лимфоцит субпопуляцияларының деңгейін айқын төмендетпеді. Көкбауырда CD3e+CD19- Т-лимфоциттердің 1,31 есе төмендегені байқалды (P=0,000001 F>Fcrit, 535612,5>18,51) (кесте 3). 
ЦФ белсендірілмеген CD43+CD3e+CD4+ Тh-лимфоциттер  деңгейіне әсер етпеді, ал белсендірілген CD4+CD25+Тhact-хелперелердің 1,36 есе төмендеуіне әкелді (P=0,006 F>Fcrit, 142,1>18,51).  
CD4+CD25+ Тhact гейтінде CD4+CD25+FoxP3+Тreg-жасушалардың айқын (1,92 есеге) (P=0,0000004 F>Fcrit, 2016032>18,51) төмендеуі байқалды.
CD28+CD44+ CD8a+ Тmem-жад жасушларының деңгейі 1,38 есе (P=0,00003 F>Fcrit, 30012,5>18,51) төмендеді. Ал, CD43+ CD3e+CD8a+  цитотоксикалық Т-лимфоциттер 1,32 есе (P=0,000005 F>Fcrit, 189112,5>18,51) төмендеді.  
 
Кесте 3 – ЦФ әсерінен кейінгі көкбауырдағы Т-лимфоциттердің субпопуляциялары

	
	Т-лимфоцит субпопуляцияларының мәні (M±SD), % 

	№ р/с
	Жануарлар тобы
	CD3e+
CD19-
Т-лимфоциттер
	CD43+ CD3e+CD4+
Т-хелперлер
	CD43+ CD3e+CD8a+
ЦТЛ 
	CD4+CD25+
белсендірілген Т-хелперлер
	CD4+CD25+FoxP3+ Т-реттеуші лимфоциттер
	CD28+ CD8a+CD44+ 
Тmem-жад лимфоциттер

	1
	UT
	43,06±1,84
	25,21±0,52
	18,71±1,15
	8,26±0,31
	41,76±2,17
	8,75±1,15

	2
	PL
	32,71±0,84
	25,25±0, 54
	24,86±3,75
	6,05±0,25
	21,68±0,98
	6,3±0,77

	P

	Р1–2 = 0,000001

	Р 1–2 = ш.а.

	Р 1–2 = 0,000005
	Р 1–2 = 0,006
	Р 1–2 = 0,0000004

	Р 1–2 = 0,00003


	Ескерту-кестеде қысқартулар қолданылған: ш.а.- айырмашылық деңгейі шамалы



Осылайша, көкбауырда циклофосфамид CD3e+CD19- T-лимфоциттердің (24,03%-ға), CD4+CD25+ Thact-белсендірілген хелперлердің (26,75%-ға) қалыпты төмендеуін, CD4+CD25+FoxP3+ Treg-реттеуші лимфоциттердің (48,08%-ға) және CD28+CD44+CD8a+ Тmem-жад жасушаларының (28,0%-ға) айтарлықтай төмендеуін туғызды. CD43+CD3e+CD4+-Th-лимфоциттердің деңгейі өзгерген жоқ және CD43+CD3e+CD8a+ цитотоксикалық Т-лимфоциттердің деңгейі айқын жоғарылады (32,87%-ға). 
Осылайша, ЦФ-ң Т-лимфопоэзге әсері келесідей болды:
Гомеостатикалық спленоцитарлыға (24-28%) қарағанда біріншілік Т-лимфопоэз белсенділігі айқын төмендеді (сүйек кемігінде 45,20%-ға және тимуста 82,99%-ға).
Рециркуляцияланатын жасушалар арқылы тимустың компенсаторлық шоғырлануы рециркуляцияланатын CD4+CD25+ Thact-лимфоциттері деңгейінің күрт жоғарылауын туғызды ( 132,05%).
Біріншілік лимфо-миелоидты мүше – тимусқа қарағанда, екіншілік лимфо-миелоидты мүше-көкбауырдағы CD4+CD25+FoxP3+ Тreg-реттеуші лимфоциттердің деңгейі 2 есе төмендеді.
ЦФ көкбауырдағы CD43+CD3e+CD4+Th-хелперлер деңгейіне әсер еткен жоқ.
Сүйек кемігіндегі (36,91%-ға) және көкбауырдағы (28%-ға) біріншілік және рециркуляцияланатын CD3e+CD44+Tmem-жад жасушалар деңгейінің айқын төмендеуіне әкелді.
CD4+CD25+FoxP3+ Treg-реттеуші жасушалар деңгейі (48,08%-ға) айқын төмендеді, бұл көкбауырдағы CD43+CD3e+CD8a+ цитотоксикалық Т-лимфоциттер деңгейінің (32,87%-ға) айтарлықтай жоғарылауын туғызды.

[bookmark: _Toc164528937][bookmark: _Toc164536738][bookmark: _Toc165843260][bookmark: _Hlk164537499]3.1.2 Циклофосфамидтің В-лимфопоэзге әсері 
Иммунологияның дамуына және гемопоэз механизмін неғұрлым егжей-тегжейлі зерттеуге байланысты лимфоцитарлық жасушалардың пролиферация, жетілу және дифференциация кезеңдері туралы пікірлер өзгереді. Сондай-ақ цитостатикалық препараттардың иммунокомпетентті жасушалардың жетілу процестеріне әсер ету механизмдері туралы ұғымдар өзгеруде [59, 199 б.].
Қазіргі таңда циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессиялық жағдайларда сүйек кемігі мен көкбауырдағы В-лимфопоэздің кейбір қырлары жеткілікті түрде зерттелмеген. Циклофосфамидпен ықпалдандырылған лимфоцитопоэздепрессивті жағдайда сүйек кемігінің, спленоцитарлы В-жасушаларының сандық таралуы: Pro-B-I- және Pro-B-II-, pre-В-I-, pre-В-II-, T1, T2-, T3-, жетілмеген В-, FO-B-, MZB-, MHC class II+ белсендірілген  В-лимфоциттердің және Вmem-жад жасушалары зерттелмеген. Циклофосфамидтің біріншілік  және гомеостатикалық В-лимфопоэзді тежелу ​​деңгейіне әсерін бағалау туралы мәліметтер жоқтың қасы. Циклофосфамидтің лимфо-миелоидтық кешен В-лимфопоэздің әртүрлі кезеңдерінде В-жасушалық сатыларына әсерінің маңызын зерттеу осы процестердің патогенезін түсіну үшін де, оларды түзетудің қолайлы әдістерін табу үшін де маңызды [198-200].
Сүтқоректілердегі В-жасушаларының даму және жетілу процесі ұрық бауырындағы гемопоэтикалық бағаналы жасушаларынан (ГБЖ) басталады, содан кейін сүйек кемігінде, ГБЖ мультипотентті ізашарларға дифференциацияланады. Сүйек кемігінде дифференциацияның осы сатысында (CD117+) ГБЖ жасушаларында тирозинкиназа бағыты белсендіріледі; яғни, жасушалар гемопоэзге қатысады. 
Сүйек кемігінде циклофосфамид интоксикацияның әсерінен (CD117+) ГБЖ жасушалары санының төмендеуі айқын (1,67 есе) болды: UT тобында (7,62±1,33) %-дан (4,57±0,6) %-ға дейін, PL тобында (P=0,00002 F>Fcrit, 46512,5>18,51).
Сүтқоректілердің сүйек кемігіндегі В-лимфопоэз гемопоэтикалық бағаналы жасушалардың кезекті дифференциациясы, беткейлік линиялы маркерлері жоқ, қан түзетін негізгі линияларға тән жалпы лимфоидты ізашарларынан (CLP)  бастау алады. Бағаналы жасушалар сияқты, CLP   CD34 молекуласын, сондай-ақ CD45R панлейкоциттік маркерін (тышқандарда, CD45 изоформасы) экспрессиялайды. Жетілудің бес сатысынан (A, B, C, D және E) өте отырып, А сатысында CLP-2 жасушалары CD19- экспрессиясының болмауымен сипатталады, содан кейін барлық кейінгі Pro-B-I- және Pro-B-II сатыларында-лимфоциттерде CD19+ CD43+ молекулалары болады. 
	Біздің зерттеу жұмыстарымызда, бұл сатыда ЦФ-ң CD19+ CD43+ Pro- B-I-, Pro-B-II-лимфоциттерінің 2,19 есе (P=0,0005 F>Fcrit, 1729,94>18,51) төмендегенін көрсетті (кесте 4).
D сатысында pre-B-I-жасушалар мен pre-В-II-ге жасушалар В220+/CD45R+CD19+CD24+CD25+ экспрессиялай, CD43- молекуласын жоғалтады. Е сатысында жетілмеген В-жасушалары CD43-B220+/CD45R+CD19+CD24+IgM+ экспрессиясымен сүйек кемігінен шығып, екіншілік лимфоидты мүшелерге (көкбауыр, лимфа түйіндері, пейер шытырасы, бадамша бездер және шырышты қабық ұлпалары) өтіп, олардың В- жасушаларына (1 типті және 2 типті)  дифференциациясын жалғастырады. Осылайша, pre-В-I-жасушаларды, pre-В-II-жасушаларды және жетілмеген В-лимфоциттерді CD19+ беттік ерте маркерімен және В220+/CD45R+ панлейкоциттік маркерімен біріктіру арқылы біз Pre-B-I-, Pre-B жасушаларының деңгейін есептедік. Циклофосфамид B220+/CD45R+CD19+ Pre-B-I-, Pre-B-II- және жетілмеген В-лимфоциттер деңгейінің 1,83 есе (P=0,000004  F>Fcrit, 203521,99>18,51) төмендеуіне әкелді.
Әрі қарай CD19+ беттік маркерлері және В220+/CD45R+ панлейкоцитарлы маркері бар транзиторлы В-лимфоциттер саналды,  онда ЦФ әсер ету нәтижесінде көкбауырдағы В220+/CD45R+  деңгейі  1,51 есе (P=0,04 F>Fcrit,  19,16>18,51) төмендеді. 
ЦФ B220/CD45R+CD19midCD43- FO-B-лимфоциттер мен көкбауырдағы MZB-лимфоциттер деңгейін 1,93 есе (P=0,00004 F>Fcrit, 24467,16>18,51) төмендетті. 
Көкбауырдың герментативті орталығындағы антигенмен белсендірілген В-лимфоциттер B220/CD45R+CD19+MHC class II+ фенотипімен сипатталады. Антидене түзетін жасушалар В-лимфоциттердің туындылары болып табылады. MZB жасушалары мен B-1в-жасушаларына тимусқа тәуелсіз жауап (TI-антигендер) қалыптастыру үшін Т-жасушалармен өзара әрекеттесуді айнала өтіп, IgM және IgG3 антиденелерін синтездеу үшін бірнеше сағат/тәулік қажет. Соңында, мерзімі ұзағырақ (бірнеше тәулік/апта), бірақ едәуір қолайлы иммундық жауапты туғызатын плазматилық жасушалардан алынған арнайы антиденелермен (IgG, IgA, IgE) ұсынылады. Бұндай, көкбауырдағы герментативті орталықтағы В220/CD45R+CD19+ MHC class II белсендірілген В-лимфоциттердің деңгейі ЦФ әсерінен кейін жойқын, 3,97 есе (P=0,000000009 F>Fcrit, 10301260,50>18,51) төмендеді. 

Кесте 4 – ЦФ әсерінен кейінгі сүйек кемігі және көкбауырдағы В-лимфоциттердің субпопуляциялары 

	№ р/с
	В-лимфоциттер субпопуляцияларының мәні (M±SD), %

	
	Жануарлар тобы
	Сүйек кемігіндегіD43+
CD19+
Pro- B-I-, Pro-B-II-лимфоциттер
	Сүйек кемігіндегі CD43-
CD19+
CD45R+
Pre-В-I-, Pre-В-II- жетілмеген В-лимфоциттер  
	Көкбауырдағы CD45R+CD43-CD19+
T1, T2, T3 – транзиторлы лимфоциттер
	Көкбауырдағы CD45R+
CD19+/mid
MZB -, FO-B-лимфоциттер
	Көкбауырдағы герментатитвті орталықтағы белсендірілген CD45R+
CD19+
MHCII+
В-лимфоциттер 
	Көкбауырдағы CD45R+
CD19+ CD40+
Bmem-жад лимфоцит
тер

	1
	UT
	7,62±1,33
	14,04±4,59
	1,3±0,25
	32,6±3,88
	60,65±2,41
	24,60±2,02

	2
	PL
	4,57±0,60
	7,66±0,41
	0,86±0,07
	16,88±0,93
	15,26±1,54
	7,86±1,05

	P
	Р 1–2 = 0,00002 
 
	Р 1–2 = 0,000001
	Р 1–2 = 0,01 

	Р 1–2 = 0,01 

	Р 1–2 = 0,00000009  

	Р 1–2 = 0,00003  




Әрі қарай, егер байланысты тану В және Th2 жасушаларының өзара әрекеттесу кезінде орын алса, В-жасушасының мембранасында экспрессияланатын, Th2 жасушаларының бетінде CD40L-CD40 рецептор молекуласы пайда болады. Мұндай қосымша костимуляция В-лимфоциттермен цитокиндік рецепторлардың экспрессиясына бастама және В-Т-конъюгатының біріншілік фолликул аймағына миграциясына серпін береді. CD40 рецепторы жад жасушаларына, реттеуші және киллерлі В-лимфоциттерге тән. 
Біздің зерттеуімізде, ЦФ әсерінен B220/CD45R CD19+CD40+ Bmem-лимфоциттерінің саны 3,1 есе (P=0,00003 F>Fcrit, 27745,30>18,51) төмендеді.
Осылайша, ЦФ В-лимфопоэзге әсері келесідей болды. ЦФ сүйек кемігі мен көкбауырдағы белсенді пролиферацияланатын В-лимфоциттер деңгейінің едәуір төмендеуін (33,85 - 54,42%-ға) тудырды: CD19+CD43+ Pro-B-I- және Pro-B-II-лимфоциттер; B220+/CD45R+CD19+ Pre-B-I-, Pre-B-II- және жетілмеген В-лимфоциттер; B220+/CD45R+CD43+CD19+ транзиторлы В-лимфоциттер; B220/CD45R+ CD19midCD43- FO-B-лимфоциттер және MZB-лимфоциттер.
ЦФ белсенді пролиферацияланатын және иммуноглобулиндердің барлық кластарын синтездейтін деңгейінің (68,05 - 74,83%-ға) күрт төмендеуіне әкелді: B220/CD45R+CD19+MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттері, B220/CD45R+CD19+CD40+ Bmem- лимфоциттері.

[bookmark: _Toc164528926][bookmark: _Toc164536724][bookmark: _Toc165843261]3.2 Циклофосфамид негізіндегі қанның гематологиялық көрсеткіштерінің өзгерістері бойынша қосылыстардың скринингі
[bookmark: _Toc164528927][bookmark: _Toc164536725][bookmark: _Toc165843262]3.2.1 Биспидин қосылыстарының гемоынталандырушы белсенділігін зерттеу 	
Бұл бөлімде ЦФ әсеріне ұшыраған жаңадан синтезделген химиялық препараттардың жануарлардың гематологиялық көрсеткіштеріне әсері ұсынылған. 
3,7-диазабицикло[3.3.1] нонанның (биспидин) қосылысы тәжірибелік қолданылуындағы үлкен маңызына байланысты сұранысқа ие болып қала береді [201, 202]. Биспидиндердің азот алмастырғыштардың табиғатын өзгерту арқылы реттеуге болатын антиаритмиялық белсенділігін ерекше атап өтуге болады [203]. Олардың өлімге әкелетін аритмияларды емдеу және кенеттен жүректің тоқтап қалуының алдын алу үшін әрекет ететіні көрсетілген. 
3-(3-метоксипропил)-7-(3-имидазоло-пропил) 3,7диазабицикло[3.3.1] нонанның  β-циклодекстринмен кешені қолданылатын лидокаин мен тримекаин анестетиктеріне қарағанда ұзаққа созылатын терең инфильтрациялық анестезияны тудырады [204].
Біздің зерттеуімізге гемоынталандырғыш белсенділік потенциалы бар 7 жаңа синтезделген биспидинді қосылыстар алынды. 
Жаңа БИВ-135, БИВ-136, БИВ-137, БИВ-156, БИВ-178 қосылыстарына 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан радикалдарының ядросының полярлы азот иондарына 3-ші орнында жалғанған: метил (БИВ-135), [[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил)]  (БИВ-136, БИВ-156, БИВ-138, БИВ-158), (БИВ-137, БИВ-139)(3-метоксипропил), ВОС (БИВ-178). 7-ші орнында жалғанған радикалдар: фенилэтил (БИВ-135), 3-метоксипропил (БИВ-136, БИВ-138), [2-(пиридин-2-ил)этил]  (БИВ-137, БИВ-139),  (3-бутоксипропил) (БИВ-156, БИВ-158). Ал БИВ-138, БИВ-158 қосылыстарында 9-шы орнында 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонанның ядросына үшінші радикал О-бензоилоксим қосылды. Барлық қосылыстар β-циклодекстриннің кешенді қосылыстары болып табылады.  
Тек БИВ-137 және БИВ-139 қосылыстары радикалдың 3-ші орнында 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан ядросының полярлы азот иондарына қосылуымен орташа гемопоэзді ынталандыратын белсенділікті көрсетті: (3-метоксипропил); және радикалдың 7-ші орнында: [2-(пиридин-2-ил)этил]. БИВ-139 қосылысында 9-шы орнында үшінші радикал -О-бензоилоксим де болды. Барлық қосылыстар β-циклодекстринмен кешенде болды (кесте 5). 
Кесте 5 – Биспидин қосылыстарының химиялық құрылымы
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	[bookmark: _Hlk164503412]БИВ-135
	

	[bookmark: _Hlk142829297][bookmark: _Hlk164503432]3-метил-7-фенилэтил-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонанның β-циклодекстринмен кешені









	5-кестенің жалғасы

	№
	Шифры
	Формуласы
	Атауы

	Биспидиндер

	2
	[bookmark: _Hlk164503466]БИВ-136
	

	[bookmark: _Hlk142829353]3-[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил)]-7-(3-метоксипропил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонанның β-циклодекстринмен кешені 

	3
	[bookmark: _Hlk164503484]БИВ-137
	

	[bookmark: _Hlk142829399]3-(3-метоксипропил)-7-[2-(пиридин-2-ил)этил]-3,7-диазабицикло[3.3.1] нонанның β-циклодекстринмен кешені

	4
	[bookmark: _Hlk164503503]БИВ-138
	

	[bookmark: _Hlk142829484]3-[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил)]-7-(3-метоксипропил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-он O-бензоилоксимнің  β-циклодекстринмен кешені

	5
	[bookmark: _Hlk164503518]БИВ-139
	

	[bookmark: _Hlk164503527]3-(3-метоксипропил)-7-(2-(пиридин-2-ил)этил)-3,7-диазабицикло[3.3.1] нонан-9-он O-бензоилоксимнің  β-циклодекстринмен кешені



	6
	[bookmark: _Hlk164503535]БИВ-156
	

	[bookmark: _Hlk142829454]3-[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил)]-7-(3-бутоксипропил)- 3,7-диазабицикло[3.3.1] нонанның β-циклодекстринмен кешені






	5-кестенің жалғасы

	№
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	Формуласы
	Атауы

	Биспидиндер

	7
	[bookmark: _Hlk164503549]БИВ-158
	

	[bookmark: _Hlk142829562]3-[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил)]-7-(3-бутоксипропил)- 3,7-диазабицикло[3.3.1] нонан-9-он O-бензоилоксимнің  β-циклодекстринмен кешені



Метилурацилдың салыстырмалы препарат деңгейіндегі гемопоэтикалық белсенділігі БИВ-139 қосылысында басым айқындалса, БИВ-137-де 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана радикалдың 3-ші орынында -(3-метоксипропил), ал радикалдың 7-ші орында -[2-(пиридин-2-ил)этил] байланысқан, біршама төмен деңгейде айқындалды.  3-ші, 7-ші орындарындағы екі радикалының  азот ядросы полярлы иондарымен жалғануы бар БИВ-137 қосылысының белсенділігі біршама төмен болды. БИВ-139 қосылысының 9-шы орындағы үшінші радикал –О-бензоилоксиммен бірлескен белсенділігі арта түсті.
6-кестеде биспидиндердің гемопоэтикалық белсенділігінің зерттеу нәтижелері көрсетілген.
ЦФ (PL тобы) cүйек кемігіндегі жасушалардың барлық дерлік түрлеріне жалпы токсикалық әсер етті. Осы негізде эритропоэз көрсеткіштерінде келесідей өзгерістер байқалды. БИВ-139 тобындағы гемоглобин деңгейі (148,5±4,5) г/л,  БИВ-137 тобының (143,0±2,0) г/л көрсеткішімен бір деңгейде болды. Бұл МU (139,5±12,1) г/л тобының деңгейіне сәйкес келді де, UT тобындағы гемоглобин деңгейіне дерлік жетті (158,5±16,5) г/л. 
БИВ-139 тобындағы эритроциттердің саны (8,1±0,1) ·1012/л құрады, бұл МU (7,4±1,1)·1012/л, UT (7,1±1,1)·1012/л  топтарының деңгейінен аса ерекшеленбейді. БИВ-137, БИВ-139 тотарының эритроциттеріндегі (MCH) гемоглобиннің орташа мөлшері (18,0-18,4) пг, бұл UT тобының көрсеткішіне (19,45±1,6) пг сәйкес келді. БИВ-137, БИВ-139 топтарының эритроциттеріндегі (MCHC) гемоглобиннің орташа мөлшері деңгейі (433,5-438,0) г/л болды, бұл UT тобының деңгейіне (446,5±16,5) г/л сәйкес келді. Жоғары, төмен ығысулар байқалмады, бұл гемоглобин деңгейінің нормахромды қалпына келуін көрсетеді. БИВ-137 және БИВ-139 топтарындағы (MCV) эритроциттердің орташа көлемі (41,1 - 42,4) фл болды, бұл UT тобы (43,5±2,3) фл және MU тобы (40,8±1,0) фл сәйкес келеді. Эритроциттердің (RDWsd) көлем бойынша таралу ауқымының көрсеткіші де қалыпты мөлшерде және MU тобына қарағанда жоғары болды. БИВ-139 тобындағы нейтрофилдердің абсолютті саны (3,5±1,1)·109/л құрады  және UT тобы деңгейінде болды, PL тобына қарағанда (1,6±0,1)·109/л – 2,18 есе (P=0,005 F>Fcrit, 180,5>18,51), яғни біршама жоғары, MU тобынан (2,1±0,6)·109/л - 1,6 есе (P=0,005 F>Fcrit, 196>18,51) қарағанда жоғары болды. 
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	[bookmark: _Hlk140071965]Кесте 6 – Биспидиндердің гемопоэзынталандырушы белсенділігі

	№
	Гемограмма көрсеткіштері
	  WBC,·109/L
	LYM, 109/L
	NEU, ·109/L
	MON,·109/L
	EO, ·109/L
	BAS, ·109/L
	LYM, %
	NEU, %
	MON, %
	EO, %
	BAS, %
	RBC, 1012/L
	HGB, г/л
	HCT, %
	MCV, фл
	MCH, пг
	MCHC, г/л
	RDWsd, фл
	RDWcv, %
	PLT, ·109/L
	MPV, фл


	1
	БИВ-135
	5,3 
±
0,3 
	2,1
±
0,1
	2,8 
±
0,1 
	0,2 
±
0,05
	0,1 
±
0,0
	0,1 
±
0,0
	39,3 
±
0,7
	53,5 
±
0,4
	5,2 
±
1,2
	1,9 
±
0,1
	0,2 
±
0,0
	7,1
 ±
0,0
	133,5
±
3,5
	29,5
±
0,5
	42,3 
±
0,7
	18,8
 ±
0,5
	444,5
±
4,0
	13,1 
±
0,2
	17,5 
±
0,5
	300
±
17,2
	4,4
 ±
1,3

	2
	БИВ-136
	5,4 
±
0,3 
	3,8 
±
0,3
	1,2
 ±
0,04
	0,1 
±
0,0
	0,1
 ±
0,0
	0,0 
±
0,0
	71,4 
±
2,4
	23,2 
±
2,05
	3,0  
±
0,4
	2,0 
±
0,0
	0,2 
±
0,1
	8,2
 ±
0,5
	149,5
±
14,5
	35,05
±
2,7
	42,7
±
0,7
	18,1
±
0,65
	424,5
±
7,5
	16,9
±
2,0
	18,4
±
0,2
	291,5
±
74,5
	7,0
 ±
2,2

	3
	БИВ-137
	6,6 
±
0,4 
	3,8 
±
0,4 
	2,3 
±
0,0
	0,0 
±
0,0 
	0,2
±
0,0 
	0,0 
±
0,0
	59,0
 ±
3,6
	36,2
±
3,1 
	1,0
 ±
0,0 
	1,2 
±
1,6
	1,0
 ±
0,0
	7,9  
±
0,0
	143,0
±
2,0
	32,6
±
0,7
	41,1
±
1,4
	18,0±
0,5
	438
±
12,4
	14,3
±
0,8
	19,2
±
0,5
	243
±
64,5
	3,4
 ±
0,4

	4
	БИВ-138
	5,1
 ±
0,3
	3,5 
±
0,71
	1,3
±
0,0
	0,1
 ±
0,0
	0,1 
±
0,0
	0,0
 ±
0,0
	69,0
±
3,5
	25,4
±
3,2
	3,6
±
0,0
	2,0
±
0,0
	0,4
±
0,0
	7,6 
±
0,6
	135,8
±
15,6
	32,3 
±
0,6
	42,2 
±
2,3
	17,5 
±
0,8
	417
±
18,5
	18,9
 ±
1,5
	18,6
±
1,6
	366,2
±
19,5
	9,3 
 ±
0,8

	5
	БИВ-139
	9,6  
±
2,8
	5,7 
±
1,7
	3,5 
 ±
1,1
	0,1 
±
0,0
	0,1 
±
0,0
	0,1
 ±
0,0
	59,9 
± 
0,0
	36,7 
±
0,3
	1,5 
±
0,1
	1,7 
±
0,2
	0,8 
±
0,2
	8,1 
±
0,1
	148,5
±
4,5
	34,2
±
0,9
	42,4
 ±
0,6
	18,4 
±
 0,0
	433,5
± 
15,1
	18,2
 ±
0,7
	20,5 
±
0,2
	204,2
±
3,5
	5,5 
 ±
1,8

	6
	БИВ-156
	6,03
±
0,5
	5,08
±
0,1
	0,1
±
0,0
	0,8
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0
±
0,0
	82,8 
±
15,4
	2,6
±
0,0
	14,6 
±
0,9
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	4,3 
± 
0,1
	93,0
± 
5,8
	23,4
± 
2,1
	54,00
± 
11,2
	21,9
±
 7,3
	407 
± 
16,7
	29,5 
± 
8,6
	16,3 
± 
1,2
	375,5
± 
14,6
	7,6 
± 
0,1

	7
	БИВ-158
	4,8
±
0,1
	4,6
±
0,1
	0,1
±
0,0
	0,1
±
0,0
	0,0
 ±
0,0
	0,0 
±
0,0
	95,6
±
4,5
	1,8
±
0,0
	2,5
±
0,0
	0,0
 ±
0,0
	0,0 
±
0,0
	3,7
±
0,1
	74,5
±
4,8
	19,5
±
0,9
	52,8
±
8,4
	20,1
±
1,1
	382
±
18,9
	28,2
±
1,2
	15,2
±
0,9
	372,0
±
19,2
	7,4
±
0,1

	8
	MU
	7,2 
±
1,2
	4,5 
±
0,1
	2,1 
±
0,6
	0,3 
±
0,0
	0,2 
±
0,0
	0,03 ±
0,0
	62,8
 ±
1,7
	29,8 
±
0,6
	4,2 
±
0,7
	2,8 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	7,4
±
1,1
	139,5
±
12,1
	30,2
±
2,3
	40,8
±
1,0
	18,7
±
1,0
	459
±
22,5
	10,1
±
0,0
	17
±
1,0
	340,2
±
26,1
	4,1 
±
0,0

	9
	PL
	3,8
±
0,9
	1,5
 ±
0,1
	1,6 
±
0,1
	0,4
±
0,2
	0,0 
±
0,0
	0,0
 ±
0,0
	40,6 
±
1,4
	44,4
 ±
1,6
	12,2 
±
0,9
	2,0 
±
0,0
	0,8
 ±
0,0
	4,09
±
1,6
	71,0
±
6,04
	11,0
±
0,3
	26,9
±
1,6
	17,4
±
0,02
	647
±
28,8
	11,5
±
0,0
	31,2
±
0,3
	381,0 
± 
19,6
	3,5 
±
0,0

	10
	UT
	10,7
 ±
1,1
	6,7 
±
1,5
	3,1 
±
0,7
	0,3 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	0,2 
±
0,0
	62,4
±
3,1
	29,3 
±
1,0
	2,7
±
0,07
	3,5
 ±
0,8
	3,0 
±
0,0
	7,1
 ±
1,1
	158,5
±
16,5
	36,9
±
3,2
	43,5
±
2,3
	19,4
±
1,6
	446,5
±
16,5
	19,8
±
4,6
	20,9
±
2
	561,2
±
12,2
	3,9 
±
0,3

	11
	P, F
	* 
	** 
	 ***
	
	
	
	**** 
	
	
	
	
	*****
	******
	
	
	*******
	
	
	
	********
	

	
	* (P5-8=0,003 F>Fcrit, 288>18,51), ( P5-9=0,0005 F>Fcrit, 1682>18,51);
** (P5-9=0,001 F>Fcrit, 882>18,51), (P5-8=0,01 F>Fcrit, 72>18,51), (P5-10=0,01 F>Fcrit, 50>18,51);
*** (P5-9=0,005 F>Fcrit, 180,5>18,51), (P5-8=0,005 F>Fcrit, 196>18,51);
**** (P5-9=0,04, F>Fcrit, 19>18,51), (P5-8=0,04, F>Fcrit, 19>18,51);
*****(P5-8=0,03 F>Fcrit, 24,5>18,51), (P5-9=0,0006 F>Fcrit, 1592,08>18,51);
******(P5-8=0,0002 F>Fcrit, 4050>18,51), (P5-9=0,0001 F>Fcrit, 5946,7>18,51);
*******(P5-8=0,16 F>Fcrit, 4,5>18,51), (P5-9=0,01 F>Fcrit, 50>18,51);
********(P5-8=0,000001 F>Fcrit, 924800>18,51), (P5-9=0,0000003, F>Fcrit, 2504904>18,51). 



БИВ-137 және БИВ-139 топтарындағы қан жағындысын бақылау перифериялық қанға жолақты нейтрофилдердің жоғары көрсеткіштері бар миелобласттардың бөлінуін көрсетті. Ядролық регенеративті солға ығысуы бар нейтрофилияның жоғары деңгейі қандағы лейкоциттердің компенсаторлық қалпына келуін көрсетті. 
Лимфоциттердің көрсеткіштері ұқсас өзгерістерге ұшырады. Мысалы, БИВ-137 және БИВ-139 топтарындағы лимфоциттердің деңгейі (59,0 – 59,9) % құрады, бірақ PL тобының көрсеткішінен жоғары бола тұра,  MU және UT топтарының деңгейіне жеткен жоқ.
[bookmark: _Hlk140755975]БИВ-139 тобындағы лимфоциттердің абсолютті саны (5,7±1,7)·109/л БИВ-137 тобының көрсеткішінен жоғары болды, бұл PL тобының деңгейінен (1,5±0,1)·109/л 3,8 есеге (P=0,001 F>Fcrit, 882>18,51) жоғары, MU тобының деңгейінен (4,5±0,1)·109/л 1,2 есе (P=0,01 F>Fcrit, 72>18,51) жоғары болды, бірақ UT тобының деңгейінен (6,7±1,5)·109/л 0,8 есеге төмен (P=0,01 F>Fcrit, 50>18,51) болды. 
[bookmark: _Hlk163229188]Сонымен, циклофосфамидпен ықпалдандырылған миелодепрессия жағдайында зерттелетін БИВ-137 және БИВ-139 қосылыстарын енгізгеннен кейінгі 7-ші тәулікте сүйек кемігіндегі жасушалардың пролиферациясының біркелкі ынталануы байқалды. Перифериялық қанда эритроцитарлық көрсеткіштерідің қалыпты мөлшерге дейін нормацитарлы және нормохромды қалпына келуімен сипатталатын ретикулоцитоз; лейкоциттердің қан лейкограммасының бұзылуынсыз біркелкі қалпына келуі байқалды. Нейтрофилия солға регенеративті ығысуымен айқындалды. Тромбопения ЦФ әсері негізінде күрделенді. Барлық тромбоцитарлы көрсеткіштер UT топтың көрсеткіштерінен төмен болды. БИВ-139 қосылысының гемопоэз ынталандырушы белсенділігі БИВ-137 қосылысының белсенділігінен асып түсті [205].  

[bookmark: _Toc164528928][bookmark: _Toc164536726][bookmark: _Toc165843263][bookmark: _Hlk164537391]3.2.2 Диенон қосылыстарының гемоынталандырушы белсенділігін зерттеу 
Циклді кетондардың бис(арилметилиденин) (диенинондардың) туындылары органикалық синтез үшін үлкен қызығушылық тудыруы мүмкін. Бұл қосылыстар қос байланыстардың конъюгацияланған жүйесінің болуымен, сондай-ақ қосарланған және үштік байланыстардың түйісуімен сипатталады. Айқас-түйіскен диенондары жоғары биологиялық белсенділікті танытады және биологиялық белсенді қасиеттердің кең ауқымына  ие. Олар медицинада және экология саласында қолданыс табады. Диенинондар көптеген биологиялық белсенділік қасиеттеріне ие. Мысалы, андрогенді [206], микробқа қарсы, гипохолестеролеми [207, 208], қабынуға қарсы, ісікке қарсы [209], қызуды басатын [210]. Гидроксибис(арилметилиден)цикланондардың гомологиялық қатары антиоксиданттар, инсектицидтер, акарицидтер, нематицидтер және гербицидтер ретінде қолданылатыны зерттелді [211-213].
Біздің зерттеуімізге гемоынталандырғыш белсенділігі бар 2 жаңа синтезделген азоттық қосылыстар алынды.  
	Жаңа БИВ-206, БИВ-207 қосылыстарының синтезі α,β-қанықпаған алициклды кетондарға (пиперидин сақинасы қосылған диенондар) әртүрлі радикалдардың жалғануына негізделген. α,β-қанықпаған алициклді кетондар куркуминнің синтетикалық аналогтары болып табылады. 
	БИВ-206 қосылысы 1-(2-этоксиэтил)-3,5-бис радикалға жалғану жолымен алынды. БИВ-207 қосылысы БИВ-206 қосылысынан келесі қасиетімен ерекшеленді: ядрода (2-фторбензилиден) пиперидин-4-онаның (БИВ-206) орына 2-(трифторметил)бензилиден]пиперидин-4-он болды (БИВ-207). БИВ-206, БИВ-207 екі қосылыста да – 1-(2-этоксиэтил)-3,5-бис радикалы болды. Тап осы БИВ-207  [2-(трифторметил)бензилиден]пиперидин-4-онның ядролы қосылысы БИВ-206 қосылысына қарағанда жоғары гемопоэз ынталадырушы белсенділік көрсетті. Барлығы β-циклодекстринді кешенді қосылыстар болды. Диенон қосылыстардың химиялық құрылымы туралы мәліметтер 7-кестеде келтірілген.

Кесте 7 – Диенонды қосылыстардың химиялық құрылымы
	[bookmark: _Hlk139889792]№
	Шифры
	Формуласы
	Атауы

	Диенондар

	1
	[bookmark: _Hlk164507232]БИВ-206
	

	[bookmark: _Hlk142830059]1-(2-этоксиэтил)-3,5-бис(2-фторбензилиден)пиперидин-4-онның β-циклодекстринмен кешені

	[bookmark: _Hlk164507257]2
	БИВ-207
	

	[bookmark: _Hlk142830149]1-(2-этоксетил)-3,5-бис[2-(трифторметил)бензилиден]пиперидин-4-онның β-циклодекстринмен кешені



α,β-қанықпаған алициклді кетондары бар қосылыстардың гемопоэтикалық белсенділігі (пиперидин негізі бар диенондар). Метилурацил салыстырмалы препаратының деңгейіндегі гемопоэтикалық белсенділік БИВ-207 қосылысында пиперидин негізі бар диондарға -2-(трифторметил) радикалының жалғануымен айқындала бастады.
Эритропоэзді бағалау. БИВ-207 тобы қанындағы гемоглобин деңгейі (145,5±6,2) г/л, бұл MU тобының (139,5±12,1) г/л деңгейінде болды және UT топтың қанындағы гемоглобиннің деңгейіне (158, 5±16,5) г/л дерлік жетті. БИВ-207 тобындағы қанның жалпы эритроцитарлы көрсеткіші (9,1±0,9)·1012/л болды, бұл қанның MU және UT топтарының  (7,1±1,1)·1012/л көрсеткіштеріне сәйкес келді. БИВ-207 тобының эритроциттеріндегі  (MCH) гемоглобиннің орташа мөлшері (16,0±5,8) пг болды, бұл UT тобынан көрсеткішінен (19,45±1,6) төмен. БИВ-207 тобының эритроцитіндегі (MCHC) гемоглобиннің орташа мөлшері 294,5±14,2 г/л болды, бұл UT топтың деңгейінен (446,5±16,5) г/л 1,5 есе төмен болды. БИВ-207 тобындағы эритроциттердің (MCV) орташа көлемі (54,4±0,5) фл құрады, бұл UT тобына (43,5±2,3) фл және MU топтарының көрсеткіштерінен (40,8±1,0) жоғары (кесте 8). Эритроциттердің көлем бойынша таралу ауқымының көрсеткіші де (RDWsd) қалыпты мөлшерге сай болды және MU тобының көрсеткішінен жоғары болды. Сонымен, БИВ-207 тобында сүйек кемігінің циклофосфамидті сарқылуынан кейін эритроцитарлы көрсеткіштер мен гемоглобиннің нормохромды және нормоцитарлық қалпына келуі байқалды. Қан жағындысын бақылау БИВ-207 тобындағы жануарлардың қанында перифериялық қанға нормобластар мен ретикулоциттердің бөлінуімен жүретін регенеративті процесті көрсетті. Ретикулоцитарлы көрсеткіші (4,9-6,8) % және жеке  нормобластар болды.
Лейкопоэзді қалпына келуі де БИВ-207 тобында біршама тиімді жүрді. БИВ-207 тобындағы қанның жалпы лейкоцитаритарлы көрсеткіші (9,6±3,2)·109/л құрады, бұл MU тобындағы көрсеткішітен (7,2±1,2)·109/л 1,33 есе жоғары (P=0,03, F>Fcrit, 288>18,51) болды, UT топтың деңгейіне (10,7±1,1)·109/л дерлік жетті, PL тобынының көрсеткішінен (3,8±0,9)·109/л 2,5 есе (P=0,0005 F>Fcrit, 1682>18,51) жоғары болды.  
БИВ-207 тобындағы нейтрофилдердің салыстырмалы көрсеткіші (3,3±0,0) %, бұл PL тобының көрсеткішінен (44,4±1,61) % 0,7 есеге төмен болды. БИВ-207 тобындағы лимфоциттердің салысытырмалы көрстекіші (85,8±9,8) % MU, UT және PL топтарының көрсеткіштерінен жоғары болды. БИВ-207 тобындағы абсолютті лимфоцитарлы көрсеткіш құрады  (8,2±1,2)·109/л болды және PL тобының көрсеткішінен (1,5±0,1)·109/л 5,46 есеге (P=0,0004 F>Fcrit, 2244,5>18,51), MU тобының көрсеткіштерінен (4,5±0,1)·109/л 1,82 есеге (P=0,001 F>Fcrit, 684,5>18,51) және UT топтың көрсеткішінен (6,7±1,9/л)·109/л 1,22 есеге (P=0,02, F>Fcrit, 33,10>18,51) жоғары болды. Лимфоцитарлық көрсеткіштердің қарқынды қалпына келуі БИВ-207 қосылысын оң сипаттама береді, өйткені иммунокомпетентті жасушаларды уақтылы қалпына келтіру ағзағының адаптивті иммунитет қызметінің тез қалпына келуіне мүмкіндік береді. Қалпына келу процесі лимфоцитарлы көрсеткіштің айқын қалпына келуімен жүрді, бұл кеміргіштер тобы жануарларының қанының лейкограммасын бұзбай жүрді. 
БИВ-207 тобындағы жағындыларды бақылау перифериялық қанға таяқша тәрізді нейтрофилдердің жоғары көрсеткіші бар миелобласттардың шығуын көрсетті. Ядролық регенеративті солға ығысуы бар нейтрофилездің жоғары деңгейі қандағы лейкоциттердің компенсаторлық қалпына келуін көрсетті.
	БИВ-207 тобының тромбоциттер деңгейінің қалпына келуі тиімді жүрді. жалпы тромбоцитарлы көрсеткіші (697,5±52,1)·109/л құрады, бұл MU тобының көрсеткішінен (340,2±26,1)·109/л (P=0,00000009 F>Fcrit, 10221640>18,51), UT тобының көрсеткішінен (561,2±12,2)·109/л 2,05 есе жоғары және PL тобының көрсеткішінен (381,0±19,6)·109/л 1,8 есе жоғары (P=0,00001 F>Fcrit, 100017,2>18,51) болды [214].   
α,β-қанықпаған алициклді кетондары бар қосылыстардың гемопоэтикалық белсенділігі салыстырмалы препараты-Метилурацил деңгейіндегі болды. Олардың ішінде БИВ-207 қосылысының -2-(трифторметил) пиперидинді негіздің жалғануында белсенділігі салыстырмалы түрде жоғары болғандығын көрсетті.

	[bookmark: _Hlk164123365]Кесте 8 –Диенондардың гемопоэзынталандырушы белсенділігі

	№
	Гемограмма көрсеткіштері
	   WBC,·109/L
	LYM, 109/L
	NEU, ·109/L
	MON,·109/L
	EO, ·109/L
	BAS, ·109/L
	LYM, %
	NEU, %
	MON, %
	EO, %
	BAS, %
	RBC, 1012/L
	HGB, г/л
	HCT, %
	MCV, фл
	MCH, пг
	MCHC, г/л
	RDWsd, фл
	RDWcv, %
	PLT, ·109/L
	MPV, фл


	1
	БИВ - 206
	4,3 
± 
0,9
	3,5 
± 
0,4
	0,3 
± 
0,0
	0,5
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	80,8 
± 
8,9
	8,4 
± 
0,9
	10,8 
± 
0,9
	0,0 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	10,9 
± 
1,2
	175,5 
± 
4,8
	60,4 ± 
3,0
	55,1 
± 
0,6
	16,0  
± 
4,6
	290,5 
± 
12,2
	32,7 
± 
8,1
	15,6
± 
1,1
	630,5 
± 
56,2
	5,8 
±
 0,9

	2
	БИВ - 207
	9,6 
± 
3,2
	8,2 
± 
1,2
	0,3 
± 
0,0
	1,0 
± 
0,5
	0,0 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	85,8 
±  
9,8
	3,3 
±
0,0
	10,9 
± 
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
± 
0,0
	9,1  
± 
0,9
	145,5
 ± 
6,2
	49,5 ± 
1,5
	54,4 
± 
0,5
	16,0  
± 
5,8
	294,5 
± 
14,2
	30,1 
± 
7,2
	14,9 
±
1,1
	697,5 
± 
52,1
	5,8 
±
 0,8

	3
	MU
	7,2 
±
1,2
	4,5 
±
0,1
	2,1 
±
0,6
	0,3 
±
0,0
	0,2 
±
0,0
	0,03 ±
0,0
	62,8
 ±
1,7
	29,8 
±
0,6
	4,2 
±
0,7
	2,8 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	7,4
±
1,1
	139,5
±
12,1
	30,2
±
2,3
	40,8
±
1,0
	18,7
±
1,0
	459
±
22,5
	10,1
±
0,0
	17
±
1,0
	340,2
±
26,1
	4,1 
±
0,0

	4
	PL
	3,8
±
0,9
	1,5
 ±
0,1
	1,6 ±
0,1
	0,4
±
0,2
	0,0 
±
0,0
	0,0
 ±
0,0
	40,6 
±
1,4
	44,4
 ±
1,6
	12,2 
±
0,9
	2,0 
±
0,0
	0,8
 ±
0,0
	4,09
±
1,6
	71,0
±
6,04
	11,0
±
0,3
	26,9
±
1,6
	17,4
±
0,02
	647
±
28,8
	11,5
±
0,0
	31,2
±
0,3
	381,0 
± 
19,6
	3,5 
±
0,0

	5
	UT
	10,7
 ±
1,1
	6,7 
±
1,5
	3,1 ±
0,7
	0,3 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	0,2 
±
0,0
	62,4
±
3,1
	29,3 
±
1,0
	2,7
±
0,07
	3,5
 ±
0,8
	3,0 
±
0,0
	7,1
 ±
1,1
	158,5
±
16,5
	36,9
±
3,2
	43,5
±
2,3
	19,4
±
1,6
	446,5
±
16,5
	19,8
±
4,6
	20,9
±
2
	561,2
±
12,2
	3,9 
±
0,3

	6
	P, F
	* 
	** 
	 ***
	
	
	
	****
	*****
	*******
	
	
	*******
	********
	
	
	
	
	
	
	**********
	

	
	* (P2-3=0,03 F>Fcrit, 288>18,51), (P2-4=0,0005 F>Fcrit, 1682>18,51);
** (P2-3=0,0004 F>Fcrit, 2244,5>18,51), (P2-3=0,001 F>Fcrit, 684,5>18,51), (P2-5=0,02 F>Fcrit, 33,1>18,51);
*** (P2-3=0,00002 F>Fcrit, 135112,5>18,51), (P2-4=0,00001 F>Fcrit, 84460,5>18,51);
**** (P2-3=0,00003 F>Fcrit, 26450>18,51), (P2-4=0,000009 F>Fcrit, 102152>18,51);
***** (P2-3=0,00002 F>Fcrit, 35112,5>18,51), (P2-4=0,00001 F>Fcrit, 84460,5>18,51);
****** (P2-3=0,0002 F>Fcrit, 4489>18,51), (P2-4=0,005 F>Fcrit, 169>18,51);
******** (P2-3=0,003 F>Fcrit, 289>18,51), (P2-4=0,0003 F>Fcrit, 2500>18,51);
********* (P2-3=0,0005 F>Fcrit, 1800>18,51), (P2-4=0,0001 F>Fcrit, 5495,2>18,51);
********** (P2-3=0,00000009 F>Fcrit, 10221640>18,51), (P2-4=0,00001 F>Fcrit, 100017,2>18,51).



[bookmark: _Toc164528929][bookmark: _Toc164536727][bookmark: _Toc165843264][bookmark: _Hlk164537403]3.2.3 Пиразолопиридин қосылыстарының гемоынталандырушы белсенділігін зерттеу	
El-Gohary және оның серіктестерінің ғылыми еңбектерінде пиразолопиридиндермен бірлестірілген жаңа сериялары дайындалып, олардың антимикробыты, ісікке қарсы белсенділігі бағаланды. Жекелей грам-оң бактерияларға, грам-теріс бактерияларға және саңырауқұлақтарға қатысты жүргізілген антимикробты бағалау көрстекендей 5-фенилпиразолопиридотриазинон 4а радикалы кең ауқымды антимикробты белсенділікке ие [215]. 
Зерттеуге гемоынталандырғыш белсенділігі 4 жаңа ситезделген азоттық қосылыстар алынды.  
БИВ-152, БИВ-153, БИВ-154, БИВ-190 қосылыстары оларды түрлі радикалды пиразолопиридин сақинаға қосу жолымен алынды. Пиразолопиридинді қосылыстар тобына БИВ-152, БИВ-153, БИВ-154 және БИВ-190 қосылыстары жатады (кесте 9). 
	Пиразолопиридиндердің гемоынталадырушы белсенділігі. 2-фенил-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c]пиридин  ядросына 5-(2-этоксиэтил)-7-(4-фторбензилиден)-3-(4-фторфенил) – радикалын жалғау (БИВ-152) нәтиже бермеді, ал 7-(4-фторбензилиден)-3-(4-фторфенил)-5-(3-метоксипропил) – радикалын жалғау (БИВ-153) гемоынталдандырушы  белсенділіктің айқындалуын көрсетті. 2-фенил-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c]пиридин ядросына 7-(3-фторбензилиден)-3-(3-фторфенил)-5-(3-метоксипропил) – радикалын  жалғау (БИВ-154), фторфенилдің 4-ші орыннан 3-ші орынға ығысуы белсенділікті төмендетті. Белсенді 5-бензил-7-(о-фторбензилиден)-2,3-бис топтарының ядросына фторды қосу арқылы алынған (БИВ-190 (BIV)) ядросының  (о-фторфенил)-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c]пиридинді сәтті алуынуы гемопоэтикалық  белсенділіктің күшеюіне алып келді. Күрделі радикалдардың қосылыстар ядросының құрылымын күрделендіру процесі байқалды. Барлық қосылыстар β-циклодекстринмен кешенді қосылыс ретінде болды. 2-фенил-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c]пиридин ядросына 7-(4-фторбензилиден)-3-(4- фторфенил)-5-(3-метоксипропил) – (БИВ-153) радикалын жалғау гемоынталандыруышы белсенділікті айқындалуына әкеліп соқты.

Кесте 9 – Пиразолопиридин қосылыстарының химиялық құрылымы
	№
	Шифры
	Формуласы
	Атауы

	Пиразолопиридиндер

	1
	[bookmark: _Hlk164507311]БИВ-152
	

	[bookmark: _Hlk164507323](5-(2-этоксиэтил)-7-(4-фторбензилиден)-3-(4-фторфенил)-2-фенил-3,3а,4,5,6,7-гексагидро-2Н-пиразоло[4, 3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен гидрохлоридті кешені)

	9-кестенің жалғасы

	№
	Шифры
	Формуласы
	Атауы

	Пиразолопиридиндер

	2
	БИВ-153
	

	[bookmark: _Hlk164507353]7-(4-фторбензилиден)-3-(4-фторфенил)-5-(3-метоксипропил)-2-фенил-3,3а,4,5,6,7-гексагидро-2Н-пиразоло[4, 3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен гидрохлоридті кешені

	3
	[bookmark: _Hlk164507360]БИВ-154
	

	[bookmark: _Hlk164507368]7-(3-фторбензилиден)-3-(3-фторфенил)-5-(3-метоксипропил)-2-фенил-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2Н-пиразоло[4,3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен гидрохлоридті кешені


	4
	[bookmark: _Hlk164507389]БИВ-190
	

	5-бензил-7-(o-фторбензилиден)-2,3-бис(o-фторфенил)-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен кешені



Эритропоэзді бағалау. БИВ-153 қосылысы эритропоэзді ынталандырушы белсенділік көрсетпеді. БИВ-153 тобындағы қандағы гемоглобин деңгейі (98,5±5,6) г/л болғанына қарамастан, жалпы эритроцитиарлы көрсеткіші төмен болды (4,9±0,5) ·1012/л , бұл PL тобы көрсеткішіне сәйкес келді. Барлық басқа эритроциттер көрсеткіштері де төмен болды. Сонымен, БИВ-153 тобында сүйек кемігінің циклофосфамидті сарқылудан  кейін эритроцитарлы көрсеткіштердің қалпына келуі байқалмады. Қан жағындыларын бақылау төмен ретикулоцитарлы көрсеткішті (19-6,8) % және жекелей нормобластарды көрсетті (кесте 10).
[bookmark: _Hlk164602911]Лейкопоэздің қалпына келуі БИВ-153 тобында бірашама тиімді жүрді. БИВ-153 тобы қанындағы жалпы лейкоцитарлы көрсеткіші (8,5±0,6)·109/л болды, бұл MU тобы көрсеткішінен (7,2±1,2)·109/л қан 1,18 есе жоғары (P=0,01 F>Fcrit, 84,5>18,51) болып, UT топтың көрсеткіші (10,7±1,1)·109/л дерлік жетіп,  PL тобы қанының көрсеткішінен(3,8±0,9)·109/л 2,2 есе (P=0,0009 F>Fcrit, 1104,5>18,51) жоғары болды. Нейтрофилдердің салыстырмалы көрсеткіші (2,2±0,0) % құрады және PL тобы көрсеткішінен (44,4±1,61) %-дан 0,04 есе төмен болды. БИВ-153 тобындағы лимфоциттердің салыстырмалы көрсеткіші (96,8±13,2) % құрады және MU, UT, PL топтарының көрсеткіштерінен 1,54, 1,58, 1,58 есе жоғары болды. БИВ-153 тобындағы қанның абсолютті лимфоцитарлы көрсеткіші (8,2±0,1)·109/л құрады және PL тобының көрсеткішінен (1,5±0,1)·109/л айтарлықтай 5,46 есе (P=0,0004 F>Fcrit, 2244,5>18,51), MU тобының көрсеткіштерінен (4,5±0,1)·109/л 1,82 есе (P=0,001 F>Fcrit, 684,5>18,51), UT топтан (6,7±1,5)·109/л 1,22 есе (P=0,008 F>Fcrit, 112,5>18,51) жоғары болды. Қан лейкограммасының жоғары салыстырмалы және абсолютті лимфоцитарлы көрсеткіштерінің оңға ығысуы байқалды. Лимфоциттердің шамадан тыс жоғары көрсеткіштері гранулоцитарлы лейкоциттердің минималды көрсеткіштеріне әкелді. Гаркави индексінің бұзылуы орын алды, бұл лейкоциттердің қан лейкограммасының бұзылуымен және лейкограмманың оңға ығысуымен біркелкі емес қалпына келуін көрсетті. БИВ-153 тобындағы жағынды бақылау миелобласттардың, лимфобласттардың перифериялық қанына шыққандығын көрсетті [216]. 
БИВ-153 тобындағы тромбоциттер деңгейін қалпына келуі жеткілікті дәрежеде тиімді жүрді. Қанның жалпы тромбоцитарлы көрсеткіші (477,5±21,5)·109/л болды, бұл MU тобының көрсеткішінен (340,2±26,1)·109/л 1,4 есе (P=0,000001 F>Fcrit, 942564,5>18,51), PL тобының көрсеткішінен (381,0±19,6)·109/л 1,25 есе (P=0,0001 F>Fcrit, 9220,05>18,51) жоғары болды. Тромбокрит деңгейі де БИВ-153 тобында тезірек қалпына келді. 
5-бензил-7-(о-фторбензилиден)-2,3-бис белсенді топтарының  фтор ядросына(о-фторфенил)-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c]пиридинді қосылуымен алынған (БИВ-190 (BIV)) яросының сәтті үйлесімділігі гемопоэтикалық  белсенділіктің күшеюіне алып келді.
Эритропоэзді бағалау. БИВ-190 (BIV) тобы қанындағы гемоглобин деңгейі (125,5±3,0) г/л, MU тобы деңгейінде (139,5±12,1) г/л болды және UT тобы гемоглобин деңгейіне (158, 5±16,5) г/л дерлік жетті. БИВ-190 (BIV) тобындағы жалпы эритроциттердің көрсеткіші (6,0±0,3)·1012/л болды, бұл MU және UT топтарының қан көрсеткіштерінен (7,1±1,1)·1012/л аздап төмен болды. BIV тобындағы эритроциттердегі (MCH) гемоглобиннің орташа мөлшері (20,8±0,6) пг, ол UT топ деңгейіне сай (19,45±1,6) пг болды. 
БИВ-190 (BIV) тобындағы эритроциттердегі (MCHC) гемоглобиннің орташа мөлшері (394,0±5,3) г/л болды, ол UT тобының деңгейінен (446,5±16,5) г/л 0,8 есе айтарлықтай аздап төмен екендігін көрсетеді. БИВ-190 (BIV) тобындағы эритроциттердің орташа көлемі (MCV) (52,8±0,8) фл болды, бұл UT тобына (43,5±2,3) фл және MU тобына (40,8±1,0) фл қарағанда жоғары болды. Эритроциттердің көлем бойынша таралуы да (RDWsd) қалыпқа сәйкес келді және MU тобына қарағанда жоғары болды. Осылайша, BIV тобында сүйек кемігінің циклофосфамидті сарқылуынан кейін эритроциттердің және гемоглобин көрсеткіштерінің нормохромды, нормоцитарлы қалпына келуі байқалды. Қан жағындысын бақылау БИВ-190 (BIV) тобындағы жануарлардың қанындағы нормобластар мен ретикулоциттердің перифериялық қанға бөлінуімен  анықталатын регенеративті процесті көрсетті. Ретикулоциттердің көрсеткіші (4,9-6,8) % және жеке нормобластар болды. 
Лейкопоэздің қалпына келуі БИВ-190 (BIV)  тобында қан лейкограммасы мен Гаркави индексін бұзбай, біркелкі жүрді. 



	Кесте 10 – Пиразолопиридиндердің гемопоэзынталандырушы белсенділігі

	№
	Гемограмма көрсеткіштері
	   WBC,·109/L
	LYM, 109/L
	NEU, ·109/L
	MON,·109/L
	EO, ·109/L
	BAS, ·109/L
	LYM, %
	NEU, %
	MON, %
	EO, %
	BAS, %
	RBC, 1012/L
	HGB, г/л
	HCT, %
	MCV, фл
	MCH, пг
	MCHC, г/л
	RDWsd, фл
	RDWcv, %
	PLT, ·109/L
	MPV, фл


	1
	БИВ - 152
	7,6 
± 
0,7
	7,1 
±
 0,6
	0,2 
± 
0,0
	0,2 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	93,9 
± 
1,9
	2,7 
± 
0,1
	3,4 
±
 0,1
	0,0 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	6,4 
± 
0,1
	118,5 
± 
6,5
	35,6 
± 
0,9
	55,6 
± 
1,6
	18,4
± 
0,8
	332,5 
± 
24,5
	29,1
 ± 
3,1
	15,8 
± 
0,8
	548,0 
± 
32,4
	7,4 
± 
0,1

	2
	БИВ - 153
	8,5 
± 
0,6
	8,2 
± 
0,1
	0,2 
± 
0,0
	0,1 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	96,8 
± 
13,2
	2,2 
± 
0,0
	1,1 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	4,9 
± 
0,5
	98,5 
±
 5,6
	27,1 
± 
1,8
	54,0 
± 
5,4
	19,8
 ± 
1,1
	365,5 
± 
53,6
	29,1 
± 
3,2
	15,9 
± 
0,9
	477,5
 ± 
21,5
	7,5 
± 
0,4

	3
	БИВ - 154
	4,9 
± 
0,1
	4,1 
± 
0,0
	0,2 
± 
0,0
	0,5 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	0,0 
±
0,0
	84,6 
± 
4,5
	5,2 
± 
0,1
	10,2 
±
 0,8
	0,0 
±
0,0
	0,0 
± 
0,0
	3,2 
±
0,2
	65,0 
± 
2,5
	17,0 
± 
0,5
	52,6 
± 
11,2
	20,3
± 
3,2
	384,5 
± 
18,4
	28,2 
± 
2,3
	15,2 
± 
0,8
	198,0
 ± 
6,4
	8,3 
± 
0,1

	4
	БИВ - 190
	8,1 
± 
1,5
	5,4 
± 
0,1
	2,6 
± 
0,0
	0,1 
±
0,0
	0,0 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	66,2
±  
3,2
	32,2 
± 
5,3
	1,6 
± 
0,2
	0,0 
± 
0,0
	0,0 
± 
0,0
	6,0  
± 
0,3
	125,5 
± 
3,0
	31,9 
± 
1,2 
	52,8 
±   
0,8
	20,8 
± 
0,6
	394 
± 
5,33
	24,7 
± 
0,4
	12,8
 ±  
0,03
	850 
± 
22,0
	5,4 
± 
0,0

	5
	MU 
	7,2 
±
1,2
	4,5 
±
0,1
	2,1 
±
0,6
	0,3 
±
0,0
	0,2 
±
0,0
	0,03 ±
0,0
	62,8
 ±
1,7
	29,8 
±
0,6
	4,2 
±
0,7
	2,8 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	7,4
±
1,1
	139,5
±
12,1
	30,2
±
2,3
	40,8
±
1,0
	18,7
±
1,0
	459
±
22,5
	10,1
±
0,0
	17
±
1,0
	340,2
±
26,1
	4,1 
±
0,0

	6
	PL 
	3,8
±
0,9
	1,5
 ±
0,1
	1,6 ±
0,1
	0,4
±
0,2
	0,0 
±
0,0
	0,0
 ±
0,0
	40,6 
±
1,4
	44,4
 ±
1,6
	12,2 
±
0,9
	2,0 
±
0,0
	0,8
 ±
0,0
	4,09
±
1,6
	71,0
±
6,04
	11,0
±
0,3
	26,9
±
1,6
	17,4
±
0,02
	647
±
28,8
	11,5
±
0,0
	31,2
±
0,3
	381,0 
± 
19,6
	3,5 
±
0,0

	7
	UT 
	10,7
 ±
1,1
	6,7 
±
1,5
	3,1 ±
0,7
	0,3 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	0,2 
±
0,0
	62,4
±
3,1
	29,3 
±
1,0
	2,7
±
0,07
	3,5
 ±
0,8
	3,0 
±
0,0
	7,1
 ±
1,1
	158,5
±
16,5
	36,9
±
3,2
	43,5
±
2,3
	19,4
±
1,6
	446,5
±
16,5
	19,8
±
4,6
	20,9
±
2,0
	561,2
±
12,2
	3,9 
±
0,3

	8
	P, F 
	* 
	** 
	 ***
	
	
	
	****
	*****
	*******
	
	
	*******
	********
	
	
	
	
	
	
	**********
	

	
	* (P4-5=0,02 F>Fcrit, 40,5>18,51), (P4-6=0,001 F>Fcrit, 924,5>18,51);
** (P4-6=0,0006 F>Fcrit, 1521>18,51), (P2-6=0,006 F>Fcrit, 145,8>18,51);
*** (P2-5=0,002, F>Fcrit, 361>18,51), (P2-6=0,01 F>Fcrit, 98>18,51), (P4-5= ш.а.), (P4-6=0,01 F>Fcrit, 50>18,51);
**** (P2-5=0,00001, F>Fcrit, 57800>18,51), (P2-6=0,000006 F>Fcrit, 157922>18,51), (P4-5=0,001 F>Fcrit, 578>18,51), (P4-6=0,00003 F>Fcrit, 32768>18,51);
***** (P2-5=0,00002, F>Fcrit, 38088>18,51), (P2-6=0,00001 F>Fcrit, 89042>18,51), (P4-5=0,003 F>Fcrit, 288>18,51), (P4-6=0,0001 F>Fcrit, 7442>18,51);
****** P2-5=0,002 F>Fcrit, 480,5>18,51), (P2-6=0,0001 F>Fcrit, 6160,5>18,51), (P4-5=0,002 F>Fcrit, 338>18,51), (P4-6=0,0001 F>Fcrit, 5618>18,51);
******** (P2-5=0,001 F>Fcrit, 625>18,51), (P2-6=0,015 F>Fcrit, 64>18,51), (P4-5=0,01 F>Fcrit, 98>18,51), (P4-6=0,02 F>Fcrit, 361>18,51);
********* P2-5=0,00001, F>Fcrit, 84050>18,51) , (P2-6=0,001 F>Fcrit, 748,7>18,51), (P4-5=0,0001 F>Fcrit, 9800>18,51), (P4-6=0,0003 F>Fcrit, 2940,8>18,51);
**********(P2-5=0,000001 F>Fcrit, 942564,5>18,51), (P2-6=0,0001 F>Fcrit, 9220,05>18,51), (P4-5=0,00000007 F>Fcrit, 13020304>18,51), (P4-6=0,000004 F>Fcrit, 218247,8>18,51);

Ескерту-кестеде қысқартулар қолданылған: ш.а.- айырмашылық деңгейі шамалы 



	Қанда жалпы лейкоцитарлы көрсеткіш (8,1±1,5)·109/л құрады, бұл MU тобы (7,2±1,2)·109/л көрсеткішінен 1,12 есе жоғары (P=0,02 F>Fcrit, 40,5>18,51), UT тобының көрсеткішіне (10,7±1,1)·109/л дерлік жетіп, PL тобының көрсеткішінен (3,8±0,9)·109/л 2,1 есе (P=0,001 F>Fcrit, 924,5>18,51) жоғары болды. Салыстырмалы нейтрофилдер саны (32,2±5,3) % құрады, бұл PL тобынан (44,4±1,61) % 0,72 есе төмен болды. BIV тобындағы лимфоциттердің салыстырмалы көрсеткіші (66,2±3,2) % құрады және MU, UT, PL топтарының көрсеткіштерінен 1,08, 1,04, 1,16 есе жоғары болды. BIV тобындағы абсолютті лимфоцитарлы көрсеткіш (5,4±0,1)·109/л құрады және PL тобынан (1,5±0,1)·109/л 3,6 есе (Р=0,0006 F>Fcrit, 1521>18,51), MU тобының көрсеткіштерінен (4,5±0,1)·109/л 1,2 есе (P=0,02 F>Fcrit, 40,5>18,51) жоғары және UT топтың (6,7±1,5)·109/л мәніне жақындады. BIV қосылысы қан лейкограммасында гранулоцитарлы және агрнулоцитарлы көрсеткіштердің біркелкі қалпына келуіне себепші болды. Қан лейкограммасында Гаркави индексінің бұзылуымен ығысу байқалмады. БИВ-190 (BIV) тобындағы жағындыларды бақылау перифериялық қанға таяқша тәрізді нейтрофилдердің жоғары көрсеткіші бар миелобласттардың шығуын көрсетті.
	БИВ-190 (BIV) тобы тромбоциттер деңгейінің қалпына келуі айтарлықтай тиімді болды. Жалпы тромбоциттердің көрсеткіші (850,5±22,0)·109/л, ал UT топтың көрсеткіші (561,2±12,2)·109/л болса, BIV, MU тобындағы көрсеткішінен (340,2±26,1)·109/л 2,5 есе асып түсті (P=0,00000007 F>Fcrit, 13020304>18,51) және PL тобынан (381,0±19,6)·109/л 2,23 есе жоғары (P=0,000004 F>Fcrit, 218247,8>18,51) екендігін көрсетті. BIV тобында тромбокрит деңгейі де тез қалпына келді.
БИВ-190 (BIV)  пиразолопиридин туындыларының арасында жоғары гемоынталандырушы белсенділікті көрсеткен  қосылыс. БИВ-190 (BIV) барлық қосылыстардың ішінде гемоынталандырушы белсенділік көрсеткен ең перспективалы қосылыс болып табылады, ол қанның барлық лейкограмма көрсеткіштерін біркелкі қалпына келтірді. БИВ-190 (BIV) қосылысы құрамында (о-фторфенил)-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c] пиридинді ядросына 5-бензил-7-(о-фторбензилиден)-2,3-бис радикалы жалғанған. 

[bookmark: _Toc164528930][bookmark: _Toc164536728][bookmark: _Toc165843265][bookmark: _Hlk164537415]3.2.4 Пиперазин қосылыстарының гемоынталандырушы белсенділігін зерттеу
ХХ-ғасырдың 80-жылдарында пиперазин препаратының лейкопоэзді ынталандырушы белсенділігі алғаш рет педиатриялық және терапевтік клиникалық тәжірибеде тіркелді. ХХ-ғасырдың 90-жылдарында Ресей Федерациясының иммунология институтында полиоксидоний препараты синтезделді. Полиоксидоний – молекулалық салмағы 80 kD болатын N-окси 1,4 – этиленпиперазин және (N-карбоксиэтил) – 1,4 – этиленпиперазиния бромидінің сополимері болып табылады. Полиоксидоний лейкопоэз ынталандырушы, иммуномодуляциялы, антиоксидантты және мембранастабилизаторлы әсерге ие [217, 218]. 
Біздің зерттеу жұмыстарымызға гемоынталандырғыш белсенділігі бар 10 жаңа ситезделген азоттық қосылыстар алынды (кесте 11). 

Кесте 11 – Пиперазиндердің химиялық құрылымы
	[bookmark: _Hlk139890156]№
	Шифры
	Формуласы
	Атауы

	Пиперазиндер

	1
	БИВ-131
	

	[bookmark: _Hlk142830266][bookmark: _Hlk164507461]β-циклодекстринмен диметил[(2-фторфенил)(4-фенилпиперазин-1-ил)метил]фосфонат кешені

	2
	[bookmark: _Hlk164507467]БИВ-134
	

	[bookmark: _Hlk142830332][bookmark: _Hlk164507477]β-циклодекстринмен диметил[(4-фторфенил)(4-фенилпиперазин-1-ил)метил]фосфонат кешені

	3
	БИВ-140
	

	[bookmark: _Hlk142830396]1-метил-4-[4-(нафталин-1-илокси)бут-2-ин-1-ил]пиперазин гидрохлориді

	4
	БИВ-141
	

	[bookmark: _Hlk142830430]1-метил-4-[4-(нафталин-1-илокси)-1-фенилбут-2-ин-1-ил]пиперазин гидрохлориді


	5
	БИВ-142
	

	[bookmark: _Hlk142830453]1-бенгидрил-4-[(4-(нафтален-1-илокси)-1-фенилбут-2-ин-1-ил]пиперазин гидрохлориді

	6
	БИВ-143
	

	[bookmark: _Hlk142830476]1,5-Бис[(4-(4-метилпиперазин-1-ил)бут-2-ин-1-ил)окси]нафталин гидрохлориді










	11-кестенің жалғасы

	№
	Шифры
	Формуласы
	Атауы

	Пиперазиндер

	7
	БИВ-144
	

	[bookmark: _Hlk142830505]4-бенгидрилпиперазин-1-калий карбодитионаты

	8
	БИВ-145
	

	[bookmark: _Hlk142830537]4-метилпиперазин-1-калий карбодитионаты

	9
	[bookmark: _Hlk164507561]БИВ-171
	

	[bookmark: _Hlk142830562]3-феноксипропил-4-бензимгидрилпиперазин-1-карбодитионат гидрохлориді

	10
	БИВ-175
	

	[bookmark: _Hlk142830590][bookmark: _Hlk164507584](3R,5R)-адамантан-1-ил)(4-фенилпиперазин-1-ил)метанонның β-циклодекстринмен  кешені



Пиперазинді қосылыстардың гемоынталандырушы белсенділігі. Эритропоэзді бағалау. БИВ-134 тобындағы гемоглобин көрсеткіші (149,0±8,01) г/л, MU тобының көрсеткіші (139,5±12,1) г/л деңгейінде болды және UT топтағы гемоглобин көрсеткішіне (158,5±16,5) г/л дерлік жетті. БИВ-134 тобындағы жалпы эритроцит көрсеткіші (8,24±0,59)·1012/л қанды құрады, бұл MU және UT (7,1±1,1)·1012/л топтары көрсеткіштерінен жоғары болды. БИВ-134 тобындағы эритроциттердегі (MCH)  гемоглобиннің орташа мөлшері (18,1±0,3) пг, ол UT топ деңгейінде (19,45±1,6) болды. БИВ-134 тобындағы эритроциттегі гемоглобиннің (MCHC) орташа мөлшері (430,5±12,5) г/л, ол UT топ көрсеткішінен (446,5±16,5) г/л 1,5 есеге (P=0,00007, F>Fcrit, 12800>18,51) жоғары болды. БИВ-134 тобындағы эритроциттердің орташа көлемі (MCV) (42,0 ± 0,5) фл болды, ол UT тобы (43,5±2,3) фл және MU тобы (40,8±1,0) фл деңгейінде болды. Эритроциттердің көлем бойынша таралуы да (RDWsd) қалыпқа сәйкес келді және MU тобына қарағанда жоғары болды (кесте 12). Осылайша, БИВ-134 тобында сүйек кемігінің циклофосфамидті сарқылуынан кейін эритроциттердің және гемоглобин көрсеткіштерінің нормохромды, нормоцитарлық қалпына келуі байқалды. Қан жағындысын бақылау БИВ-134 тобындағы жануарлардың қанында перифериялық қанға нормобластар мен ретикулоциттердің бөлінуімен жүретін регенеративті процесті көрсетті. Ретикулоциттердің көрсеткіші (5,9-9,9) % және жеке нормобластар болды.
	Лейкопоэздің қалпына келуі лимфоцитарлы көрсеткішті тиімсіз қалпына келуімен көрініс тапты. Жалпы лейкоциттердің көрсеткіші (7,3±1,5)·109/л қанды құрады, ол MU тобы көрсеткіші (7,2±1,2)·109/л құраса, UT тобынан (10,7±1,1)·109/л 1,01 есе төмен және PL тобынан (3,8±0,9)·109/л 1,92 есе (P=0,001 F>Fcrit, 612,5>18,51) жоғары болды. Нейтрофилдердің салыстырмалы саны (53,9±0,2) % құрады және 1,21 есеге PL (44,4±1,61) % деңгейінде болды. БИВ-134 тобындағы лимфоциттердің салыстырмалы көрсеткіші (41,2±0,8) % құрады және MU, UT, PL топтарының көрсеткіштерінен 1,08; 1.11; 1,17 есе төмен болды. БИВ-134 тобындағы абсолютті лимфоцитарлы көрсеткіш (2,9±0,5)·109/л құрады, PL тобы көрсеткіштері деңгейінде (1,5±0,1)·109/л бола, MU тобындағы көрсеткіштерден (4,5±0,1)·109/л 1,9  есе (P=0,007 F>Fcrit, 128>18,51) және UT тобының мәнінен төмен (6,7±1,5)·109/л болды. БИВ-134 қосылысы лимфоцитарлы көрсеткіштің қалпына келуін әлсіз, сондай-ақ гранулоцитарлы көрсеткіштердің де қалпына келуін ынталандыруы әлсіз болды. БИВ-134 тобындағы жағындыларды бақылау перифериялық қанға таяқша тәрізді нейтрофилдердің жоғары көрсеткіші бар миелобласттардың шығуын көрсетті.
	БИВ-134 қосылысы тромбопоэзді ынталандыруы әлсіз болды. Жалпы тромбоциттер саны (441,5±91,5)·109/л болды, бұл MU тобындағы (340,2±26,1)·109/л, PL тобындағы көрсеткіші (381,0±19,6)·109/л дерлік сәйкес келеді және UT тобының көрсеткішінен (56,5±91,5)·109/л төмен болды [219]. 
	БИВ-134 қосылысы айтарлықтай айқын лейкопоэзді ынталандыратын белсенділікпен, лимфоцитарлы және гранулоцитарлы көрсеткіштердің қалыпты қалпына келуімен ерекшеленді. Эритроциттер мен тромбоциттер көрсеткіштерінің қалпына келуін ынталандыруы орташа жүрді. 
	Эритропоэзді бағалау. БИВ-143 тобындағы гемоглобин деңгейі (154,5±16,5) г/л, MU тобы деңгейінен (139,5±12,1) г/л жоғары және UT топтағы гемоглобин деңгейіне жетті (158,5±16,5) г/л. БИВ-143 тобындағы жалпы эритроциттердің көрсеткіші (8,7±1,3)·1012/л болды, бұл MU, UT (7,1±1,1)·1012/л қан тобының көрсеткіштерінен шамалы жоғары болды. 
БИВ-143 тобындағы эритроциттердегі (MCH) гемоглобиннің орташа мөлшері (17,6±0,8) пг құрады, бұл UT топ деңгейінен (19,45±1,6) пг төмен болды. БИВ-143 тобындағы эритроциттегі гемоглобиннің (MCHC) орташа мөлшері (417,5±13,5) г/л, ол UT топ деңгейінде (446,5±16,5) г/л болды. БИВ-143 тобындағы эритроциттердің орташа көлемі (MCV) (42,1±0,3) фл болды, ол UT тобының (43,5±2,3) фл және MU тобының (40,8±1,0) фл деңгейінде болды. Эритроциттердің (RDWsd) көлем бойынша таралуы да қалыпқа сәйкес келді және MU тобына қарағанда жоғары болды. Осылайша, БИВ-143 тобында сүйек кемігінің циклофосфамидті сарқылуынан кейін эритроциттердің және гемоглобин көрсеткіштерінің нормохромдық, нормоцитарлық қалпына келуі байқалды. БИВ-143 тобындағы жағындыларды бақылау перифериялық қанға таяқша тәрізді нейтрофилдердің жоғары көрсеткіші бар миелобласттардың 
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	№
	Гемограмма көрсеткіштері
	
WBC,·109/L
	LYM, 109/L
	NEU, ·109/L
	MON,·109/L
	EO, ·109/L
	BAS, ·109/L
	LYM, %
	NEU, %
	MON, %
	EO, %
	BAS, %
	RBC, 1012/L
	HGB, г/л
	HCT, %
	MCV, фл
	MCH, пг
	MCHC, г/л
	RDWsd, фл
	RDWcv, %
	PLT, ·109/L
	MPV, фл


	1
	БИВ-131
	2,4 
±
0,4
	1,3 
±
0,2
	0,9 
±
0,0
	0,1
±
0,0
	0,0 
±
0,0 
	0,0 
±
0,0
	53,4 
±
1,6   
	36,6
 ±
4,0
	7,8 
±
0,2
	1,8 
±
0,2
	0,4 
±
0,0
	8,4
±
0,3
	149
±
12,4
	35,7
±
1,2
	42,1
±
1,4
	17,6
±
1,6
	417
±
13,4
	15,8
±
1,2
	16,8
±
1,4
	330
±
13,5
	5,2
±
1,4

	2
	БИВ-134
	7,3 
±
1,5
	2,9 
±
0,5
	3,9 
±
0,8
	0,2 
±
0,0
	0,1 ±
0,0
	0,0 
±
0,0
	41,2
±
0,8
	53,9
±
0,2
	3,4
±
0,0
	1,1
±
0,7
	0,3
±
0,05
	8,2
±
0,5
	149,0
±
8,01
	34,6
±
2,1
	42,05
±
0,5
	18,1
±
0,3
	430,5
±
12,5
	14,05
±
0,45
	18,6
±
0,55
	441,5
±
91,5
	4,1
±
0,5

	3
	БИВ-140
	4,1
±
0,6
	2,4
±
0,0
	1,5
±
0,6
	0,1
±
0,0
	0,01±
0,0
	0,0
±
0,0
	59,6
±
1,3
	36,4
±
4,2
	3,7
±
0,5
	0,2
±
0,0
	0,1
±
0,0
	8,3
±
0,2
	162,3
±
2,5
	37,8
±
2,8
	45,5
±
5,6
	19,6
±
0,9
	430,2
±
23,2
	19,1
±
0,5
	18,8
±
0,5
	362,2
±
23,3
	3,6
±
0,65

	4
	БИВ-141
	5,9
±
1,9
	3,6
±
0,7
	2,07±
0,7
	0,1
±
0,0
	0,1
±
0,0
	0,03±
0,0
	61,2
±
4,3
	34,8
±
1,34
	2,2
±
0,0
	1,7
±
0,0
	0,05
±
0,0
	8,7
±
1,0
	162,2
±
12,4
	37,4
±
1,4
	42,6
±
2,2
	18,4
±
1,9
	433,5
±
14,4
	16,9
±
2,2
	18,7
±
0,7
	331,3
±
16,2
	3,7
±
1,2

	5
	БИВ-142
	5,3
±
1,3
	3,09±
0,04
	1,9
±
0,1
	0,1
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,07±
0,0
	58,4
±
2,45
	36,7
±
4,3
	3,4
±
1,5
	0,2
±
0,0
	1,1
±
0,0
	8,7
±
1,3
	164,5
±
16,4
	38,1
±
2,1
	43,8
±
7,1
	18,8
±
2,1
	430,0
±
16,8
	17,1
±
3,1
	18,8
±
2,2
	390,5
±
26,7
	3,9
±
0,9

	6
	БИВ-143
	10,9±
1,9
	6,4
±
1,07
	3,9
±
0,7
	0,2
±
0,0
	0,1
±
0,0
	0,05±
0,0
	59,2
±
1,1
	36,6
±
0,5
	2,6
±
0,5
	1,3
±
0,6
	0,01
±
0,0
	8,7
±
1,3
	154,5
±
16,5
	36,9
±
4,1
	42,1
±
0,3
	17,6
±
0,8
	417,5
±
13,5
	16,05
±
2,2
	19,5
±
0,2
	395,8
±
17,1
	4,7
±
0,1

	7
	БИВ-144
	5,5
±
1,7
	3,3
±
0,1
	1,9
±
0,1
	0,1
±
0,06
	0,09±
0,00
	0,03±
0,0
	60,7
±
1,7
	35,1
±
1,3
	2,4
±
0,05
	1,7
±
0,0
	0,01
±
0,0
	9,3
±
2,1
	168
±
12,2
	39,6
±
1,4
	42,3
±
1,2
	18,0
±
0,4
	424,2
±
16,4
	16,7
±
1,3
	19,9
±
0,13
	313,3
±
14,4
	4,5
±
0,5

	8
	БИВ-145
	5,3
±
1,1
	3,1
±
0,06
	1,7
±
0,7
	0,2
±
0,1
	0,1
±
0,0
	0,03±
0,0
	59,05
±
0,05
	32,8
±
0,7
	4,6
±
0,4
	3,1
±
0,0
	0,6
±
0,0
	7,6
±
1,2
	139,2
±
29,6
	31,3
±
5,1
	40,8
±
2,1
	18,05
±
0,1
	441,5
±
27,4
	12,5
±
2,3
	18,2
±
0,2
	520,2
±
12,4
	4,1
±
0,4

	9
	БИВ -171
	6,8
±
0,3
	6,2
±
0,5
	0,1
±
0,0
	0,5
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	90,6
±
14,4
	1,61
±
0,1
	7,8
±
0,2
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	3,4
±
0,2
	58,5
±
1,2
	18,9
±
1,8
	54,2
±
12,5
	19,7
±
0,9
	362,5
±
18,9
	29,5
±
12,1
	14,7
±
1,9
	374,5
±
13,9
	7,1
±
0,6

	10
	БИВ -175
	2,7
±
0,0
	2,3
±
0,1
	0,05±
0,0
	0,3
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	3,0
±
0,0
	57,5
±
1,5
	15,8
±
0,1
	52,8
±
2,8
	19,2
±
1,2
	363,0
±
13,6
	27,8
±
0,9
	15,3
±
0,8
	325,0
±
12,5
	7,8
±
0,1

	11
	MU
	7,2 
±
1,2
	4,5 
±
0,1
	2,1 
±
0,6
	0,3 
±
0,0
	0,2 
±
0,0
	0,03 ±
0,0
	62,8
 ±
1,7
	29,8 
±
0,6
	4,2 
±
0,7
	2,8 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	7,4
±
1,1
	139,5
±
12,1
	30,2
±
2,3
	40,8
±
1,0
	18,7
±
1,0
	459
±
22,5
	10,1
±
0,0
	17
±
1,0
	340,2
±
26,1
	4,1 
±
0,0

	12
	PL
	3,8
±
0,9
	1,5
 ±
0,1
	1,6 ±
0,1
	0,4
±
0,2
	0,0 
±
0,0
	0,0
 ±
0,0
	40,6 
±
1,4
	44,4
 ±
1,6
	12,2 
±
0,9
	2,0 
±
0,0
	0,8
 ±
0,0
	4,09
±
1,6
	71,0
±
6,04
	11,0
±
0,3
	26,9
±
1,6
	17,4
±
0,02
	647
±
28,8
	11,5
±
0,0
	31,2
±
0,3
	381,0 
± 
19,6
	3,5 
±
0,0

	12-кестенің жалғасы

	№
	Гемограмма көрсеткіштері
	WBC,·109/L
	LYM, 109/L
	NEU, ·109/L
	MON,·109/L
	EO, ·109/L
	BAS, ·109/L
	LYM, %
	NEU, %
	MON, %
	EO, %
	BAS, %
	RBC, 1012/L
	HGB, г/л
	HCT, %
	MCV, фл
	MCH, пг
	MCHC, г/л
	RDWsd, фл
	RDWcv, %
	PLT, ·109/L
	MPV, фл


	13
	UT
	10,7
 ±
1,1
	6,7 
±
1,5
	3,1 ±
0,7
	0,3 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	0,2 
±
0,0
	62,4
±
3,1
	29,3 
±
1,0
	2,7
±
0,07
	3,5
 ±
0,8
	3,0 
±
0,0
	7,1
 ±
1,1
	158,5
±
16,5
	36,9
±
3,2
	43,5
±
2,3
	19,4
±
1,6
	446,5
±
16,5
	19,8
±
4,6
	20,9
±
2
	561,2
±
12,2
	3,9 
±
0,3

	14
	P, F
	*
	**
	***

	
	
	
	****
	*****
	
	
	
	******
	*******
	
	
	
	********
	
	
	*********


	

	
	* (P2-11=ш.а.), (P2-12=0,001 F>Fcrit, 612,5>18,51), (P2-13=0,001, F>Fcrit, 578>18,51), (P6-11=0,001, F>Fcrit, 684,5>18,51), (P6-12=0,0003, F>Fcrit, 2520,5>18,51);
**(P2-11=0,007, F>Fcrit, 128>18,51), (P2-12=0,01, F>Fcrit, 98>18,51) (P2-13=0,001, F>Fcrit, 722>18,51), (P6-11=0,005, F>Fcrit, 180>18,51), (P6-12=0,01, F>Fcrit, 98>18,51);
*** (P2-11=0,003, F>Fcrit, 324>18,51), (P2-12=0,0001, F>Fcrit, 529>18,51), (P2-13=ш.а.), (P6-11=0,003, F>Fcrit, 324>18,51), (P6-12=0,001, F>Fcrit, 529>18,51);
**** (P2-11=0,00004, F>Fcrit, 23328>18,51) (P2-12=ш.а.) (P2-13=0,00004, F>Fcrit, 22472>18,51) (P6-11=0,001, F>Fcrit, 648>18,51)  (P6-12=0,00005, F>Fcrit, 17298>18,51);
***** (P2-11=0,000003, F>Fcrit, 29040,5>18,51), (P2-12=0,0002, F>Fcrit, 4512,5>18,51), (P2-13=0,00003, F>Fcrit, 30258>18,51), (P6-11=0,0004, F>Fcrit, 2312>18,51),  (P6-12=0,0003, F>Fcrit, 3042>18,51);
****** (P2-11=ш.а.) (P2-12=0,0005, F>Fcrit, 1689,21>18,51), (P2-13=ш.а.) (P6-11= ш.а.), (P6-12=0,0004, F>Fcrit, 2125,21>18,51);
*******(P2-11=ш.а.) (P2-12=0,0003, F>Fcrit, 3042>18,51), (P2-13=ш.а.) (P6-11=0,00008, F>Fcrit, 11250>18,51), (P6-12=0,0001, F>Fcrit, 6903,218>18,51);
******** (P2-13=0,00007, F>Fcrit, 12800>18,51);
*********(P2-11=0,000001, F>Fcrit, 513084,5>18,51), (P2-12=0,0002, F>Fcrit, 3624,01>18,51), (P2-13=0,000001 F>Fcrit, 716404,5>18,51), (P6-11=0,004, F>Fcrit, 216,8713>18,51)  (P6-12=0,004, F>Fcrit, 216,87>18,51).

Ескерту-кестеде қысқартулар қолданылған: ш.а.- айырмашылық деңгейі шамалы


 

шығуын көрсетті. Ретикулоциттердің көрсеткіші (7,9-13,2) % және жеке нормобластар болды.  
Лейкопоэздің қалпына келуі қанның лейкограммасын бұзбай, лимфоцитарлы және нейтрофильді көрсеткіштің қалыпты қалпына келуімен жүрді. Жалпы лейкоциттердің көрсеткіші (10,9±1,9)·109/л құрады, бұл MU тобы көрсеткішінен (7,2±1,2)·109/л 1,51 есе (P=0,001 F>Fcrit, 684,5>18,51) жоғары және PL тобы көрсеткішінен (3,8±0,9)·109/л 2,86 есе (P=0,0003 F>Fcrit, 2520,5>18,51) асып түсе, UT тобы (10,7±1,1)·109/л деңгейінде болды. Салыстырмалы нейтрофилдер саны (36,6±0,5) % құрады және PL (44,4±1,61) % деңгейінде болды. БИВ-143 тобындағы лимфоциттердің салыстырмалы көрсеткіші (59,2±1,1) % құрады және MU, UT, PL топтарының көрсеткіштері деңгейінде болды. БИВ-143 тобындағы абсолютті лимфоцитарлы көрсеткіш (6,4±1,0)·109/л  құрады және PL тобынан (1,5±0,1)·109/л 4,2 есе (P=0,0008 F>Fcrit, 1200,5>18,51), MU тобы көрсеткішінен (4,5±0,1)·109/л 1,4 есе (P=0,005 F>Fcrit, 180>18,51) жоғары және UT тобы көрсектіші (6,7±1,5)·109/л деңгейінде болды. БИВ-143 қосылысы нейтрофильді көрсеткіштердің, гранулоциттер мен агранулоциттердің қалыпты қалпына келуін және лейкограммасындағы Гаркави индексін бұзбай, бірқалыпты қалпына келуін қамтамасыз ете олтырып, ынталандырды. БИВ-143 тобындағы жағындыларды бақылау перифериялық қанға таяқша тәрізді нейтрофилдердің жоғары көрсеткіші бар миелобласттардың шығуын көрсетті [220].
 	БИВ-143 қосылысы тромбоцитопоэзді әлсіз ынталадырды. Жалпы тромбоциттердің көрсеткіші (395,5±26,7)·109/л қанды құрады, бұл MU тобы көрсеткішіне (340,2±26,1)·109/л, PL тобы көрсеткішіне (381,0±19,6)·109/л дерлік сәйкес келеді және UT тобының көрсеткішінен (59,5±26,7) 0,7 есе төмен болды.
	БИВ-134 пиперазинді қосылыстар арасынан лимфоцитарлы көрсеткіштер, гранулоцитарлы көрсеткіштерді қалпына келтіруде жеткілікті түрде айқын лейкопоэз ынталандырушы қосылыс ретінде белсенділігімен ерекшеленді. Эритроцитарлы және тромбоцитарлы көрсеткіштердің қалпына келуін біркелкі ынталандырды. 

[bookmark: _Toc136296240][bookmark: _Toc164528931][bookmark: _Toc164536729][bookmark: _Toc165843266][bookmark: _Hlk164537430]3.2.5 Пиперидин қосылыстарының гемоынталандырушы белсенділігін зерттеу 
	Қазіргі таңда медицинада белсенді түрде қолданылатын көптеген пиперидин туындылары синтезделді және зерттелді. Олардың ішінде орталық және  перифериялық нейротропты әсер ететін препараттар (анксиолитиктер [221, 222], антидепрессанттар [223, 224], жүрек-қантамыр жүйесіне әсер ететін препараттар [225] (тәждік тамырларды кеңейтетін, аритмияға қарсы, гипертензияға қарсы препараттар), жараға қарсы препараттар [226, 227]. Пиперидин туындыларының болуы қант диабетіне қарсы [228, 229], туберкулезге қарсы [230, 231], бактерияға қарсы [232], ісікке қарсы [233-235], антиоксидантты [236, 237], ісікке қарсы [238-240]  белсенділігі бар екендігі дәлелденді. Дегенмен, анальгетик белсенділігі бар пиперидин туындыларының тобы үлкен қызығушылық тудырады. Пиперидин қатарындағы бірінші анальгетик 1932 жылы жасалған меперидин (петидин) болды, бұл 1940 жылдары осы топтағы препараттардың дамуына бастама берді. Қазір, медициналық практикада жергілікті анестезиялық қасиетке ие, 30-ға жуық пиперидиннің туындылары қолданылады [241].
Зерттеуге гемоынталандырғыш белсенділігі бар 9 қосылыс алынды. Пиперидин қосылыстарының ішінде циклопропанкарбоксилат радикалы бар қосылыстар гемоынталандырушы белсенділікті көрсетті. Бұл БИВ-125 және БИВ-126 қосылыстары болды (кесте 13).
	БИВ-125 қосылысы орташа гемопоэзді ынталандыратын белсенділікті көрсетті. Ол эритропоэзді іс жүзінде ынталандырмады. Лейкопоэзді орташа ынталандырды. Гранулоцито- және агранулоцитопоэзді қалпына келтіруде біркелкі ынталандырды. Тромбоцитопоэзге мүлдем әсер етпеді.

Кесте 13 – Пиперидиндердің химиялық құрылымы

	№
	Шифры
	Формуласы
	Атауы

	Пиперидиндер

	1
	[bookmark: _Hlk164507649]БИВ-111

	

	[bookmark: _Hlk164507663]1-[3-(1H-имидазол-1-ил)пропил]пиперидиннің β-циклодекстринмен кешені 

	2
	[bookmark: _Hlk164507670]БИВ-121
	

	[bookmark: _Hlk164507682]1-(2-этоксиэтил)-4-(2-циклопропилэтил)-4-бензоилоксипиперидиннің β-циклодекстринмен кешені

	3
	[bookmark: _Hlk164507689]БИВ-123
	

	[bookmark: _Hlk164507698]1-(3-этоксипропил)-4-(пент-1-ин-1-ил)пиперидин-4-илбензоаттың β-циклодекстринмен кешені


	4
	[bookmark: _Hlk164507710]БИВ-124
	

	[bookmark: _Hlk164507719]1-(3-этоксипропил)-4-пентилпиперидин-4-илбензоаттың  β-циклодекстринмен кешені










	13-кестенің жалғасы

	№
	Шифры
	Формуласы
	Атауы

	Пиперидиндер

	5
	[bookmark: _Hlk164507727]БИВ-125
	

	[bookmark: _Hlk164507735]1-бензилпиперидин-4-он O-циклопропанкарбонилоксимнің β-циклодекстринмен гидрохлорид кешені

	6
	[bookmark: _Hlk164507743]БИВ-126
	

	[bookmark: _Hlk164507751]1-(3-этоксипропил)-4-((6-метилпиридин-3-ил)этинил)пиперидин-4-илциклопропанкарбоксилаттың β-циклодекстринмен гидрохлорид кешені

	7
	[bookmark: _Hlk164507759]БИВ-151
	

	[bookmark: _Hlk164507768]1-(3-этоксипропил)-4-(нон-1-ин-1-ил)пиперидин-4-илпропионаттың β-циклодекстринмен кешені

	8
	[bookmark: _Hlk164507776]БИВ-172
	

	[bookmark: _Hlk164507784]1-бензилпиперидин-4-он О-(2,6-дифторбензоил) оксимнің гидрохлориді

	[bookmark: _Hlk164507800]9
	[bookmark: _Hlk164507791]БИВ-176
	

	1-пропилпиперидин-4-ил 2-фторбензоат гидрохлориді



Эритропоэзді бағалау. БИВ-125 тобы қанынының гемоглобин деңгейі (148,5±4,5) г/л, MU тобы деңгейінде (139,5±12,1) г/л болып, UT топтағы гемоглобин деңгейіне дерлік (158,5±16,5) г/л жетті. БИВ-125 тобындағы жалпы эритроциттердің көрсеткіші (8,0±0,0)·1012/л қанды құрады, ол MU және UT қан топтары деңгейінде (7,1±1,1)·1012/л болды. БИВ-125 тобындағы эритроциттердегі (MCH) гемоглобиннің орташа мөлшері (18,4±0,0) пг, ол UT топ деңгейінде (19,45±1,6) пг болды. БИВ-125 тобындағы эритроциттегі (MCHC) гемоглобиннің орташа мөлшері (433,5±15,1) г/л, ол UT топтың (446,5±16,5) г/л көрсеткіші  деңгейінде болды. БИВ-125 тобындағы эритроциттердің (MCV) орташа көлемі (34,2±0,9) фл болды, бұл UT тобы (43,5±2,3) фл және MU тобындағы (40,8±1,0) фл қарағанда шамалы төмен болды (кесте 14). 
Эритроциттердің көлем бойынша таралуы да (RDWsd) қалыпқа сәйкес келді және MU тобына қарағанда жоғары болды. Осылайша, БИВ-125 тобында сүйек кемігінің циклофосфамидті сарқылуынан кейін эритроциттердің және гемоглобин көрсеткіштерінің нормохромды, нормоцитарлы қалпына келуі байқалды. Қан жағындыларын бақылау БИВ-125 тобындағы жануарлардың қанында перифериялық қанға нормобластар мен ретикулоциттердің шығуымен регенеративті процесті көрсетті. Ретикулоциттердің көрсеткіші (4,9-6,8) % және жеке нормобластар болды.     
БИВ-125 тобында лейкопоэздің қалпына келуі қанның лейкограммасы мен Гаркави индексі бұзылуынсыз, біркелкі өтті. Жалпы лейкоциттердің көрсеткіші (9,6±2,9)·109/л болды, MU тобы көрсеткішінен (7,2±1,2)·109/л 1,33 есе (P=0,003 F>Fcrit, 288>18,51), PL тобынан (3,8±0,9)·109/л 2,52 есе (P=0,0005 F>Fcrit, 1682>18,51) жоғары болды. Нейтрофилдердің салыстырмалы саны (36,7±0,3) % құрады және PL тобынан (44,4±1,61)% 0,8 есе шамалы ғана төмен болды. БИВ-125 тобындағы лимфоциттердің салыстырмалы көрсеткіші (59,9±0,0) % құрады және MU, UT, PL топтарының көрсеткішінен 0,91, 0,98, 0,88 есе төмен болды. БИВ-125 тобындағы абсолютті лимфоцитарлы көрсеткіш (5,7±1,7)·109/л құрады және PL тобынан (1,5±0,1)·109/л 3,8 есе (P=0,001, F>Fcrit, 882>18,51), MU тобынан (4,5±0,1)·109/л 1,2 есе (P=0,01 F>Fcrit, 72>18,51) жоғары болып, UT тобы көрсеткішіне (6,7±1,5)·109/л жақындады. БИВ-125 қосылысы қан лейкограммасында гранулоцитарлы және агранулоцитарлы көрсеткіштердің біркелкі қалпына келуіне себепші болды. Гаркави индексінің бұзылуымен қанның лейкограммасында ығысу байқалмады. БИВ-125 тобындағы жағындыларды бақылау перифериялық қанға миелобласттардың таяқша тәрізді нейтрофилдерінің жоғары көрсеткішімен шығуын көрсетті.
БИВ-125 қосылысы тромбоциттер көрсеткішінің қалпына келуін ынталандырмады. 
БИВ-126 қосылысы айқын лейкопоэзді ынталандыратын белсенділікпен, лимфоцитарлы көрсеткіштің қалпына келуімен және гранулоцитарлы көрсеткіштердің қалыпты қалпына келуімен ерекшеленді. 
Эритроциттер мен тромбоциттер көрсеткіштерінің қалпына келуін ынталандырды.
	Эритропоэзді бағалау. БИВ-126 тобындағы гемоглобин деңгейі (122,2±12,2) г/л құрады, ол MU тобы деңгейінде (139,5±12,1) г/л болды және UT топтағы гемоглобин деңгейіне дерлік (158,5±16,5) г/л жетті. БИВ-126 тобындағы жалпы эритроциттердің көрсеткіші (6,23±0,1)·1012/л құрады, бұл MU және UT топтары көрсеткіштерінен (7,1±1,1)·1012/л шамалы ғана төммен болды. БИВ-126 тобындағы эритроциттердегі гемоглобиннің орташа мөлшері (MCH) (19,6±0,9) пг құрады, ол UT топ деңгейінде (19,45±1,6) пг болды. Эритроциттердің көлем 

	[bookmark: _Hlk164123509]Кесте 14 –Пиперидиндердің  гемопоэзынталандырушы белсенділігі

	№
	Гемограмма көрсеткіштері
	  WBC,·109/L
	LYM, 109/L
	NEU, ·109/L
	MON,·109/L
	EO, ·109/L
	BAS, ·109/L
	LYM, %
	NEU, %
	MON, %
	EO, %
	BAS, %
	RBC, 1012/L
	HGB, г/л
	HCT, %
	MCV, фл
	MCH, пг
	MCHC, г/л
	RDWsd, фл
	RDWcv, %
	PLT, ·109/L
	MPV, фл


	1
	БИВ-111
	5,3 
±
0,3
	2,1
 ±
0,1
	2,8 
±
0,1
	0,2 
±
0,0
	0,1 
±
0,0
	0,1 
±
0,0
	39,3 
±
0,7
	53,5 
±
0,4
	5,0 
±
1,2
	1,9 
±
0,1
	0,2 
±
0,0
	7,07
±
0,0
	133,5
±
3,5
	29,5
±
0,5
	42,3
±
0,7
	18,8
±
0,5
	444,5
±
4,0
	13,1
±
0,2
	17,5
±
0,5
	300,0
±
17,2
	4,4
±
1,3

	2
	БИВ-121
	5,4
±
0,3
	3,8
±
0,3
	1,2
±
0,04
	0,1
±
0,01
	0,1
±
0,0
	0,1
±
0,0
	71,4
±
2,4
	23,2
±
2,05
	3,05
±
0,4
	2,0
±
0,0
	0,2
±
0,1
	8,2
±
0,5
	149,5
±
14,5
	35,0
±
2,7
	42,7
±
0,7
	18,1
±
0,6
	424,5
±
7,5
	16,9
±
2,0
	18,4
±
0,2
	291,5
±
74,5
	7,05
±
2,2

	3
	БИВ-123
	5,6
±
0,4
	3,3
±
0,4
	2,04
±
0,04
	0,06
±
0,04
	0,2
±
0,1
	0,1
±
0,0
	59,0
±
3,6
	36,2
±
3,1
	1,0
±
0,6
	3,6
±
1,6
	0,2
±
0,5
	7,9
±
0,09
	143,0
±
2,0
	32,6
±
0,7
	41,1
±
1,4
	18,0
±
0,5
	438
±
12,4
	14,3
±
0,8
	19,2
±
0,5
	243
±
64,5
	3,4
±
0,4

	4
	БИВ-124
	5,1
±
0,3
	3,2
±
0,7
	1,3 
±
0,0
	0,1
±
0,0
	0,1±
0,0
	0,2
±
0,0
	69,0
±
3,5
	25,4
±
3,2
	3,6
±
0,0
	2,0
±
0,0
	0,4
±
0,0
	7,6
±
0,6
	135,8
±
15,6
	32,3
±
0,6
	42,2
±
2,3
	17,5
±
0,8
	417,0
±
18,5
	18,9
±
1,5
	18,6
±
1,6
	366,2
±
19,5
	9,3
±
0,8

	5
	БИВ-125
	9,6
±
2,8
	5,7
±
1,7
	3,5 
±
1,08
	0,1
±
0,03
	0,1
±
0,0
	0,8
±
0,0
	59,9
±
0,05
	36,7
±
0,3
	1,5
±
0,1
	1,7
±
0,2
	0,8
±
0,2
	8,07
±
0,09
	148,5
±
4,5
	34,2
±
0,9
	42,4
±
0,6
	18,4
±
0,04
	433,5
±
15,1
	18,2
±
0,7
	20,5
±
0,2
	204,2
±
3,5
	5,5
±
1,8

	6
	БИВ-126
	11,6 ± 
0,8
	8,3
± 
0,9
	2,5
±
1,2
	0,4
±
0,1
	0,2
±
0,3
	0,2
±
0,0
	72,2
±
1,1
	22,4
±
3,2
	3,6
±
0,0
	2,0
±
0,0
	0,4
±
0,0
	6,2
±
0,1
	122
±
12,2
	31,3
±
0,8
	50,2
±
1,1
	19,6
±
0,9
	390
±
13,3
	26,2
±
0,1
	0,1
±
0,01
	651
±
21,2
	6,9
±
0,1

	7
	БИВ-151
	5,9
± 
0,6
	4,3
±
0,1
	0,08
± 
0,0
	1,4
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	63,1
±
1,9
	1,3
±
0,0
	4,05
±
0,0
	0,0
±
0,0

	0,0
±
0,0

	6,9
±
0,5
	130,0
±
12,6
	38,0
±
0,7
	54,6
±
4,8
	18,7
±
0,8
	342,0
±
33,6
	28,6
±
2,1
	16,5
±
1,7
	823,5
±
63,5
	8,3
±
0,1

	8
	БИВ-172
	4,5 
± 
0,1
	3,9 
±
0,1
	0,06
±
0,0
	0,4
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	87,5
±
4,8
	1,3
±
0,0
	11,3
±
0,1
	0,0
±
0,0

	0,0
±
0,0

	2,9
±
0,1
	56,5
±
1,6
	15,7
±
1,5
	53,1
±
13,4
	19,2
±
0,1
	363,0
±
41,1
	28,7
±
0,7
	15,05
±
0,5
	496,5
±
16,7
	8,1
±
0,1

	9
	БИВ-176
	3,5 
± 
0,0
	3,1 
± 
0,0
	0,1 
± 
0,0
	0,3
±
0,0
	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0
	86,1
±
6,1
	3,05
±
0,0
	10,9
±
0,9

	0,0
±
0,0
	0,0
±
0,0

	3,7
±
0,0
	73,0
±
1,1
	20,2
±
1,2
	54,6
±
4,5
	19,6
±
1,6
	360,0
±
15,4
	29,5
±
2,9
	14,6
±
0,9
	242,5
±
14,5
	7,7
±
0,1

	10
	MU
	7,2 
±
1,2
	4,5 
±
0,1
	2,1 
±
0,6
	0,3 
±
0,0
	0,2 
±
0,0
	0,03 ±
0,0
	62,8
 ±
1,7
	29,8 
±
0,6
	4,2 
±
0,7
	2,8 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	7,4
±
1,1
	139,5
±
12,1
	30,2
±
2,3
	40,8
±
1,0
	18,7
±
1,0
	459
±
22,5
	10,1
±
0,0
	17
±
1,0
	340,2
±
26,1
	4,1 
±
0,0

	11
	PL
	3,8
±
0,9
	1,5
 ±
0,1
	1,6 ±
0,1
	0,4
±
0,2
	0,0 
±
0,0
	0,0
 ±
0,0
	40,6 
±
1,4
	44,4
 ±
1,6
	12,2 
±
0,9
	2,0 
±
0,0
	0,8
 ±
0,0
	4,09
±
1,6
	71,0
±
6,04
	11,0
±
0,3
	26,9
±
1,6
	17,4
±
0,02
	647
±
28,8
	11,5
±
0,0
	31,2
±
0,3
	381,0 
± 
19,6
	3,5 
±
0,0



	14-кестенің жалғасы

	№
	Гемограмма көрсеткіштері
	WBC,·109/L
	LYM, 109/L
	NEU, ·109/L
	MON,·109/L
	EO, ·109/L
	BAS, ·109/L
	LYM, %
	NEU, %
	MON, %
	EO, %
	BAS, %
	RBC, 1012/L
	HGB, г/л
	HCT, %
	MCV, фл
	MCH, пг
	MCHC, г/л
	RDWsd, фл
	RDWcv, %
	PLT, ·109/L
	MPV, фл


	12
	UT
	10,7
 ±
1,1
	6,7 
±
1,5
	3,1 ±
0,7
	0,3 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	0,2 
±
0,0
	62,4
±
3,1
	29,3 
±
1,0
	2,7
±
0,07
	3,5
 ±
0,8
	3,0 
±
0,0
	7,1
 ±
1,1
	158,5
±
16,5
	36,9
±
3,2
	43,5
±
2,3
	19,4
±
1,6
	446,5
±
16,5
	19,8
±
4,6
	20,9
±
2
	561,2
±
12,2
	3,9 
±
0,3

	13
	P, F
	*
	**
	***

	
	
	
	****
	*****
	
	
	
	******
	*******
	
	
	
	********
	
	
	*********


	

	
	* (P5-10=(P=0,003 F>Fcrit, 288>18,51), (P5-11=0,0005 F>Fcrit, 1682>18,51), (P6-10=0,001 F>Fcrit, 968>18,51), (P6-11= 0,0003 F>Fcrit, 3042>18,51);
** (P5-11=0,001 F>Fcrit, 882>18,51), (P5-10=ш.а.), (P6-11= 0,0004 F>Fcrit, 2312>18,51), (P6-10= 0,001, F>Fcrit, 722>18,51);
*** (P5-10=0,002 F>Fcrit, 420,5>18,51), (P5-11=0,00005 F>Fcrit, 18624,5>18,51), (P6-10=0,0002 F>Fcrit, 4418>18,51), (P6-11= 0,00002 F>Fcrit, 49928>18,51);
**** (P5-10=0,0004 F>Fcrit, 2380,5>18,51), (P5-11=0,0003 F>Fcrit, 2964,5>18,51), (P6-10=0,0003 F>Fcrit, 2738>18,51), (P6-11= 0,00004 F>Fcrit, 24200>18,51);
****** (P5-10=0,0004, F>Fcrit, 2112,5>18,51), (P5-11=0,000006 F>Fcrit, 158404>18,51), (P6-10=0,00001 F>Fcrit, 95640,24>18,51), (P6-11= 0,00002 F>Fcrit, 36450>18,51);
******* (P5-10=0,0002 F>Fcrit, 4050>18,51), (P5-11=0,000001 F>Fcrit, 600625>18,51), (P6-10=0,003 F>Fcrit, 303,21>18,51), (P6-11= 0,0003,F>Fcrit, 2601>18,51);
******** (P5-10=0,000001 F>Fcrit, 924800>18,51), (P5-11=0,0000003 F>Fcrit, 3125824>18,51), (P6-10= 0,000002 F>Fcrit, 375120,3,>18,51), (P6-11= 0,00001 F>Fcrit, 58969,8>18,51);
****** (P5-10=0,0004, F>Fcrit, 2112,5>18,51), (P5-11=0,000006 F>Fcrit, 158404>18,51), (P6-10=0,00001 F>Fcrit, 95640,24>18,51), (P6-11= 0,00002 F>Fcrit, 36450>18,51);
******* (P5-10=0,0002 F>Fcrit, 4050>18,51), (P5-11=0,000001 F>Fcrit, 600625>18,51), (P6-10=0,003 F>Fcrit, 303,21>18,51), (P6-11= 0,0003,F>Fcrit, 2601>18,51);
******** (P5-10=0,000001 F>Fcrit, 924800>18,51), (P5-11=0,0000003 F>Fcrit, 3125824>18,51), (P6-10= 0,000002 F>Fcrit, 375120,3,>18,51), (P6-11= 0,00001 F>Fcrit, 58969,8>18,51).

Ескерту-кестеде қысқартулар қолданылған: ш.а.- айырмашылық деңгейі шамалы



бойынша таралуы да (RDWsd) қалыпты мөлшерге сәйкес келді және MU тобына қарағанда жоғары болды. Сонымен, БИВ-126 тобында сүйек кемігінің циклофосфамидті сарқылуынан кейін эритроциттердің және гемоглобин көрсеткіштерінің нормохромдық және нормоцитарлық қалпына келуі байқалды. БИВ-126 тобындағы жануарлардың қанында перифериялық қанға нормобластар мен ретикулоциттердің бөлінуімен жүретін регенеративті процесті көрсетті. Ретикулоциттердің көрсеткіші (4,9-6,8) % және жеке нормобластар болды. 
Лейкопоэздің қалпына келуі лимфоцитарлы көрсеткіштің айқын тиімді қалпына келуімен жүрді, бірақ қан лейкограммасында ешқандай бұзылу байқалмады, өйткені кеміргіштер лимфоциттердің жоғары санымен сипатталады. Лейкоциттердің жалпы көрсеткіші (11,6±0,8)·109/л қанды, интакт тобы (10,7±1,1)·109/л қанды құрады, бұл MU тобының (7,2±1,2)·109/л қан көрсеткішінен 1,61 есеге (P=0,001 F>Fcrit, 968>18,51), PL тобынан (3,8±0,9)·109/л қан 3,5 есе (P=0,0003 F>Fcrit, 3042>18,51) асып түсті. Нейтрофилдердің салыстырмалы саны (22,4±3,2) % құрады және PL тобынан (44,4±1,61) % 0,5 есе төмен болды. БИВ-126 тобындағы лимфоциттердің салыстырмалы көрсеткіші (72,2±1,1) % құрады және MU, UT, PL топтарының көрсеткіштерінен 1,02, 0,9, 1,05 есе жоғары болды. БИВ-126 тобындағы абсолютті лимфоцитарлы көрсеткіш (8,3±0,9)·109/л құрады және PL тобындағы көрсеткіштен (1,5±0,1)·109/л 5,6 есе (P=0,0004 F>Fcrit, 2312>18,51), MU тобы көрсеткішінен (4,5±0,1)·109/л 1,8 есе (P=0,001 F>Fcrit, 722>18,51) жоғары және UT тобы көрсеткішінен (6,7±1,5)·109/л жоғары болды. БИВ-126 қосылысы қан лейкограммасында гранулоцитарлы және агранулоцитарлы көрсеткіштердің біркелкі қалпына келуіне себепші болды. Гаркави индексінің бұзылуымен қанның лейкограммасында ығысу байқалмады. БИВ-126 тобындағы жағындыларды бақылау перифериялық қанға миелобласттардың таяқша тәрізді нейтрофилдерінің көп мөлшерде шығуын көрсетті [242].   
БИВ-126 тобы тромбоциттер деңгейінің қалпына келуі тиімді болды. Тромбоциттердің жалпы көрсеткіші (651,0±21,2)·109/л болды, бұл UT тобы көрсеткіші (561,2±12,2)·109/л, MU тобы көрсеткішінен (340,2±26,1)·109/л 1,9 есе (P=0,00001 F>Fcrit, 95640,24>18,51) және PL тобының көрсеткішінен (381,0±19,6)·109/л 1,16 есе (P=0,00002 F>Fcrit, 36450>18,51) жоғары болды. БИВ-126 тобында тромбокрит деңгейі де тез қалпына келді [243].   
Пиперидинді қосылыстар арасынан циклопропанкарбоксилатты радикалы бар қосылыстың гемоынталандырушы белсенділігін көрсетті. Ол БИВ қосылыстары, БИВ-125 және БИВ-126 болды. 

[bookmark: _Toc164528932][bookmark: _Toc164536730][bookmark: _Toc165843267][bookmark: _Hlk164537442]3.2.6 Тримакаин иондық қосылыстарының гемоынталандырушы белсенділігін зерттеу
Тримекаин гидрохлориді – офтальмологияда және эндоскопияда ауырсынуды басу үшін қолданылатын жергілікті анестетикалық, антиаритмиялық белсенділігі бар препарат; ол қарыншалық аритмия, жедел миокард инфарктісі үшін тағайындалады. Синтезделген тримекаин туындылары да құмай тұқымдарында өсуді ынталандыратын белсенділікті көрсетті (мысалы, тримекаин CH2ICN зертханалық тұқымның өнуін 30%-ға дейін арттырды) [244]. Біздің зерттеуімізге гемоынталандырғыш белсенділігі бойынша маңызы бар 8 жаңа ситезделген иондық қосылыстар алынды (кесте 15).

Кесте 15 – Иондық сұйық қосылыстардың химиялық құрылымы

	[bookmark: _Hlk139890574]№
	Шифры
	Формуласы
	Атауы

	Иондық қосылыстардың өкілдері

	1
	[bookmark: _Hlk164507841]БИВ-117
	

	[bookmark: _Hlk142831369][bookmark: _Hlk164507855]N,N-диэтил-2-(мезитиламино)-N-метил-оксоэтанамоний йодиді

	2
	[bookmark: _Hlk164507863]БИВ-118
	

	[bookmark: _Hlk164507870]N,N-Диэтил-2-(мезитиламино)-N-этил-оксоэтанамоний йодиді

	[bookmark: _Hlk164507878]3
	БИВ-119
	

	Бромид N,N-диэтил-2-(мезитиламино)-N-пропаргил-оксоэтанамоний 

	4
	[bookmark: _Hlk164507899]БИВ-150
	

	[bookmark: _Hlk164507910]N,N-Диэтил-2-(мезитиламино)-N-бензил-оксоэтанамоний хлориді




	[bookmark: _Hlk164507930]5
	[bookmark: _Hlk164507919]БИВ-165
	


	N,N-Диэтил-2-(мезитиламино)-N-бутил-оксоэтанамоний йодиді

	[bookmark: _Hlk164507941]6
	БИВ-166
	

	[bookmark: _Hlk142831464][bookmark: _Hlk164507952]N1,N1,N3,N3-тетраэтил-2-гидрокси-N1,N3-бис-(2-(мезитиламино)-2-оксоэтил)пропан-1,3-диамин дихлориді







	15-кестенің жалғасы

	№
	Шифры
	Формуласы
	Атауы

	Иондық қосылыстардың өкілдері

	7
	[bookmark: _Hlk164507969]БИВ-201
	

	[bookmark: _Hlk142831509][bookmark: _Hlk164507981]N,N-Диэтил-2-(мезитиламино)-N-пропинил-оксоэтанамоний бромиді

	8
	БИВ-202
	[image: ]
	[bookmark: _Hlk142831531][bookmark: _Hlk164507997]N,N-Диэтил-2-(мезитиламино)-N-ацетил-оксоэтанамоний йодиді



[bookmark: _Hlk140853929]	Гемопоэтикалық белсенділік деңгейі. Қандағы гемоглобин деңгейі БИВ-117 тобында (116,5±12,2) г/л, БИВ-119 (TIC) тобында (107±12,1) г/л құрап, MU тобы көрсеткішіне (139,5±12,1) г/л және UT тобы көрсеткішіне (158,5±16,5) г/л жетпеді және MU тобынан 0,83, 1,36 есе төмен, UT тобынан 0,07 және 0,67 есе төмен болды (кесте 16).
Жалпы эритроциттер көрсеткіші қалыпты жағдайда болды. БИВ-117 тобында (5,81±0,5)·1012/л қан, ал БИВ-119 (TIC) тобында (5,02±0,5) ·1012/л құрады, PL тобы көрсеткішінен (4,09±0,5)·1012/л 1,42 есе, 1,22 есе жоғары болса, MU көрсеткішінен (7,42±1,12) ·1012/л және UT тобынан (7,1±1,1) ·1012/л 0,78 және 0,67 есе төмен болды. БИВ-117, БИВ-119 екі топтағы эритроциттердегі (MCH) гемоглобиннің орташа мөлшері (20,0-19,0) пг, бұл UT топтың көрсеткішіне (19,45±1,6) пг және қалыпқа сәйкес келді. БИВ-117, БИВ-119 (TIC) екі топтағы эритроциттердегі гемоглобиннің (MCHC) орташа мөлшері (382,0-391,5) г/л болды, бұл MU тобы көрсеткішінен (459±22,5) г/л 0,83 және 0,85  есе төмен және UT топ көрсеткішіне (446,5±16,5) г/л сәйкес келмеді. БИВ-117 және БИВ-119 (TIC) екі топтағы эритроциттердің (MCV) орташа көлемі (52,3-54,5) фл болды және MU тобы көрсеткішінен (40,8±1,0) фл 1,28 есе, UT тобы көрсеткішінен (43,5±2,3) фл 1,33 есе  жоғары болды. 
Эритроциттердің таралу (RDWsd) аумағы бойынша БИВ-117 тобында (28,1±09) фл, ал БИВ-119 (TIC) тобында (29,95±1) фл құрады, бұл MU тобынан (10,1±0,0) фл, 2,78, 2,99 есе, ал UT тобынан (19,8±4,6) фл 1,41 есе, 1,51 есе жоғары болды. 
Осылайша, БИВ-117 және БИВ-119 (TIC) топтарында сүйек кемігінің циклофосфамидті сарқылуынан кейін эритроциттердің қалыпты қалпына келуі байқалды. Қан эритропоэзінің барлық көрсеткіштері салыстырмалы препарат Метилурацилмен салыстырғанда төмен болды және UT топтың  мәніне жете алмады, бірақ PL тобының мәндерінен асып түсті. БИВ-117 және БИВ-119 (TIC) топтары эритропоэзді ынталандырды. 

	[bookmark: _Hlk164123602]Кесте 16 – Иондық қосылыстардың гемопоэзынталандырушы белсенділігі

	№
	Гемограмма көрсеткіштері
	 WBC,·109/L
	LYM, 109/L
	NEU, ·109/L
	MON,·109/L
	EO, ·109/L
	BAS, ·109/L
	LYM, %
	NEU, %
	MON, %
	EO, %
	BAS, %
	RBC, 1012/L
	HGB, г/л
	HCT, %
	MCV, фл
	MCH, пг
	MCHC, г/л
	RDWsd, фл
	RDWcv, %
	PLT, ·109/L
	MPV, фл


	1
	БИВ-117
	8,9
±
0,8
	7,1 
±
0,4
	1,8
±
0,2
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	79,3
±
0,8
	20,7
±
1,5
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	5,8
± 
0,5
	116
±
12,2
	30,4
±
1,2
	52,3
±
2,2
	20
±
0,8
	382
±
23,2
	28,1
±
0,9
	0,1
±
0,03
	543
±
25,5
	7,0
±
0,8

	2
	БИВ-118
	4,8
±
0,1
	2,6
±
0,1
	2,1
±
0,4

	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	55,1
±
2,1
	44,9
±
12,1
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	7,2
±
0,9
	137
±
12,2
	39,2
±
2,1
	54,5
±
2,2
	19
±
1,2
	349
±
18,8
	30,3
±
1,1
	0,1
±
0,1
	639
±
13,3
	6,8
±
0,8

	3
	БИВ-119
	10,9
±
0,7
	8,6
±
0,2
	2,3
±
1,3
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	78,5
±
2,1
	21,4
±
1,02
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	5,02
±
0,5
	107
±
12,1
	27,4
±
2,1
	54,5
±
2,1
	21,3
±
1,2
	391,5
±
16,5
	29,9
±
1
	0,1
±
0,01
	503,5
±
23,1
	7, 1
±
0,5

	4
	БИВ-150
	5,1
±
1,8
	2,4
±
0,7
	2,5
±
0,9
	0,1
±
0,0
	0,03±
0,0
	0,0
±
0,0
	47,3
±
2,1
	50,0
±
1,5
	2,1
±
0,01
	0,6
±
0,0
	0,0
±
0,0
	6,5
±
1,4
	128,0
±
12,1
	28,3
±
1,71

	43,2
±
1,8
	19,6
±
0,6
	454,4
±
16,29
	19,0
±
0,7
	20,2
±
0,9
	209,0
±
21,6
	4,5
±
0,0

	5
	БИВ-165
	4,4
±
0,4
	73,0
±
12,3
	3,6
±
0,5
	19,6
±
1,1
	53,7
±
5,6
	0,0 
±
0,0
	291
±
25,6
	377
±
23,2
	0,0 
±
0,0
	0,15
±
0,0
	0,09±
0,0
	94,7
±
5,3
	3,44
±
0,1
	2,00
±
0,0
	16,3
±
2,1
	29,1
±
5,3
	8,61
±
1,1
	8,6
±
0,9
	7,2
±
0,9
	0,4
±
0,0
	80,5
±
5,6

	6
	БИВ-166
	5,9
±
0,4
	74,5±
6,4
	3,8
±
0,1
	21,3
±
3,3
	55,9
±
4,6
	19,6
±
0,9
	407,0
±
24,5
	350
±
23,5
	5,5
±
0,1
	0,27
±
0,0
	0,1
±
0,0
	93,3
±
3,3
	4,5
±
0,1
	2,3
±
0,0
	16,2
±
1,2
	30,3
±
1,3
	9,56
±
0,9
	8,1
±
0,9
	16,1
±
2,1
	0,3
±
0,0
	64,5
±
6,6

	7
	БИВ-201
	11,9
 ±
3,2
	10,7 
± 
1,5
	0,4 
± 
0,0
	0,8 
± 0,00
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	90 
± 
4,5
	3,3 
± 
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	5,7
± 
0,7
	124,5 
± 
4,5
	32,3
± 
1,6
	56,8
± 
0,8
	23,5 
± 
8,5
	411,5
± 
17,5
	30,5
±
5,0
	14,6
±
0,9
	743,5
± 
85,4
	4,5
± 
0,6

	8
	БИВ-202
	5,5
± 
1,02
	5,2
± 
1,2
	0,07 ± 
0,0
	0,2
± 
0,00
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	94,8 
±
7,5
	1,4 
± 
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	0,0 
±
0,0
	8,5
± 
1,0
	141,5 
± 
4,2
	0,0 
±
0,0
	59,3
± 
0,7
	16,5
± 
4,6
	303,5
± 
15,5
	27,9
±
4,6
	13,7
±
0,9
	770,5
± 
78,2
	6,1
± 
0,2

	9
	MU
	7,2 
±
1,2
	4,5 
±
0,1
	2,1 
±
0,6
	0,3 
±
0,0
	0,2 
±
0,0
	0,03 ±
0,0
	62,8
 ±
1,7
	29,8 
±
0,6
	4,2 
±
0,7
	2,8 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	7,4
±
1,1
	139,5
±
12,1
	30,2
±
2,3
	40,8
±
1,0
	18,7
±
1,0
	459
±
22,5
	10,1
±
0,0
	17
±
1,0
	340,2
±
26,1
	4,1 
±
0,0

	10
	PL
	3,8
±
0,9
	1,5
 ±
0,1
	1,6 ±
0,1
	0,4
±
0,2
	0,0 
±
0,0
	0,0
 ±
0,0
	40,6 
±
1,4
	44,4
 ±
1,6
	12,2 
±
0,9
	2,0 
±
0,0
	0,8
 ±
0,0
	4,09
±
1,6
	71,0
±
6,04
	11,0
±
0,3
	26,9
±
1,6
	17,4
±
0,02
	647
±
28,8
	11,5
±
0,0
	31,2
±
0,3
	381,0 
± 
19,6
	3,5 
±
0,0

	11
	UT
	10,7
 ±
1,1
	6,7 
±
1,5
	3,1 ±
0,7
	0,3 
±
0,0
	0,4
 ±
0,0
	0,2 
±
0,0
	62,4
±
3,1
	29,3 
±
1,0
	2,7
±
0,07
	3,5
 ±
0,8
	3,0 
±
0,0
	7,1
 ±
1,1
	158,5
±
16,5
	36,9
±
3,2
	43,5
±
2,3
	19,4
±
1,6
	446,5
±
16,5
	19,8
±
4,6
	20,9
±
2
	561,2
±
12,2
	3,9 
±
0,3




	16-кестенің жалғасы

	№
	Гемограмма көрсеткіштері
	WBC,·109/L
	LYM, 109/L
	NEU, ·109/L
	MON,·109/L
	EO, ·109/L
	BAS, ·109/L
	LYM, %
	NEU, %
	MON, %
	EO, %
	BAS, %
	RBC, 1012/L
	HGB, г/л
	HCT, %
	MCV, фл
	MCH, пг
	MCHC, г/л
	RDWsd, фл
	RDWcv, %
	PLT, ·109/L
	MPV, фл


	12
	P, F
	*
	**
	

	
	
	
	***
	****
	
	
	
	*****
	******
	
	
	
	
	
	
	*** ****
	

	
	*(P1-9=0,003 F>Fcrit, 310,1>18,51), (0,0003 F>Fcrit,  2646,43>18,51), (P2-9=0,003 F>Fcrit, 288>18,51), (P2-10= 0,01 F>Fcrit, 50>18,51), (P3-9=0,0007 F>Fcrit, 1369>18,51), (P3-10=0,0001, F>Fcrit, 5041>18,51);
**(P1-9=0,002 F>Fcrit, 338>18,51), (P1-10=0,0006 F>Fcrit, 1568>18,51), (P2-9=0,005 F>Fcrit, 180,5>18,51), (P2-10=0,01 F>Fcrit, 60,5>18,51), (P3-9=0,001 F>Fcrit, 840,5>18,51), (P3-10=0,0003 F>Fcrit, 2520,5>18,51), (P1-11=ш.а.), (P3-11=0,005 F>Fcrit, 180,5>18,51);
***(P1-9=0,00007 F>Fcrit, 13612,5>18,51), (P1-10=0,00001 F>Fcrit, 74884,5>18,51), (P1-11=0,00007 F>Fcrit,  14280,5>18,51), (P2-9=0,003 F>Fcrit, 2964,5>18,51), (P2-10= 0,00009 F>Fcrit, 10512,5,>18,51), (P3-9=0,00008 F>Fcrit, 12324,5>18,51), (P3-10=0,00001 F>Fcrit,  71820,5>18,51), (P3-11=0,000003 F>Fcrit,  25824,01>18,51);
5  (P1-10=ш.а.) (P3-10=ш.а.);
****(P1-9=0,0002 F>Fcrit, 4140,5>18,51), (P1-10=0,00002 F>Fcrit, 44700,5>18,51), (P=0,00003 F>Fcrit, 33282>18,51), (P2-9=0,00004 F>Fcrit, 22801>18,51), (P2-10=ш.а.), (P3-9=0,00004 F>Fcrit, 22801>18,51), (P3-10=ш.а.);
*****(P1-9=0,007 F>Fcrit, 128>18,51), (P1-10=0,003 F>Fcrit, 292,41>18,51), (P2-9=ш.а.), (P2-10= 0,001 F>Fcrit, 967,7>18,51), (P3-9=0,00003 F>Fcrit, 28800>18,51), (P3-10=0,0001 F>Fcrit, 8649>18,51);
******(P1-9=0,001 F>Fcrit, 546,7>18,51), (P1-10=0,0009 F>Fcrit, 1012,5>18,51), (P2-9=ш.а.), (P2-10= 0,0004 F>Fcrit, 2178>18,51), (P3-9=0,0009 F>Fcrit, 1045,7>18,51), (P3-10=0,001, F>Fcrit, 648>18,51);
*******(P1-9=0,00004 F>Fcrit, 20604,5>18,51), (P1-10=0,00007 F>Fcrit, 13122>18,51), (P2-9=0,00002 F>Fcrit, 44700,5>18,51), (P=0,00003 F>Fcrit, 33282>18,51), (P3-9= P=0,00003 F>Fcrit, 26467,57>18,51), (P3-10=0,0001 F>Fcrit, 7442>18,51).

Ескерту-кестеде қысқартулар қолданылған: ш.а.- айырмашылық деңгейі шамалы 



	
	



	БИВ-118 тобында эритроциттердің жалпы көрсеткіші (7,2±0,9)·1012/л құрады, ол MU және UT тобының көрсеткіштерінің (7,1±1,1)·1012/л деңгейіне дерлік жетті. БИВ-118 тобындағы эритроциттердегі (MCH) гемоглобиннің орташа мөлшері (19±1,2) пг, ол UT топ деңгейінде (19,45±1,6) пг болды. БИВ-119 (TIC) тобындағы эритроциттегі (MCHC) гемоглобиннің орташа мөлшері (349,0±5,3) г/л болды, бұл UT топ деңгейінен (446,5±16,5) г/л 0,7 есеге төмен. БИВ-118 тобындағы эритроциттердің (MCV) орташа көлемі (54,5±2,2) фл болды, бұл MU тобындағыдан (40,8±1,0) фл 1,33 есе (P=0,00011 F>Fcrit, 9384,5>18,51) жоғары және UT тобынан 1,25 есе (P=0,00017 F>Fcrit, 6050>18,51) жоғары болды. БИВ-118 тобындағы эритроциттердің (RDWsd) аумақ бойынша таралу көрсеткіші (30,3±1,1) фл болды, сонымен қатар ол MU тобынан (10,1±0,0) фл 3,03 есе, UT тобынан (19,8±4,6) фл 1,53 есеге айтарлықтай жоғары болды. Осылайша, БИВ-118 тобында эритроциттер мен гемоглобин көрсеткіштерінің нормохромды және нормоцитарлық қалпына келуі байқалды. Эритропоэзді бағалау, гемоглобин деңгейінің және жалпы эритроциттер көрсеткіштерінің салыстырмалы препарат метилурацил және интакт тобы деңгейінде болуымен сипатталады.
	БИВ-117, БИВ-119 (TIC) екі топта да лейкопоэздің қалпына келуі ұқсас жүрді. БИВ-119 (TIC) тобындағы жалпы лейкоцит көрсеткіші (10,9±0,7)·109/л құрады, бұл MU тобы көрсеткіші (7,2±1,2)·109/л 1,51 есе (P=0,0007 F>Fcrit, 1369>18,51), UT тобы көрсеткішіне (10,7±1,1)·109/л айтарлықтай жетті және PL тобының көрсеткішінен (3,8±0,9)·109/л 2,86 есе (P=0,0002, F>Fcrit, 5041>18,51) жоғары болды.
БИВ-117 тобында жалпы лейкоцит көрсеткіші (8,97±0,8)·109/л құрады, бұл MU тобы көрсеткішінен (7,2±1,2)·109/л 1,24 есе (P=0,003 F>Fcrit, 310,188>18,51) жоғары болса, UT тобы көрсеткішіне (10,7±1,1)·109/л жете, PL тобы көрсеткішінен (3,8±0,9)·109/л 2,36 есе (P=0,0003 F>Fcrit,  2646,43>18,51) жоғары болды. БИВ-117 және БИВ-119 (TIC) топтарында салыстырмалы қан лейкограммасының көрсеткіштері ұқсас болды. 
	Нейтрофилдердің салыстырмалы көрсеткіші (20,7-21,45) % PL тобындағы көрсеткіштен (44,4±1,61)% төмен болды. БИВ-117 және БИВ-119 (TIC) топтарындағы лимфоциттердің салыстырмалы көрсеткіші (79,3-78,55) % болды және MU тобынан сәйкесінше (29,8±0,65) %  2,66 есе (P=8,162 F>Fcrit, 122512>18,51),  2,63 есе (P=0,00042 F>Fcrit, 2353,03>18,51) және UT тобынан (29,3±1,0) %  2,70 есе (P=7,9999 F>Fcrit, 125000>18,51),  2,68 есе (P=0,00042 F>Fcrit, 2401,55>18,51) және PL тобы көрсеткішінен (40,6±1,44) %  1,95 есе (P=8,4111 F>Fcrit, 118888>18,51), 1,93 есе (P=0,0007 F>Fcrit, 1425,8>18,51) жоғары болды.
[bookmark: _Hlk163553846][bookmark: _Hlk163553937][bookmark: _Hlk163553947]	БИВ-117, БИВ-119 (TIC) топтарындағы қан лейкограммасының бірдей салыстырмалы көрсеткіштеріне қарамастан, БИВ-119 (TIC) тобындағы лейкоциттердің абсолютті көрсеткіштері БИВ-117 тобына қарағанда жоғары болды. БИВ-119 (TIC) тобындағы абсолютті лимфоцитарлы көрсеткіші (8,6±0,2)·109/л, БИВ-117 тобындағы көрсеткішінен (7,1±0,4)·109/л жоғары болды және екеуі де PL тобы көрсеткішінен (1,5±0,1)·109/л 5,7 есе (P=0,0006 F>Fcrit, 1568>18,51), 4,7  есе (P=0,0003 F>Fcrit, 2520,5>18,51) MU тобынан (4,5±0,1)·109/л 1,9 есе (P=0,002 F>Fcrit, 338>18,51), 1,5 есе (P=0,001, F>Fcrit, 840,5>18,51), UT тобынан (6,7±1,5)·109/л 1,2 есе (P=0,1 F>Fcrit, 8<18,51), 1,0 есе (P=0,005 F>Fcrit, 180,5>18,51) жоғары болды. БИВ-117 тобындағы абсолютты  нейтрофильді көрсеткіш (1,85±1,1)·109/л құрады, UT тобы көрсеткішіне (4,13±0,5), MU тобы көрсеткішіне (2,1±0,6)·109/л жетпеді. Келесі БИВ-119 (TIC) тәжірибелік тобындағы абсолютті нейтрофиль көрсеткіші (2,33±1,3)·109/л құрады, UT топтың көрсеткішіне жеткен жоқ, бірақ салыстырмалы препарат MU деңгейінде болды. БИВ-117 тобы PL тобы деңгейінде (1,6±0,1)·109/л, ал БИВ-119 (TIC) тобы 1,45 есе (P=0,01843, F>Fcrit, 52,7624>18,51) жоғары болды. БИВ-119 (TIC) тобындағы қан жағындысын бақылау  перифериялық қаннан таяқша тәрізді нейтрофильдердің жоғары көрсеткішпен шығуын көрсетті. Нейтрофилездің ядролық регенеративті солға ығысуының жоғары деңгейі қандағы лейкоциттердің компенсаторлық қалпына келуін көрсетті.
БИВ-117, БИВ-119 (TIC) топтарында тромбоциттер деңгейінің қалпына келуі тиімді жүрді. БИВ-117 тобындағы жалпы тромбоцитарлы көрсеткіш (543±25,5)·109/л, БИВ-119  (TIC) тобындағы көрсеткіш (503,5±23,1)·109/л болды, ол MU тобынан (340,2±26,1)·109/л 1,59 есе (P=0,00004 F>Fcrit, 20604,5>18,51), 1,47 есе (P=0,00003 F>Fcrit, 26467,57>18,51) және PL тобы көрсеткішінен (381,0±19,6)·109/л 1,42 есе (P=0,00007 F>Fcrit, 13122>18,51) және 1,32 есе (P=0,0001 F>Fcrit, 7442>18,51) жоғары болды.   
БИВ-118 тобындағы лейкоциттердің жалпы көрсеткіші (4,8±0,1)·109/л құрады, бұл MU тобынан (7,2±1,2)·109/л 0,66 есе және UT тобынан (10,7±1,1)·109/л 0,44 есе төмен болса, PL тобынан (3,8±0,9)·109/л 1,2 есе  (P=0,01 F>Fcrit, 50>18,51) жоғары екендігін көрсетті. Салыстырмалы нейтрофилдер саны (44,9±0,3) % құрады және PL тобы деңгейінде (44,4±1,61) % болды. БИВ-118 тобындағы лимфоциттердің салыстырмалы көрсеткіші (55,1±2,1) % құрады және MU және PL топтарының көрсеткіштерінен 0,92, 0,87 есе төмен болды. БИВ-118 тобындағы абсолютті лимфоцитарлы көрсеткіш (2,6±0,1)·109/л құрады, бұл PL тобы көрсеткішінен (1,5±0,1)·109/л 1,73 есе (P=0,01 F>Fcrit, 60,5>18,51), MU тобы көрсеткішінен (4,5±0,1)·109/л 0,5 есе, UT тобы көрсеткішінен (6,7±1,5)·109/л 0,3 есе жоғары болды. БИВ-118 қосылысы қан лейкограммасында гранулоцитарлы және агранулоцитарлы көрсеткіштердің біркелкі қалпына келмеді. 
БИВ-118 тобындағы жалпы тромбоциттер көрсеткіші (639±13,3)·109/л құрады, бұл MU тобы, PL тобы көрсеткішінен 1,8 есе (P=0,00002 F>Fcrit, 44700,5>18,51), 1,6 есе (P=0,00003 F>Fcrit, 33282>18,51) жоғары болғандығын көрсетті. БИВ-117, 118, БИВ-119 (TIC)  тобындағы тромбокрит деңгейі де тез қалпына келді. 
Осылайша, циклофосфамидпен ықпалдандырылған миелодепрессия жағдайында зерттелетін БИВ-117 және БИВ-119 (TIC) қосылыстарды енгізгеннен кейінгі 7-ші тәулікте сүйек кемігі жасушалары қалпына келуінің біркелкі ынталандырлуы байқалды. Бұл қосылыстар эритропоэзді ынталандырады және БИВ-117, БИВ-119 (TIC) топтарының барлық көрсеткіштері PL тобының көрсеткіштерінен асып түсті. Эритроциттердің орташа көлемі қалыпты шекте болды. Ал, БИВ-118 тобы эритропоэзді айтарлықтай ынталандырып, MU, UT топтарының көрсеткіштеріне дерлік жетті. БИВ-117, 118, БИВ-119 (TIC) тобындағы тромбоцитоз қарқынды болды және тромбоциттердің барлық көрсеткіштері MU тобы мен UT тобының көрсеткіштерінен жоғары болды. Лейкопоэзді ынталандыру белсенділігі бойынша БИВ-119 (TIC) қосылысы, БИВ-117 қосылысынан және MU, UT тобының белсенділігінен асып түсті. БИВ-118 қосылысы MU мен UT тобының мәніне жетпей, лейкопоэз белсенділігін ынталандырмады, бірақ PL тобының белсенділігінен жоғары болды.
	БИВ-190 (BIV) және БИВ-119 (TIC) қосылыстары гемоынталандырушы белсенділік көрсетті. Олар салыстырмалы түрде барлық зерттелген қосылыстар ішінен ең жоғары лимфоынталандырушы белсенділікті көрсетті, яғни зерттеу жұмысының мақсатына байланысты лимфоцит деңгейін қалпына келтіретін қосылысты табу болғандықтан БИВ-190 (BIV) және БИВ-119 (TIC) қосылыстары келешектегі терең скрининг зерттеулері үшін таңдап алынды.

[bookmark: _Toc164528933][bookmark: _Toc164536731][bookmark: _Toc165843268][bookmark: _Hlk164537454]3.3 Сүйек кемігі, тимус және көкбауырдың жасушалығын бағалау
[bookmark: _Toc164528934][bookmark: _Toc164536732][bookmark: _Toc165843269]3.3.1 Сүйек кемігінің, тимустың және көкбауырдың салмағын, жалпы жасуша саны мен жасушалығын талдау
	Циклофосфамидті енгізуден туындаған екіншілік иммунтапшылығы моделінің өміршеңдігінің негізгі көрсеткіші, клиникалық қан талдауынан басқа, жануарлардың сүйек кемігі, тимусын, көкбауырын морфологиялық зерттеу болып табылады. Мүшелердің күйін айқындайтын көрсеткіштердің ішінен жануардың салмағын, мүшенің салмағын және оның жасушалылығын есептеуді бөліп көрсету керек. Бұл көрсеткіштер мүше салмағының азаюымен байланысты ЦФ супрессорлық әсерін егжей-тегжейлі бағалауға мүмкіндік береді [245, 117 б.].
Тышқанның орташа өмір сүру ұзақтығы 1,5-2,0-3,0 жыл. 16-18 айлық тышқандардың жасы адамның 60-70 жасына сәйкес келеді. C57BL6/J линиялы тышқандарының өмір сүру ұзақтығы аталықтар үшін 580±35,8 күн, аналықтар үшін 645±34,2 күн [246]. Тышқандардың тірі салмағы жасына байланысты туғаннан 70 күнге дейін аталықтарда 21,0 (22,6-19,4), аналықтарда 18,9 (20,2-17,6) г., аталықтарда 90 күнге дейін 23,8 (24,6-23,2) г., аналықтарда 21,5 (22,8-17,6) г, 140 күнге дейін аталықтарда 26,3 (27,2-25,4) г, аналықтарда 25,0 (26,2-23,8) г. [247].
	Тәжірибе 4-4,5 айлық аналық жануарларға жүргізілді. Тәжірибенің  15-ші тәулігінде лабораториялық жануарлармен жұмыс жүргізудің этика ережесіне сәйкес жүргізілді. Жануарлардың тимусы, көкбауыры алынып, салмағы өлшенді. 

[bookmark: _Toc164536733][bookmark: _Toc165843270][bookmark: _Hlk164537462]3.3.1.1 Тимустың салмағы, жалпы жасуша саны және жасушалығы 
Тимустың салыстырмалы салмағы жануардың мүшесінің абсолютті салмағының оның денесінің жалпы салмағына қатысы ретінде анықталды. Қолданылған модельдің сәйкестігін бағалау үшін біз тимустың абсолютті салмағы мен жасушалық қасиетін интактілі (UT) және тәжірибелік топтарын: метилурацил (MU), плацебо (PL), БИВ-190 (BIV), БИВ-119 (TIC) салыстырдық. Зерттеу нәтижелері 17-кестеде берілген. 

[bookmark: _Hlk163933828]Кесте 17 – Тимустың салмағы, жасушалық көрсеткіштері

	№ 
	Топтар
	Жануарлардың салмағы, (мг)
	Тимустың салмағы, мг

	Мүшедегі жасушалардың жалпы саны, млн.кл
	Жасушалық (мүше салмағына шаққандағы жасушалар саны), млн. кл./мг

	1
	UT
	18630,0±1153,2

	75,0±3,0

	142,1±18,9

	1,9±0,2


	2
	PL
	16825,0±1998,2

	35,0±4,8

	58,1±21,5

	1,5±0,2


	3
	BIV
	18300,0±1224,6

	65,0±6,5

	194,1±29,6

	2,9±0,3


	4
	TIC
	18567,0±1689,0

	56,6±4,8

	144,2±28,9

	2,5±0,1


	5
	MU
	19267,0±1568,9

	46,6±6,2

	93,6±35,2

	2,1±0,5


	P
	
	P5-1= 0,04 
P3-5=0,0001 
P4-5= 0,000004 
	P5-1= 0,002
P4-5=0,0002
P2-4=0,002 
P2-3=0,002 
P2-4=0,002 
P2-5=0,01
	P3-5=0,000001
P4-5=0,00000003 
P2-5=0,001



17-кестеде көрсетілгендей, ЦФ тобындағы жануар салмағы және тимус салмағының айтарлықтай төмендеуіне әкелді, бұл әдебиеттегі келтірілген  деректерімен сәйкес келеді [248]. Анықталған [249-251] циклофосфамидті интоксикация кезінде жасушалардың 80-95% өлуі, апоптоз бен некроздың салдарынан болады, бұл гомеостаздың өзгеруіне, тимус жасушалылығының төмендеуіне, патологиялық өзгерістерге, иммундық жүйедегі ағзадағы әртүрлі патологиялық жағдайлардың дамуына әкеп соғатын тимус жасушаларының төмендеуіне әкеледі.
BIV (тобы), TIC (тобы) қосылыстары жануарлардың дене салмағын қалыпты деңгейге (UT тобы) қалпына келтірді және PL тобымен салыстырғанда тимус салмағын айқын арттырды (тиісінше 3,3 және 2,5 есе).
Тимустағы жасушалардың жалпы санының өзгеруі осы мүше салмағының өзгеруімен толығымен сәйкес келеді. Дегенмен, меншікті шамасын көрсететін (тимус салмағына жасуша санының қатынасы) тимустың жасушалығын ең ақпаратты көрсеткіш ретінде санауға болады. 17-кестеге сәйкес, тимустың жасушалылығы BIV және TIC әсерінен қалпына келтірілді, PL тобына қатысты сәйкесінше 1,9 және 1,7 есе жоғары болды. Метилурацил, салыстыру препараты ретінде тимустың салмағын, тимустағы жасушалардың санын және оның жасушалық қасиетін тиісінше 1,3, 1,6 және 1,4 есе арттыра отырып, ЦФ әсерінен кейін тимусты шамалы ғана қалпына келтірді.
Т-лимфоциттердің цитостатиктердің, атап айтқанда ЦФ әсеріне жоғары сезімталдығы олардың қарқынды пролиферациясына байланысты. Т-жасушаларының санын қалпына келтіруге 2 механизм қатысады: тимопоэз және гомеостатикалық пролиферация. 1-ші механизм тимустың аңғал Т-лимфоциттерінің ағынын қамтамасыз етеді, 2-ші – шамадан тыс пролиферация арқылы Т-жад жасушаларының жиналуына әкеледі [246, 351 б.]. Ағзаға жағымсыз сыртқы әсерлер кезінде иммундық жүйенің Т-жасушалық байланысын қалпына келтіруге әрбір механизмнің қосқан үлесін бағалау осы процестердің патогенезін түсіну үшін де, оларды түзетудің қолайлы әдістерін табу үшін де маңызды [192, 1718 б.]. Алынған мәліметтерді талдай отырып, циклофосфамидті интоксикация мүшедегі жалпы жасушалардың саны мен салмағын 2,14, 2,44 есе азаюына әкелді деп айта аламыз. Лимфо-миелоидты кешеннің барлық мүшелерінің ішінде тимус цитостатиктердің әсеріне ең сезімтал екені белгілі. Басқа зерттеулердің авторлары тимоциттердің ең жас субпопуляциясы, DN-тимоциттердің санының көбеюі ЦФ енгізгеннен кейін 20-шы тәулікте ғана шарықтау шегіне жететінін байқаған [252]. Біздің зерттеулерімізде, салмақтың, мүшелердегі жасушалардың жалпы санының қалпына келуі BIV қосылыстарын енгізу басталғаннан кейінгі жетінші тәулікте тіркелді. BIV және TIC топтары бақылаудың бірінші аптасында мүше салмағының ұлғаюын және мүшедегі  жасушаларының жалпы санының қалпына келуін көрсетті. Әдеби деректерге сәйкес, перепараттарды қолданбай, тимус жасушаларының санының толық қалпына келуі, 60 тәулікке дейін жүреді [253, 254].

[bookmark: _Toc164536734][bookmark: _Toc165843271][bookmark: _Hlk164537471]3.3.1.2 Көкбауырдың салмағы, жалпы жасуша саны және жасушалығы 
Көкбауырдың орташа салмағы 59,5 (45±72,5) мг ауқымында болды. Көкбауырдың максималды салмағы UT тобында – 72,5 мг және бақылау тобындағы салыстырмалы препарат MU тобында – 70,0 мг құрады.
UT топтағы жануарлардың абсолютті салмағы 18630 ​​(18630,0±1153,2) мг және көкбауырдың салыстырмалы салмағы 72,5 (72,5±5,6) мг, MU тобындағы абсолюттік салмақ 19267 (19267,0±1568,9) мг шегінде болды, ал көкбауырдың салыстырмалы салмағы 70 (70,0±8,7) мг болып, UT тобы мәніне  жеткені анықталды. BIV енгізген тәжірибелік топта абсолютті салмақ 18300 (18300,0±1224,6) мг болды, ал көкбауырдың салыстырмалы салмағы 60 (60,0±8,5) мг болып, салыстырмалы препарат MU енгізілген топтан 1,16 есеге  (P=0,01 F>Fcrit, 50>18,51) төмендеді (кесте 18).   
TIC енгізілген топта абсолютті салмақ 18567 (18567,0±1689,0) мг, көкбауырдың салыстырмалы салмағы 50 (50,0±5,6) мг құрады, ол салыстырмалы препарат MU тобынан  1,2 есеге (P=0,004 F>Fcrit, 200>18,51) төмен болғандығын көрсетті. Екі тәжірибелік  топ BIV және TIC абсолюттік салмақ бойынша UT және MU тобының мәніне жетпеді. PL тобындағы көкбауырдың салыстырмалы салмағы 45 (45,0±6,9) мг болды, бұл барлық топтардан, BIV топтарынан 1,33 есе (P=0,008 F>Fcrit, 112,5>18,51) және TIC топтарынан 1,11 есе (P=0,07 F<Fcrit, 12,5<18,51) төмен болды.
Кесте 18 – Көкбауырдың салмағы, жасушалық көрсеткіштері

	№


	Топтар
	Жануарлардың салмағы, (мг)
	Көкбауыр салмағы, мг
	Мүшедегі жасушалардың жалпы саны, кл  ·106
	Жасушалық (мүше салмағына шаққандағы жасушалар саны), млн кл/мг

	1
	UT
	18630,0±1153,2

	72,5±5,6

	92,1±5,9
	1,3±0,2


	2
	PL
	16825,0±1998,2

	45,0±6,9

	60,6±6,9

	0,8±0,01


	3
	BIV
	18300,0±1224,6

	60,0±8,5

	118,7±12,5

	2,3±0,2


	4
	TIC
	18567,0±1689,0

	50,0±5,6

	73,7±9,8

	1,6±0,2


	5
	MU
	19267,0±1568,9

	70,0±8,7

	66,4±8,9

	1,1±0,01


	
	Р
	
	P3-5=0,01
P4-5=0,004
P3-2=0,008
P4-2=ш.а.
	P3-1=0,00002
P3-5=0,000003
P4-5=0,000001
P2-3=0,000002
P2-4=0,0000005
	P3-1=0,006

	Ескерту-кестеде қысқартулар қолданылған: ш.а.- айырмашылық деңгейі шамалы



Көкбауыр салмағының төмендеуі, мобилизацияның жоғарылауын көрсетуі мүмкін, нәтижесінде көптеген қолайсыз факторлар – инфекциялар, физикалық жүктеменің жоғарылауымен аурулар, стресс, оның функциясының төмендеуіне әкеледі [255]. Циклофосфамидті интоксикация екі себеп бойынша көкбауыр салмағының күрт төмендеуіне әкелді. Көкбауырда цитостатиктердің әсеріне ең сезімтал лимфоциттердің гомеостатикалық пролиферациясы жүреді. Екінші себеп - көкбауырда қызыл пульпа 80%-ға дейін болады, онда қанның эритроциттері, тромбоциттері және гранулоциттері орналасады. Олар да цитостатиктердің әсеріне өте сезімтал келеді. Бірақ цитостатик белсенді пролиферацияланатын жасушаларға әсер етеді. Қызыл пульпада жасушалардың санының азаюының себебі – сүйек кемігінен жасушалардың  көкбауырдың қызыл пульпасына дер кезінде орналасуының бұзылуынан болады. ЦФ, ең алдымен, сүйек кемігінің жасушалық бұзылуын тудырды, бұл екінші лимфо-миелоидты мүше – көкбауыр жасушаларының популяциясының төмендеуіне әкелді.
Тышқандарға BIV енгізгенде, бұл тәжірибелік тобындағы көкбауыр жасушаларының жалпы саны (118,7±12,5) млн болды, ол UT топқа қарағанда 1,28 есе (P=0,00002 F>Fcrit, 35378>18,51), бақылау тобы салыстырмалы препарат MU тобынан 1,78 есе (P=0,000003 F>Fcrit, 272801,3>18,51) жоғары болды. 
TIC тәжірибелік тобында жасушалардың жалпы саны (73,7±9,8)  млн болды, ол бақылау тобы MU 1,10 есе  (P=0,000001 F>Fcrit, 525169,2>18,51) жоғары болса, ал UT  тобы мәніне (92,1±5,9) млн жетпеді. Жасушалардың жалпы саны (60,6±6,9) млн болатын PL тобы BIV, TIC тәжірибелік топтарынан да төмен болды және екі топта 1,95, 1,21 есе (P=0,000002 F>Fcrit, 336563,6>18,51), (P=0,0000005 F>Fcrit, 1690559>18,51) жоғары болды. Сонымен қатар, BIV және TIC қосылыстарының әсерінен көкбауыр жасушалылығының жоғарылауы орын алды. Көкбауыр жасушаларының жалпы санының жоғары болуы BIV және TIC қосылыстарының циклофосфамидті миелодепрессиядан кейінгі екіншілік лимфо-миелоидты мүшелерде миело- және лимфоцитопоэз процестерін ынталандырудағы тиімділігін көрсетеді. 
Жасушалық санның жоғары көрсеткішін BIV (2,3±0,2)  млн/мг және TIC (1,6±0,2) млн/мг құрады. BIV салыстырмалы препарат MU тобынан (1,1±0,01) ) млн/мг құрап, 2,09 есе (P=0,006 F>Fcrit, 144>18,51) жоғары және TIC тобынан 0,7 есе ғана жоғары болды. Ал PL тобында көкбауырдың ең минималды жасушалығы (0,8±0,01) млн/мг байқалды.  
Осылайша, біз алған тәжірибелік деректер екіншілік иммунтапшылығы жағдайларын емдеуде цитостатиктердің токсикалық әсерін азайту үшін BIV және TIC қосылыстары лимфо-миелоидты мүшелердегі миело- және лимфоцитарлық жасуша популяцияларының деңгейін қалпына келтіруде қолдану перспективасын көрсетеді.  

[bookmark: _Toc164536735][bookmark: _Toc165843272][bookmark: _Hlk164537478]3.3.1.3 Сүйек кемігінің жалпы жасуша саны және жасушалығы  
Сүйек кемігіндегі гемопоэз тек зертханалық жануарларда егжей-тегжейлі зерттелген. Сүйек кемігінің гемопоэтикалық қызметі стресс әсерінің қарқындылығы мен ұзақтығына байланысты мобилизация мен төзімділіктен бастап сарқылу мен патологияға дейінгі кезеңдерден дәйекті түрде өтетіні белгілі. Дегенмен, сүйек кемігі, перифериялық қан, көкбауыр және тимус арасындағы қан түзетін жасушалардың айналым процестері, атап айтқанда, стресс кезінде әлі толық аныталмаған. Табиғаттағы тышқан тәрізді кеміргіштердегі сүйек кемігі туралы ешбір мәлімет жоқ және бұл туралы нақты деректер үзінді түрінде ғана кездеседі [256-258].
Сүйек кемігінің жасушалығын жастық нормаға қатысты бағалануы қажет. Сүйек кемігін норма-, гипер- немесе гипожасушалық деп сипаттауға болады. Зерттелген жануарлар сүйек кемігінің жасушалық деңгейінің жоғары деңгейіне сәйкес келетін жас кезеңінде болды. Жануарлар тәуліктік белсенділік ырғақтарын сақтай отырып, балансты диетада болды.
Сүйек кемігінің жалпы жасуша санын UT тобымен үш тәжірибелік BIV, TIC, MU, тобын салыстырғанда 3,95, 2,38, 2,80 есе (P=0,000003 F>Fcrit, 256036>18,51), (P=0,000007 F>Fcrit, 137812,5>18,51), (P=0,000006 F>Fcrit, 148823,1>18,51) жоғары болғандығын көрсетті. Тәжірибелік топтардағы сүйек кемігі жасушаларының жалпы санының жоғары көрсеткішін циклофосфамидті миелодепрессиядан кейін жасуша популяциясының компенсаторлық пролиферациясымен түсіндіруге болады. Сүйек кемігінің жасушалық көрсеткіші сүйек кемігі жасушаларының мүшедегі жалпы санымен байланысты болды. BIV қосылысын енгізу тобындағы сүйек кемігінің жоғары жасушалық көрсеткіші (4,05±0,3) млн/мг мг құрады. Ол сүйек кемігінің жасушалығы бойынша MU тобынан 1,41 есе (P=0,006 F>Fcrit, 154,703>18,51) жоғары болды. TIC тобындағы көрсеткіш MU тобынан сәл ғана жоғары болды. Ең төменгі жасушалық көрсеткіштер UT топта (1,02±0,01) және PL тобында (1,6±0,1) болды (кесте 19).

Кесте 19 – Сүйек кемігінің жасушалығы 

	№
	Топтар
	Мүшедегі жалпы жасуша саны, кл · 106
	Жасушалығы (мүше салмағына жалпы жасуша саны), кл · 106/мг

	1
	UT
	23,3±4,5

	1,02±0,01


	2
	PL
	17,2±5,2

	1,6±0,1


	3
	BIV
	73,9±9,5

	4,05±0,3


	4
	TIC
	75,8±9,8

	2,9±0,1


	5
	MU
	62,07±6,8

	2,8±0,1


	Р
	P3-1=0,000003
P4-1=0,000007
P5-1=0,000006
	P3-5=0,006



Осылайша, сүйек кемігінің ең жоғары жасушалық қасиеті BIV тобында болды. TIC тобы аралық мәнде болды. Ең төменгі жасушалық көрсеткіш UT тобында және PL тобында болды. Бірақ қосылыстардың тиімділігін тек мүшелердің  салмағымен ғана бағалау мүмкін емес, өйткені сүйек кемігінің жасушаларының ынталандырылған пролиферациясы бір бағытты сипатты болуы мүмкін. Қандағы жетілген жасушалардың тапшылығымен жүретін бір немесе бірнеше қан түзілу көлемімен кеңеюімен байланысты - сүйек кемігінің гипержасушалығы қан түзілудің тиімсіздігін немесе бір типті өсу факторларының шамадан тыс мөлшерінің көбеюін көрсетеді. Сүйек кемігіндегі гипержасушалық миелопоэзге бір немесе бірнеше жасушалық линияларының таралуы, дифференциалды диагностикаға лейкемоидты реакцияларды, анемиялық синдромдарды, ең алдымен гранулоциттік және мегакариоциттердің пролиферациясы бар бастапқы миелофиброз, созылмалы миелолейкоз, миелодепрессивті аурулары жатады. Сонымен, анемиялық синдромы кезінде эритроидты көбеюдің кеңеюі, миелобластоидты белгілер байқалады. Иммундық тромбоцитопения кезінде  мегакариоциттер санының күрт өсуі байқалады, бұл жағдайда жасушалардың көлемі кіші, жетілмеген морфологиялы, ал цитологиялық зерттеулерде - гипергранулярлы цитоплазмасы болады [259].
[bookmark: _Toc164528935]Әрі қарай, ЦФ ықпалдандырылған депрессияда сүйек кемігі, тимикалық және гомеостатикалық спленоцитарлы Т-лимфопоэз және жаңа синтезделген қосылыстар BIV, TIC қосылысы сүйек кемігіндегі, тимустағы және көкбауырдағы Т-лимфоциттердің қалпына келу белсенділігіне талдау жүргізілді. 

[bookmark: _Toc136296243][bookmark: _Toc164528938][bookmark: _Toc164536739][bookmark: _Toc165843273][bookmark: _Hlk164537510]3.4 BIV және TIC әсерінен лимфо-миелоидты мүшелердегі (ГБЖ, Т-, В-лимфоциттер) субпопуляцияларының қайта қалпына келуі
	Жаңа синтезделген қосылыстардың ЦФ әсеріне ұшыраған жануарлардың гематологиялық көрсеткіштеріне әсерін зерттеу, гемопоэтикалық белсенділігі ең жоғары екі қосылысты таңдап алуға мүмкіндік берді: пиразолопиридин қосылыстары тобынан – BIV деп аталынантын БИВ-190 қосылысы, сұйық иондық қосылыс тобынан – TIC деп аталынатын, БИВ-119 қосылысы. Бұл қосылыстар, ЦФ әсерінен кейін сүйек кемігі, тимус, көкбауырдың жасушалығының қайта қалпына келуінде  тиімді болып табылды. Ары қарай, ЦФ әсерінен кейін, ағынды цитофлуориметриялық әдісті қолдана отырып,  BIV және TIC қосылыстарының әсерін ГБЖ, Т-жасуша субпопуляцияларының әртүрлі фенотиптерінің қайта қалпына келуін тереңірек зерттедік. 
[bookmark: _Toc164528939][bookmark: _Toc164536740][bookmark: _Toc165843274][bookmark: _Hlk164537515]3.4.1 Жаңа синтезделген BIV және TIC қосылыстарының сүйек кемігіндегі ГБЖ, Т-лимфоциттер деңгейінің қайта қалпына келуіндегі белсенділігі
	BIV қосылысы гемопоэтикалық бағаналы жасушаларға қатысты төмен миелоынталандырушы белсенділікті көрсетті. Сүйек кемігіндегі ГБЖ CD117+ BIV тобындағы (4,36±0,10) % деңгейі PL тобындағы (4,57±0,6) % деңгейден ерекшеленбеді, ал MU тобы және TIC тобында ГБЖ деңгейі сәйкесінше 1,25 есе, 1,38 есе (P=0,004 F>Fcrit, 220,5>18,51; (P=0,00007 F>Fcrit, 13944,5>18,51) жоғарылады, бірақ UT тобы деңгейіне 7,62±1,61) % (P=0,00007 F>Fcrit, 13944,5>18,51) жеткен жоқ (сурет 6).


[image: Изображение выглядит как диаграмма, текст, дизайн

Автоматически созданное описание]

[bookmark: _Hlk159270788]А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы ГБЖ мәні (5,0%). 
[bookmark: _Hlk159270825]С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы ГБЖ мәні (6,0%).

Сурет 6 – Тышқандардың әртүрлі тобының сүйек кемігіндегі CD117+ гемопоэтикалық бағаналы жасушалардың үлесі
[bookmark: _Hlk163677876]TIC қосылысы жетілген, белсендірілмеген Т-лимфоциттердің деңгейін қалпына келтіруде айқын ынталандырушы белсенділікті көрсетті (сурет 5). Мысалы, TIC тобындағы CD43+ CD3e+Т-лимфоциттердің деңгейі (44,25±2,5) % PL тобынан (12,06±1,87) % 3,66 есе P=0,0000001 F>Fcrit, 5180981>18,51), тіпті UT тобынан 2,01 есе (P=0,0000004 F>Fcrit, 2473088>18,51) жоғары болды [260]. TIC қосылысы белсенділігі MU тобынан (35,6±1,34) % 1,24 есе (P=0,0001 F>Fcrit, 7408,16>18,51), BІV қосылсынан (15,73±1,54) % 2,81 есе (P=0,0000002 F>Fcrit, 4066952>18,51) жоғары болды (сурет 7).  

[image: Изображение выглядит как диаграмма, План, Технический чертеж, текст

Автоматически созданное описание]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы Т-жасушалар мәні (15,0%). 
С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы Т-жасушалардың мәні (18,6%). D. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті   мәліметтері, TIC тобындағы Т-лимфоциттердің мәні (44,0%). E. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы Т-лимфоциттердің мәні (20,0%). 

Сурет 7 – Тышқандардың әртүрлі тобындағы сүйек кемігіндегі CD3e+CD43+ Т-лимфоциттердің үлесі

ЦФ әсерінен кейін CD3e+CD44+Tmem деңгейінің төмендеуі (1,58 есе, P=0,00005 F>Fcrit, 187272>18,51) едәуір болмады. Осылайша, пре-Т-лимфоциттер деңгейінің төмендеуі, рециркуляцияланатын Т-жад лимфоциттерінің санының төмендеуіне қарағанда айқынырақ болды (сурет 8).
	Пре-Т-лимфоциттер тимусқа және олардың селекциясы мен дифференциациясы жүретін тимопоэз мүшесіне миграцияланады. Сондықтан, Т-лимфоциттердің лимфо-миелоидты кешендегі соңғы деңгейі туралы Т-лимфоциттердің тимустан шығуы және аймақтық лимфо-миелоидты мүшелердегі Т-лимфоциттердің мәні бойынша бағалауға болады. 

[image: Изображение выглядит как текст, диаграмма, Красочность

Автоматически созданное описание]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы Т-жад лимфоциттердің мәні (16,31%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы Т-жад лимфоциттердің мәні (34,0%). 

Сурет 8 – Тышқандардың әртүрлі тобының сүйек кемігіндегі рециркуляцияланатын CD3e+CD44+ Тmem-лимфоциттердің үлесі

[bookmark: _Toc164528940][bookmark: _Toc164536741][bookmark: _Toc165843275][bookmark: _Hlk164537567]3.4.2 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессия кезінде тимикалық Т-лимифоцитопоэз және жаңа синтезделген BIV, TIC қосылыстарымен тимустағы Т-лимфоциттер деңгейінің қалпына келу белсенділігі
Тимустағы Т-лимфоцитарлы жасушалардың деңгейін тимопоэз нәтижесіндегі жасушалардың шығуы бойынша бағаланды: тимоциттердің жалпы деңгейі CD3е+CD19-, (SP) CD3е+CD4+ және CD3е+CD8а+ тимоциттер деңгейі, белсендіріліген клондаушы CD4+CD25+ Тhact-хелпер деңгейі, FoxP3+CD4+CD25+ Тreg жасуша деңгейі (кесте 20).
C57BL6/J линиялы сау тышқандардағы жалпы CD3е+CD19- тимоциттердің деңгейі (17,95±0,85) % құрады. Циклофосфамидті интоксикация CD3е+CD19- тимоциттердің бастапқы мәннен 59,33%, 2,45 есе (P=0,00008 F>Fcrit, 11229,95>18,51) төмендеуіне әкелді (сурет 9).
UT жануарлардағы CD3е+ тимоцит популяциясынан SP CD3e+CD4+ тимоциттер (42,76±3,01) %, CD3e+CD8а+ (28,41±0,47) % құрады.

Кесте 20 – Тимустағы Т-лимфоциттер субпопуляцияларының көрсеткіштері

	№
	Тимус M±SD, %
(n=6)

	
	Топтар
	CD3e+CD19- Т-лимфоциттер
	CD3e+CD4+  Т-хелперлер
	CD3e+CD8a+ ЦТЛ-лимфоциттер
	CD4+CD25+ белсендірілген Тhact-хелперлер
	FoxP3+CD4+CD25+ Тreg-реттеуші Т-лимфоциттер

	1
	UT
	17,95±0,85
	42,76±3,01
	28,41±0,47
	2,34±0,21
	12,07±0,67

	2
	PL
	7,3±1,11
	7,27±0,26
	10,2±0,57
	5,43±0,57
	9,76±0,57

	20-кестенің жалғасы

	Тимус M±SD, %
(n=6)

	№
	Топтар
	CD3e+CD19- Т-лимфоциттер
	CD3e+CD4+  Т-хелперлер
	CD3e+CD8a+ ЦТЛ-лимфоциттер
	CD4+CD25+ белсендірілген Тhact-хелперлер
	FoxP3+CD4+CD25+ Тreg-реттеуші Т-лимфоциттер

	3
	BIV
	12,3±1,0
	20,75±0,48
	12,26±0,2
	2,88±0,21
	7,21±0,7

	4
	TIC
	35,25±1,24
	22,75±1,5
	11,46±0,68
	1,20±0,06
	11,76±0,46

	5
	MU
	19,7±0,71
	11,5±0,48
	11,5±0,48
	7,46±1,57
	3,86±1,85

	P
	Р 1–2 = 0,00008
Р 1–4 = 0,0000004


	Р 1–2 = 0,000008
Р 2–3 = 0,0000001
Р 2–4 = 0,0000008
Р 3–5 = 0,0001
Р 4–5 = 0,0000007

	Р 1–2 = 0,0000005
Р 1–3 = 0,0000007
Р 1–4 = 0,0000006
Р 3–4 = ш.а.
Р 3–5 = ш.а.
	Р 1–2 = 0,00002
Р 1–5 = 0,000007

	Р 1–5 = 0,000002
Р 2–3  = 0,00003
Р 3–5 = 0,00001
Р 4–5 = 0,000003


	Ескерту-кестеде қысқартулар қолданылған: ш.а.- айырмашылық деңгейі шамалы 



[image: Изображение выглядит как текст, диаграмма, Красочность

Автоматически созданное описание] 

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы жалпы Т-лимфоциттердің мәні (35,0%). 

Сурет 9 – Тышқандардың әртүрлі тобының тимусындағы CD3е+CD19- Т-лимфоциттердің үлесі

[bookmark: _Hlk141025506]Циклофосфамид SP CD3e+CD4+ тимоциттер деңгейінің 5,88 есе (P=0,000008 F>Fcrit, 124496,2>18,51), 82,99% - дан астам айқын төмендеуіне әкелді (сурет 10, 11). SP СD3e+CD4+ тимоциттердің деңгейі (7,27±0,26) %-ға дейін төмендеді, сондықтан тимуста хелпер жасушалары популяциясының сарқылуы жүрді. Сондай-ақ, SP CD3e+CD8+ тимоциттерде (28,41±0,47) %-дан (10,2±0,57) %-ға дейін 2,78 есе (P=0,0000005 F>Fcrit, 1690960>18,51), 64,09 %-ға дейін айқын төмендегені байқалса, бірақ SP CD3e+CD4+ тимоциттердегідей күрт төмендемеді. Бір қызығы, циклофосфамид рециркуляцияланатын CD4+CD25+Thact-жасушаларының деңгейін төмендетпей, керісінше жоғарылатты. UT жануарларда CD4+CD25+ Thact деңгейі (2,34±0,21) %-дан (5,43±0,57) %-ға дейін, 2,32 есе (P=0,00002 F>Fcrit, 47740,5>15,81), интоксикациядан кейін 132,05%-ға өсті. Рециркуляцияланатын FoxP3+CD4+CD25+ Treg жасушаларының деңгейі 19,13%-ға (P=0,00003 F>Fcrit, 32512,5>18,51), яғни UT жануарлардың (12,07±0,67)% деңгейінен PL тобы (9,76±0,57) % деңгейіне дейін төмендеді. 
 
[image: Изображение выглядит как диаграмма, карта, План, текст

Автоматически созданное описание]
	
А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы Т-лимфоциттер CD3е – 35,3%, CD19 – 2,38%, CD3CD8 – 12,4%, CD3CD4 – 64,0%. С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, CD3е жалпы Т-лимфоциттердің мәні (35,3%). 
D. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, CD3CD4 Т-хелперлердің мәні (44,0%). E. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, CD3CD8 CTL-цитотоксикалық Т-лимфоциттердің мәні (12,3%).

Сурет 10 – Тышқандардың әртүрлі тобына TIC енгізгеннен кейінгі тимустағы жалпы Т-лимфоцит және Т-лимфоцит субпопуляцияларының үлесі



[image: ]
А. Топ бойынша орташа көрсеткіш (M±SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы (BIV); TIC – БИВ-119 қосылысы (TIC). 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы Т-лимфоциттер CD3е – 15,52%, CD19 – 2,11%, CD3CD8 – 12,46%, CD3CD4 – 20,0%. С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, CD3е  жалпы Т-лимфоциттердің мәні (12,0%). D. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті   мәліметтері, CD3CD4 Т-хелпер лимфоциттердің мәні (44,0%). E. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, CD3CD8 CTL- цитотоксикалық Т-лимфоциттердің мәні (12,46%).
 
Сурет 11 – Тышқандардың әртүрлі тобына BIV енгізгеннен кейінгі тимустағы жалпы Т-лимфоцит және Т-лимфоцит субпопуляцияларының үлесі

BIV қосылысы SP CD3e+CD4+ және CD3e+CD8a+ тимоциттердің қалпына келуіне қатысты бірдей белсенділік көрсетті. BIV және TIC қосылыстары SP CD3e+CD4+ тимоциттерінің деңгейін қалпына келтіруге байланысты бірдей ынталандырушы белсенділікке ие болды (сурет 12). BIV, TIC қосылыстары SP CD3e+CD4+ тимоциттерінің деңгейін 2,85, 3,12 есе (P=0,0000001 F>Fcrit, 908552>18,51), (P=0,0000008 F>Fcrit, 1198152>18,51), сәйкесінше (20,75±0,48) %-ға және (22,75±1,5) %-ға қалпына келуін ынталандырды. BIV, TIC қосылыстары MU белсенділігіне сәйкес 1,8 және 1,97 есе (P=0,0001 F>Fcrit, 8471,53>18,51), (P=0,0000007 F>Fcrit, 12530,94>18,51), жоғары болды, бірақта UT жануарлар жасушаларының деңгейіне сәйкесінше 2,06 және 1,87 есе айтарлықтай (P=0,0000007 F>Fcrit, 1304112>18,51) жеткен жоқ. Бірақ BIV және TIC қосылыстары SP СD3e+CD4+ тимоциттер деңгейін қалпына келтіру белсенділігі бойынша MU тобынан едәуір асып түсті.  
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А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы Th-хелпер лимфоциттердің мәні (20,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы Th-хелпер лимфоциттердің мәні (44,0%). 

Сурет 12 – Тышқандардың әртүрлі тобына BIV енгізгеннен кейінгі тимустағы жалпы Т-лимфоцит және Т-лимфоцит субпопуляцияларының үлесі

BIV, TIC қосылыстары SP СD3e+CD8+ тимоциттер деңгейі қалпына келуіндегі ынталандыруға  қатысты MU тең белсенділік көрсетті. SP CD3e+CD8+ тимоциттер деңгейінің мәні UT жануарлардың, сәйкесінше 2,31 және 2,47 есе мәніне (P=0,00007 F>Fcrit, 1304112>18,51), (P=0,00006 F>Fcrit, 1436512>18,51) жеткен жоқ. 
Егер, SP CD3e+CD4+ және CD3e+CD8+ тимоциттерге қатысты жасушаларды қалпына келтіру алгоритмі озық болса, онда CD4+CD25+ Thact-ке қатысты қалпына келтіру үлгісі синусоидты сипатқа ие болды. 
ЦФ CD4+CD25+ Thact тимоциттердің деңгейі UT жануарлар деңгейінен (2,34±0,21) %-дан (5,43±0,57) %-ға дейін, PL тобынан 2,32 есе (P=0,00002 F>Fcrit, 47740,5>18,51) жоғарылауын тудырды, ал BIV, TIC қосылыстары жасуша деңгейін қалыпты деңгейге, UT жануарлар деңгейіне (2,88±0,21) % (1,20±0,06) % дейін қалпына келтірді. Бірақ MU CD4+CD25+ Thact тимоциттердің деңгейі (7,46±1,57)%-ға дейін шамадан тыс жоғарылауын тудырды, бұл UT жануарлар жасушаларының Thact деңгейінен 3,18 есе (P=000007 F>Fcrit, 131072>18,51) асып түсті (сурет 13). 
 [image: Изображение выглядит как диаграмма, График, линия

Автоматически созданное описание]
	А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, 
BIV тобындағы CD4+CD25+ Тhact-белсендірілген лимфоциттердің мәні (3,5%). 
С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы CD4+CD25+ Тhact-белсендірілген лимфоциттердің мәні (1,3%).

Сурет 13 – Тышқандардың әртүрлі тобына BIV, TIC енгізгеннен кейінгі тимустағы Тhact-белсендірілген лимфоциттердің үлесі

Циклофосфамидті интоксикациядан кейін CD4+CD25+ Thact жасушаларының гейтінде FoxP3+CD4+CD25+Treg жасушаларының деңгейі төмендеді. Төмендеу UT жануарлардың (12,07±0,67) % деңгейінен PL тобының (9,76±0,57) % дейін болды. 
BIV қосылысы FoxP3+CD4+CD25+ Treg жасушаларының деңгейін одан әрі (7,21±0,7) % 1,35 есе (P=0,00003 F>Fcrit, 32512,5>18,51) төмендетті. Ал, TIC қосылысы Foxp3+CD4+CD25+Treg жасушаларын 1,2 есе (11,76±0,46) % дейін жоғарылауын тудырды. MU тобындағы CD4+CD25+ Thact жасушалары, UT топ деңгейінен 3,18 есе асып түсе, шамадан тыс жоғарылауын тудырды, бірақ бұл гейтте FoxP3+CD4+CD25+Тreg жасушаларының деңгейі, UT, BIV, TIC топ деңгейінен сәйкесінше 3,12; 3,04, 1,86 есе (P=0,000002 F>Fcrit, 337020,5>18,51), (P=0,000003 F>Fcrit, 312050>18,51), (P=0,00001, F>Fcrit, 56112,5>18,51) өте төмен болды (сурет 14, 15, 16). 
TIC қосылысы CD4+CD25+ Thact жасушалары және   FoxP3+CD4+CD25+Тreg-жасушалары деңгейін UT жануарлар тобы деңгейіне дейін қалпына келтірді. BIV қосылысы CD4+CD25+ Thact жасушаларының деңгейін UT жануарлар деңгейіне дейін қалпына келтірді, ал, FoxP3+CD4+CD25+Тreg-жасушаларының деңгейі UT тобы мәніне жетпей, орташа қалпына келтірді.
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А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы  FoxP3+Тreg-реттеуші лимфоциттердің мәні (5,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті   мәліметтері, TIC тобындағы  FoxP3+Тreg-реттеуші лимфоциттердің мәні (12,5%).

Сурет 14 – Тышқандардың әртүрлі тобына TIC және BIV енгізгеннен кейінгі тимустағы FoxP3+Тreg-реттеуші лимфоциттердің үлесі

[image: Изображение выглядит как диаграмма, линия, карта, План

Автоматически созданное описание]
А. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, Тh-хелпер лимфоциттер мәні (20,0%). B. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, CD4+CD25+ Тhact -белсендірілген лимфоциттер мәні (3,5%). C. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, FoxP3+Тreg-реттеуші лимфоциттер мәні (5,0%).

Сурет 15 - Тышқандардың әртүрлі тобына BIV енгізгеннен кейінгі Т-лимфоциттердің үлесі

[image: Изображение выглядит как диаграмма, линия, График, План

Автоматически созданное описание]
	А. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, Тh-хелпер лимфоциттердің мәні (22,0%). B. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті   мәліметтері, CD4+CD25+ Тhact-белсендірілген лимфоциттердің мәні (1,3%). 
C. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, FoxP3+Тreg-реттеуші лимфоциттердің мәні (12,5%).

Сурет 16 - Тышқандардың әртүрлі тобына ТIС енгізгеннен кейінгі Т-лимфоциттердің үлесі

Осылайша, SP CD3e+CD4+ және CD3e+CD8а+ тимоциттерге қатысты жасушаларды қалпына келу алгоритмі дәйекті түрде озық болды. ЦФ SP CD3e+CD4+, CD3e+CD8а+деңгейінің төмендеуіне себеп болды. BIV, TIC қосылысы SP CD3e+CD4+ және CD3e+CD8а+тимоциттер деңгейін қалпына келтірді, МU тобы белсенділігімен тең болды. Ал, ЦФ CD4+CD25+ Thact жасушаларына қатысты, жасуша деңгейінің жоғарылауына себеп болды, ал BIV, TIC қосылыстары CD4+CD25+ Thact-жасушаларының деңгейін төмендетіп, UT жануарлар деңгейіне дейін жеткізіп, қалпына келтірді. TIC қосылысы CD4+CD25+ Thact-жасушаларының деңгейін төмендетіп, қалпына келтірді және FoxP3+CD4+CD25+ Тreg-жасушаларының деңгейін UT жануарлар деңгейіне дейін көтерді және қалпына келтірді. BIV қосылысы CD4+CD25+ Thact жасушаларын UT жануарлар деңгейіне дейін қалпына келтірді, бірақ FoxP3+CD4+CD25+ Тreg-жасушалары UT топ мәндеріне жетпей, орташа қалпына келтірді. 
	Бірақ, MU CD4+CD25+ Thact-жасушаларының деңгейін төмендетпей, одан әрі жоғарылатты. MU CD4+CD25+ Thact-жасушалары UT топ деңгейінен 3,18 есе асыптүсе, шамадан тыс жоғарылауын тудырды, бірақ бұл гейтте FoxP3+CD4+CD25+ Тreg-жасушаларының деңгейі өте төмен болды, ол UT, TIC, BIV топтары деңгейінен сәйкесінше 3,12; 3,04; 1,86 есе төмен болды. 

[bookmark: _Toc164528941][bookmark: _Toc164536742][bookmark: _Toc165843276][bookmark: _Hlk164537584]3.4.3 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессия кезінде гомеостатикалық спленоцитарлы Т-лимфопоэз және жаңа синтезделген BIV, TIC қосылыстарымен қайта қалпына келу белсенділігі 
Спленоциттер арасынан Т-лимфоциттердің, (CD3e+CD19-), Т-хелперді (Тh) (CD43+ CD3e+CD4+), цитотоксикалық Т-лимфоциттерді (CTL), (CD43+ CD3e+CD8a+), белсендірілген клондаушы Т-хелперді (Тhact) (CD4+CD25+), Т-реттеушіні (Тreg) (CD4+CD25+FoxP3+), Т-жадты (Tmem), (орталық және эффекторлы), (CD28+CD44+ CD8a+) үлесін бағаладық (кесте 21). 
ЦФ көкбауырдағы Т-лимфоцит жасушаларының субпопуляциясы деңгейін, тимус пен сүйек кемігіне қарағанда айқын төмендеуін тудырмады.  ЦФ сүйек кемігі мен тимустың белсенді бөлінетін митоздық  жасушаларының күрт төмендеуіне әкелді. 
Көкбауырда CD3e+CD19- T-лимфоциттер деңгейі 1,31 есе, (43,06±1,84) %-дан (32,71±0,84) %-ға,  24,03% дейін (P=0,000001 F>Fcrit, 535612,5>18,51) төмендеуі байқалды TIC қосылысы Т-лимфоциттердің жалпы деңгейін тиімдірек қалпына келтірді (сурет 17). 
TIC қосылысымен ынталандырылу кезінде Т-лимфоциттерінің CD3e+CD19- деңгейі (52,91±0,95) % 1,61 есе (P=0,0000004  F>Fcrit, 2040200>18,51) артып, BIV тобынан (41,55±0,91) % 1,27 есе (P=0,000001 F>Fcrit, 645248>18,51), МU (36,2±2,05) % 1,46 есе (P=0,00003 F>Fcrit, 27645,95>18,51), тіпті UT тобынан 1,22 есе (P=0,000002 F>Fcrit, 485112,5>18,51) жоғары болды. 
BIV тобының қайта қалпына келуі біркелкі жүрді және UT тобы деңгейіне жетті (сурет 18). 

Кесте 21 – Көкбауырдағы Т-жасушалардың көрсеткіштері
	Көкбауыр M±SD, %
(n=6)

	№
	Топтар
	CD3e+CD19- жалпы Т-лимфоциттер

	CD43+ CD3e+CD4+
Т-хелперлер
	CD43+ CD3e+CD8a+
ЦТЛ
	CD4+CD25+
Тhact-белсендірілген Т-хелперлер
	CD4+CD25+FoxP3+
Т-рететуші лимфоциттер
	CD28+CD44+ CD8a+ Tmem -жад лимфоциттер

	1
	UT
	43,06±1,84
	25,21±0,52
	18,71±1,15
	8,26±0,31
	41,76±2,17
	8,75±1,15

	2
	PL
	32,71±0,84
	25,25±0,54
	24,86±3,75
	6,05±0,25
	21,68±0,98
	6,3±0,77

	3
	BIV
	41,55±0,91
	25,85±0,47
	18,55±0,72
	7,2±0,48
	43,52±1,52
	8,31±0,39

	4
	TIC
	52,91±0,95
	30,46±1,48

	38,13±0,64

	8,38±0,7
	25,66±1,37
	17,6±0,0

	5
	MU
	36,2±2,05
	 26,66±1,11
	 28,07±1,09
	7,46±0,54
	23,98±0,30
	2,03±0,31

	P

	Р 1–2 = 0,000001 
Р 1–4 =0,000002     
Р 2–3 =0,0000004  
Р 3–4 = 0,000001 
Р 3–5 =0,00003 

	Р 1–2 = ш.а.
Р 1–3 = ш.а.
Р 2–4 = 0,0000007 

	Р 1–2 = 0,000005
Р 1–4 = 0,0000005 
Р 2–3 = 0,000005 
Р 2–4 =0,000001 
Р 3–4 = 0,0000005
Р 4–5 = 0,000001
	Р 1–2 = 0,006 
Р 1–3 = ш.а.
Р 1–4 = ш.а.
Р 3–5 = ш.а.

 
	Р 1–2 = 0,0000004 
Р 2–3 =0,0000004 
	Р 1–2 = 0,00003
Р 2–4 =0,00007    
Р 4–5 = 0,00004    

	Ескерту-кестеде қысқартулар қолданылған: ш.а.- айырмашылық деңгейі шамалы



[image: Изображение выглядит как диаграмма, План

Автоматически созданное описание]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы Т-лимфоциттер CD3е –59,0%, CD19–2,38%, CD3CD4-34,0%, CD3CD8-36,0%. С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, жалпы T-лимфоциттердің мәні (59,0%). 
D. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, Th-хелпер лимфоциттердің мәні (34,0%). Е. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті   мәліметтері, CTL–цитотоксикалық Т-лимфоциттердің мәні (36,0%).

Сурет 17 – Тышқандардың әртүрлі тобына TIC енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы жалпы Т-лимфоциттер субпопуляциясының үлесі



[image: Изображение выглядит как диаграмма, карта, План, оригами

Автоматически созданное описание]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері,  BIV тобындағы Т-лимфоциттер CD3е –48,0%, CD19–2,38%, CD3CD4-19,0%, CD3CD8-16,0%. С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті   мәліметтері, жалпы T-лимфоциттердің мәні (48,0%). 
D. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, Th-хелпер лимфоциттердің мәні (19,0%). Е. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті   мәліметтері, CTL–цитотоксикалық Т-лимфоциттердің мәні (16,0%).

Сурет 18 – Тышқандардың әртүрлі тобына BIV енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы жалпы Т-лимфоциттер, Т- лимфоциттер субпопуляциясының үлесі

ЦФ интоксикация CD43+CD3e+CD4+ Th-лимфоциттер деңгейін өзгертпеді. PL тобында CD43+ CD3e+CD4+ Тh-хелпер лимфоциттердің деңгейі UT жануарлар деңгейінде қалды (25,21±0,52) %. 
TIC қосылысы CD43+ CD3e+CD4+ Th-хелпер деңгейін PL тобындағы бастапқы деңгейімен салыстырғанда аздап (25,25±0,54) %-дан (30,46±1,48) %-ға дейін 1,2 есеге (P=0,0000007 F>Fcrit, 135720,5>18,51) арттырды. 
BIV тобындағы CD43+ CD3e+CD4+ Th-хелпер деңгейі (25,85±0,47) % өзгерген жоқ және PL, MU (26,66±1,11) %, UT тобындағы жасушалар деңгейімен бірдей болды (сурет 19). 
[image: Изображение выглядит как диаграмма, текст, График, линия

Автоматически созданное описание]
	А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы Т-хелпер лимфоциттердің мәні (19,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы Т-хелпер лимфоциттердің мәні (34,0%).

Сурет 19 – Тышқандардың әртүрлі тобына BIV және TIC енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы Тh-лимфоциттердің үлесі

ЦФ интоксикация CD43+ CD3e+CD8a+ CTL жасушаларының деңгейінің жоғарылатты. PL тобындағы CD43+CD3e+CD8a+ CTL деңгейі UT жануарлардың деңгейінен (18,71±1,15) %-дан (24,86±3,75) %-ға 1,32 есе, яғни 32,87 %-ға (P=0,000005 F>Fcrit, 189112,5>18,51) жоғарылады. 
TIC қосылысы CD43+ CD3e+CD8a+ CTL деңгейін (38,13±0,64) %-ға тағы да арттырды, бұл PL тобынан 1,53 есе ((P=0,000001 F>Fcrit, 880464,5>18,51), BIV тобынан (18,55±0,72) % 2,05 есе ((P=0,0000005 F>Fcrit, 1916882>18,51), МU (28,07±1,09) % 1,35 есе (P=0,000001 F>Fcrit, 506018>18,51) және UT жануарлардан (18,71±1,15) 2,03 есе (P=0,0000005 F>Fcrit, 1885682>18,51) жоғары болды (сурет 20).  
 





[image: Изображение выглядит как текст, диаграмма, График, линия

Автоматически созданное описание]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы CTL-цитотоксикалық Т-лимфоциттердің мәні (16,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC  тобындағы CTL-цитотоксикалық Т-лимфоциттердің мәні (36,0%).

Сурет 20 – Тышқандардың әртүрлі тобына BIV және TIC енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы CTL-цитотоксикалық Т-лимфоциттердің үлесі

	BIV қосылысы CD43+ CD3e+CD8a+ CTL лимфоциттері деңгейінің жоғарылатпады, бірақ жасушалардың жоғары деңгейін қалпына келтіре отырып, көрсеткіштерін төмендетті. BIV тобындағы лимфоциттердің CD43+ CD3e+CD8a+ CTL деңгейі UT тобының деңгейіне ұқсас болды.
ЦФ белсендірілген CD4+CD25+ Тhact-хелперлерінің UT жануарлар деңгейінен (8,26±0,31) %-дан 1,36 есе (6,05±0,25) 26,75%-ға (P=0,006 F>Fcrit, 142,1>18,51) төмендеуіне әкелді. 
BIV және TIC қосылыстары жасушалардың деңгейін оңтайлы қалпына келтірді. BIV қосылысы CD4+CD25+ Thact-жасушалары деңгейінің жоғарылауын айқын ынталандырды, ол BIV қосылысы тобын (7,2±0,48) PL тобымен салыстырғанда (6,05±0,25) деңгейі 1,19 есеге дейін  жоғарылады және белсенділік бойынша TIC қосылынан (8,38±0,7) % 1,16 есе төмен болды. BIV қосылысы және MU топатарындағы CD4+CD25+ Thact-хелперлерінің деңгейлері бірдей болды (сурет 21).   





[image: ]
	
А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы Тhact-лимфоциттердің мәні (7,0%). 
С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы Тhact-лимфоциттердің мәні (10,0%).

Сурет 21 – Тышқандардың әртүрлі тобына BIV және TIC енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы Тhact-лимфоциттердің үлесі
[bookmark: _Hlk163728942] 
CD4+CD25+ Thact гейтінде CD4+CD25+FoxP3+ Тreg және CD28+CD44+ CD8a+ Tmem-жасушаларының айтарлықтай төмендеуі байқалды. CD4+CD25+FoxP3+ Тreg-лимфоциттер деңгейі UT жануарлары деңгейінен (41,76±2,17) % PL тобы деңгейіне (21,68±0,98) % 1,92 есе, 48,08% (P=0,0000004 F>Fcrit, 2016032>18,51) дейін төмендеді. CD28+CD44+ CD8a+Тmem деңгейі UT жануарлар мәнінен (8,75±1,15) % PL тобы мәніне дейін (6,30±0,77) % 1,38 есе, 28,0%-ға (P=0,000003 F>Fcrit, 30012,5>18,51) төмендеді. 
BIV қосылысы CD4+CD25+FoxP3+ Treg-лимфоциттері деңгейінің (43,52±1,52) %-ға қалпына келуін ынталандырды, ол PL көрсеткішінен (21,68±0,98) % 2,0 есеге, яғни 100,2%-ға (P=0,0000004 F>Fcrit, 2384928>18,51) жоғарылап,  UT жануарлар деңгейіне жетіп, қалпына келуді айтарлықтай ынталандырды. 
TIC қосылысы CD4+CD25+FoxP3+ Тreg-лимфоциттер деңгейіне әсер етпеді. TIC қосылысы тобында CD4+CD25+FoxP3+ Тreg-лимфоциттердің (25,66±1,37) % құрады және PL тобы (21,68±0,98) % деңгейіне, MU деңгейіне (23,98±0,3) %  жетіп қалды. CD4+CD25+FoxP3+ Тreg-жасушалары MU деңгейіне әсер етпеді (сурет 22, 23, 24). 

[image: ]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы  Тreg-лимфоциттердің мәні (37,0%). 
С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы Тreg-лимфоциттердің мәні (18,0%).

Сурет 22 – Тышқандардың әртүрлі тобына BIV және TIC енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы реттеуші FoxP3+- лимфоциттер үлесі

[image: Изображение выглядит как диаграмма

Автоматически созданное описание]
А. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті   мәліметтері, Th-хелпер лимфоциттердің мәні (19,0%). В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, Тhact-белсендірілген лимфоциттердің мәні (7,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, Тreg-рететуші лимфоциттердің мәні (37,0%). 

Сурет 23 - Тышқандардың әртүрлі тобына BIV енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы Т-лимфоциттердің үлесі

[image: Изображение выглядит как диаграмма, линия, План, карта

Автоматически созданное описание]
	А. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті   мәліметтері, Th-хелпер лимфоциттердің мәні (34,0%). В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, Тhact-белсендірілген лимфоциттердің мәні (10,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, Тreg-рететуші лимфоциттердің мәні (18,0%). 

Сурет 24 - Тышқандардың әртүрлі тобына TIC енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы Т-лимфоциттердің үлесі

CD28+CD44+ CD8a+Тmem жасушаларының деңгейі ЦФ интоксикация кезінде (6,30±0,77) %-ға дейін төмендеді,  UT жануарлар деңгейінен (8,75±1,15) %-дан 1,38 есе төмендеді. BIV тобындағы CD28+CD44+ CD8a+ Тmem жасушаларының деңгейі UT жануарлар деңгейіне (8,31±0,39) % дейін қалпына келді. TIC қосылысы CD28+CD44+ CD8a+ Тmem-жасушаларының деңгейін бірден (17,6±0,0) %-ға дейін 2,79 есеге (P=0,00007 F>Fcrit, 12642,57>18,51), MU тобынан (2,03±0,31) % 8,66 есе (P=0,00004 F>Fcrit, 24002,47>18,51) айтарлықтай жоғарылатты. MU тобы CD28+CD44+ CD8a+Тmem жасушалары деңгейінің төмендеуіне әкелді (сурет 25).

[image: ]
	А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы 
Тmem-жад лимфоциттердің мәні (9,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті   мәліметтері, TIC тобындағы Тmem-жад лимфоциттердің мәні (17,0%).

Сурет 25 – Тышқандардың әртүрлі тобына BIV және TIC енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы Тmem- жад лимфоциттер үлесі
[bookmark: _Toc164528942][bookmark: _Toc164536743][bookmark: _Toc165843277][bookmark: _Hlk164537620]3.4.4 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессия кезінде сүйек кемігіндегі, тимикалық және гомеостатикалық спленоцитарлы Т-лимифоцитопоэздің  және жаңа синтезделген BIV, TIC қосылыстарының сүйек кемігіндегі,  тимустағы, көкбауырдағы Т-лимфоциттер деңгейінің қалпына келуіндегі белсенділігін талдау
[bookmark: _Toc164528943][bookmark: _Toc164536744][bookmark: _Toc165843278]3.4.4.1 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессия кезінде сүйек кемігіндегі Т-лимфопоэздің және жаңа синтезделген BIV, TIC қосылыстарының Т-лимфоциттердің қалпына келу деңгейін белсендіру кезіндегі талдауы
Қазіргі таңда сүйек кемігінің, тимустың және көкбауырдың циклофосфамидпен ықпалдандырылған иммунодепрессивті күйдегі Т-лимфоциттердің субпопуляциялық құрамын қалпына келтіру процесіндегі рөлі толық зерттелмеген. Сүйек кемігінің Т-жасушаларының стромалық элементтерімен және мезенхималық бағаналы жасушаларымен өзара байланысын зерттеуге алғашқы қадамдар жасалды [261, 262]. Панцитопенияның циклофосфамидтік моделі препараттың педиатриялық және терапевтік тәжірибеде кеңінен қолданылуын ескере отырып таңдалды. Циклофосфамид кеңінен қолданылады: мүшелерді трансплантациялауда [263-268], гемотрансфузилық манипуляцияларында [269], лейкоздың және лейкемияның әртүрлі түрлерін емдеуден бұрын  сүйек кемігін трансплантациялауда [270, 271], қантамырлар хирургиясында стенттерді өңдеуде [272], ірі қантамыр протездерді  емдеуде, штифттарды имплантациялауға арналған стоматологияда, пластикалық хирургияда, аутоиммунды аурулар кезінде дәнекер ұлпасының пролиферативті белсенділігін және иммунореактивтілікті басу үшін [273-277], онкологиялық тәжірибеде жетекші препарат ретінде және басқа химиотерапевтік препараттармен үйлестіре отырып [278-281]. Тәжірибелік практикада циклофосфамид екіншілік иммунтапшылығы жағдайын модельдеу үшін қолданылады [282]. Циклофосфамидтің кардиотоксикалық әсері аз, сондықтан ол терапевтік, трансплантациялау және ота жасау тәжірибесінде көбірек қолданылады. Циклофосфамид салыстырмалы түрде минималды жанама әсерлеріне байланысты терапевтік тәжірибеде таңдаулы препарат болып табылады.
Зерттеу мақсаты C57BL6/J линиялы тышқан салмағына 100 мг/кг мөлшерінде циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессияда сүйек кемігі, тимус пен жаңадан синтезделген BIV қосылыстарының спленоцитарлы Т-лимфопоэзді және сүйек кемігіндегі, тимустағы, көкбауырдағы Т-лимфоциттер деңгейін қалпына келудегі белсенділігін талдау болды.
Циклофосфамидпен ықпалдандырылған иммунодепрессивті күй жағдайында сүйек кемігінің, тимустың және спленоцитарлы Т-жасушалардың: Тnaiv, Тh, Тreg, CTL және Тmem сандық таралуы толық зерттелмеген. Гидрокортизон стресс гормондарының әсерінен сүйек кемігіндегі Т-жасушалар популяциясының көбеюі [283] және осыған байланысты қызықтыру мақсатында тимусқа тәуелді иммундық жауапқа сүйек кемігі туралы деректер бар [284]. Натрий циклофосфамидін  жануар салмағына 30-дан 125 мг/кг-ға дейінгі мөлшерінде, бір рет ғана енгізу, натрий циклофосфамидін алғаш енгізгеннен кейін гемопоэз бен тимопоэздің 60-шы тәулікте ғана толық қалпына келуімен панцитопенияны тудыратыны белгілі. Перифериялық Т-лимфоциттердің тұрақты тапшылығы гомеостатикалық пролиферацияның жоғарылауы мен Тnaiv фенотипінің конверсиясына және Тh-хелпер, CTL жинақталуына әкеледі. Ол өз кезегінде аутоагрессивті клондардың жинақталуына жеткізеді. Көптеген зерттеушілер тимустың уақтылы миграциялануы мен сүйек кемігі пулының митоздық белсенділігін уақтылы қалпына келтіру және аутоагрессивті CTL жинақталу қаупін азайту қажеттілігін атап өтті. 
Гринконың және басқалардың зерттеулеріне сәйкес, зерттеудің 10-шы тәулігінде C57BL6/J   линиялы тышқандарында жануардың салмағына 125 мг/кг мөлшерінде натрий циклофосфамидін бір рет енгізгеннен кейін тимустағы тимоциттер санының үш есе төмендеуі, мүше көлемінің азаюымен мүшенің тимикалық атрофиясы, субкапсуллярлы және кортико-медуллярлы аймағындағы миелометапластикалық бөлігі морфологиясының сарқылуы байқалды. Көкбауырда және басқа да екіншілік лимфо-миелоидты мүшелердегі мұндай төмендеу  цитостатикті үш рет енгізгеннен кейін ғана мүше ұлпалардағы жасушаның айтарлықтай төмендеуі тіркелді.
Зерттеуде тек адаптивті иммундық жауапқа қатысатын CD4, CD8 корецепторларын экспрессиялайтын αβТ- лимфоциттері қарастырылды. γδТ-лимфоциттері ескерілмеді, олар адаптивті емес, туа біткен иммундық жүйеге жатады. γδТ-лимфоциттері CD4, CD8 корецепторларын экспрессияламайтын, МНС-ге тәуелсіз, аз әртүрлі антигендік рецепторларды тасымалдайды [285].
Дифференциацияланбаған гемопоэз сүйек кемігінде және дифференциаланған гемопоэз тимуста және перифериялық лимфо-миелоидты мүшелерде жүреді. Қазір Т-лимфоциттердің тек 2-5%-ы тимуста, ал қалғандары перифериялық лимфо-миелоидты мүшелерде соңғы дифференциациядан өтетіні дәлелденді. Сондай-ақ, Т-лимфоциттердің популяциясы жасушаларды компенсаторлық клондау есебінен сақталады.   
Сүтқоректілердегі Т-жасушаларының дамуы мен жетілу процесі ұрықтың бауырындағы гемопоэтикалық бағаналы жасушаларынан (ГБЖ), содан кейін сүйек кемігінен басталады, мұнда ГБЖ мультипотентті ізашарларға бөлінеді. Cодан кейін CLP айналады. Плюрипотентті жасушалардың аз ғана бөлігі тимусқа миграцияланады және ерте тимус ізашарларына (ETP) бөлінеді. Тимустың құрамында өзін-өзі жаңартатын ізашарлар жоқ; демек, тимопоэз адамның және басқа сүтқоректілердің бүкіл өмірінде тимуста қоныстанған ізашарлар жиынтығына байланысты. Бұл ізашарлар біртіндеп толық жетілген және функционалды Т-жасушаларын бағдарламалы түрде айналуы үшін тимусқа енуі керек. Т-жасушаларының дамуының әртүрлі кезеңдері дамып келе жатқан тимоциттердің тимустағы арнайы қуысқа миграциялануымен үйлестіріледі, олар әрі қарай дифференциялану үшін қажетті кезеңге тән арнайы факторларды қамтамасыз етеді.
Тимус қыртысында EТР-ы CD4 немесе CD8 (яғни CD4- және CD8-) экспрессияламайтын қос теріс жасушаларға дифференцияланады. Кейбір авторлар ETР-ды DN1 жасушасы деп санайды, ол кейінірек CD25+ және CD44+ рецепторларына ие болған кезде DN 2-ге дифференцияланады. Дамудың осы кезеңінде жасушалар В потенциалын жоғалтады, Т-жасушалық рецептор (TCR) генінің кейінгі қайта түзілуі үшін қажет  маңызды белоктарды экспрессиялай бастайды. DN3 жасушалары екі түрлі дифференциация жолын қабылдай алады. Жасуша не αβ-TCR тізбегін экспрессиялай алады және CD4+ немесе CD8+ T-жасушаларын генерациялау үшін іріктеу процесін орындай алады немесе ерекше функционалдық сипаттамалары бар γδ-лимфоциттердің субпопуляциясын құру үшін γδ-тізбектерін экспрессиялайды.
Сүтқоректілердегі Т-жасушаларының дамуы мен жетілу процесі ұрықтың бауырындағы гемопоэтикалық бағаналы жасушаларынан (ГБЖ), содан кейін сүйек кемігінен басталады, мұнда ГБЖ мультипотентті ізашарларға бөлінеді.
Біздің зерттеуімізде, ЦФ тирозинмен-белсендірілген бағаналы  жасушаларының (ГБЖ) күрт төмендеуіне әкелді. Циклофосфамидті интоксикацияның әсерінен сүйек кемігі жасушаларының (CD117+) ГБЖ санының төмендеуі айтарлықтай болды. Жасушалардың төмендеу деңгейі UT   жануарлар жасушаларынан 40,03%- дан астамын құрады. 
Соңғы зерттеулерге сүйенсек, сүйек кемігінің Т-лимфоцит популяцияларының субпопуляциялық құрамының ерекшелігі CD8+ лимфоциттердің субпопуляцияларының 45%-ға дейін басым болуы, олардың көпшілігі тимус пен периферялық лимфо-миелоидты мүшелердің эмигранттары және негізінен жад жасушалары болып табылады [286, 287]. Біздің зерттеуімізде CD3e+ T-лимфоцит гейтінде CD3e+CD44+ Tmem-жад жасушаларының үлесі (16,58±2,15) % құрады. Бірақ, біз карантиндік жағдайда ұсталған таза тұқымды тышқандарды пайдаланғанымызды ескеру керек. Бұл тышқандар аңғал және ешқандай зертханалық әсерлерге ұшырамаған. 
Орталық және эффекторлық жад жасушаларының арақатынасы шамамен тең екені белгілі, олар негізінен сүйек кемігінде орналасқан және жад жасушаларының арқасында сүйек кемігі екінші реттік иммундық жауапқа белсенді қатысады, ол негізінен оның аумағында жүреді; вакциналық процестерді жүзеге асыруда сүйек кемігі маңызды рөл атқаратыны анық [288].
Циклофосфамидті интоксикация CD3е+Т-жад лимфоцитінің CD3e+CD44+Tmem жасушаларының төмендеуіне әкелді. CD3+Т-лимфоцит жасушаларының популяциясында жасуша деңгейінің 40,02%-дан астам айқын төмендеуі байқалды. Рециркуляцияланатын CD3e+CD44+Tmem-жад жасушалары деңгейінің төмендеуі 36,91%-дан астам болды. ЦФ Т-лимфоциттердің популяцияларына, әсіресе белсенді митоздық пролиферацияланатындарға айқын цитостатикалық әсер етті.
Көптеген зерттеушілер гемопоэз бен тимопоэздің толық қалпына келуі циклофосфамидті бірінші рет енгізгеннен кейін 60-шы тәулікте ғана байқалатынын атап өтеді [246, 351 б.]. Егеуқұйрықтар туралы анықтамалық деректерде Т-лимфоцит популяциясының қалпына келуі, сүйек кемігінде тимус пен перифериялық лимфо-миелоидты мүшелерге қоныстануын көрсетті. Перифериялық Т-лимфоциттердің тұрақты тапшылығы гомеостатикалық пролиферацияның жоғарылауына және Тnaiv фенотипінің конверсиясына және Тh-хелпер мен CTL жинақталуына әкеледі. Көптеген зерттеушілер тимустың уақтылы миграциялануы және аутоагрессивті CTL жинақталу қаупінің төмендеуімен байлынысты сүйек кемігі пулының митоздық белсенділігін уақтылы қалпына келтіру қажеттілігін атап өтті.
Біз, BIV және TIC қосылыстарының сүйек кемігіндегі миелопоэзді қалпына келтіру қабілетін Т-лимфоцитарлы жасушаларды қалпына келтірумен зерттедік. TIC қосылысы сүйек кемігі жасушаларының (CD117+) ГБЖ деңгейін қалыпты түрде қалпына келтіріп, белсенділігі бойынша MU асып түсті. BIV қосылысы сүйек кемігі жасушаларының (CD117+) ГБЖ қалпына келтіру процесіне әсер етпеді. Бірақ дәл осы кезеңде жасушалардың (CD117+) ГБЖ митоздық белсенділігін ынталандыруға қатысты қосылыстардың төмен белсенділікті көрсетуі, қосылыстарды оң жағынан сипаттайды. CD117+ қанның қатерлі ісігінің болжаушысы болып табылады және көптеген канцерогенді қосылыстар, (CD117+) ГБЖ жасушаларының рецепторлық құрылымдарымен әрекеттесу және сүйек кемігі жасушаларының бақыланбайтын пролиферациясын тудыру қабілеті бар сүйек кемігінің миелинизациясының дамуына әкелуі мүмкін.
	TIC қосылысы сүйек кемігіндегі CD43+CD3e+ Т-лимфоциттерінің деңгейін тиімді қалпына келтіріп, BIV және MU белсенділігінен айтарлықтай асып түсті. TIC тобындағы қалпына келтірілген CD43+CD3e+ Т-лимфоциттерінің деңгейі UT топтағы жасушалар деңгейінен 2 есе жоғары болды. Т-лимфоциттердің шамадан тыс саны теріс фактор болып табылады. Бірақ пре Т-лимфоциттер тимопоэз, селекция және дифференциациядан өту үшін тимусқа миграцияланады, ал Т-лимфоцит жасушаларының соңғы көлемін лимфа ағынынан тимус пен аймақтық лимфо-миелоидты мүшелерінен шығатын Т-лимфоцит жасушаларының саны бойынша бағалауға болады. BIV қосылысы орташа белсенділігімен ерекшеленді, ол TIC және MU топтарынан белсенділігі төмен болды. Екі қосылыс та циклофосфамидпен ықпалдандырылған миелодепрессия жағадайында Т-лимфоцит жасушаларының деңгейінің қалпына келуін ынталандырды.
Сонымен қатар, ТІС қосылысы CD3e+CD44+Tmem-жад жасушаларының деңгейін қалпына келтіруде, жасушалардың деңгейін PL деңгейінен 3,3 есе жоғарылата отырып, айқын ынталандырды. TIC CD3e+CD44+Tmem-жад жасушаларының деңгейін BIV қосылысына қарағанда 2,12 есе тиімдірек қалпына келтірді. TIC тобындағы қалпына келтірілген CD3e+CD44+Tmem-жад жасушаларының деңгейі UT топқа қарағанда жоғары болды. Табиғи, біріншілік иммундық жауапта иммундық жадты құруда, вакцинация кезінде және жылдам екіншілік иммундық жауапты қамтамасыз етуде сүйек кемігіндегі CD3e+CD44+Tmem-жад жасушаларының рециркуляцияланатын рөлі белгілі. TIC қосылысы CD3e+CD44+Tmem-жад жасушаларының бөлінуін ынталандыруға қабілетті қосылыс ретінде перспективалы дамуға ие, бұл қатерлі ісік терапиясы үшін онковакциналарды дайындауда үлкен маңызға ие. Сонымен қатар, TIC қосылысы CD3e+CD44+Tmem-жасушаларының деңгейін өте тиімді қалпына келтіріп, UT жануарлар деңгейіне жетті. Бірақ BIV тобындағы жасушалардың деңгейі UT топтың көрсеткіштерінен аспады. MU CD3e+CD44+Tmem деңгейін төмендетіп, жасуша деңгейін тіршілік үшін шекті маңызды деңгейге жақындатты. CD3e+CD44+Tmem қалпына келуі Т-лимфоциттер пулының митоздық белсенділігінің жоғарылауы есебінен ғана емес, сонымен қатар Т-жад жасушаларының тимус пен аймақтық лимфо-миелоидты мүшелерден сүйек кемігіне миграциялануынан болады. Осылайша, сүйек кемігін Т-жасушалық жадтың нишасы ретінде қарастыруға болады, бұл оны екінші иммундық жауап үшін қорғаныштық жадтың қалыптасуында маңызды етеді және вакцинацияда үлкен рөл атқарады. 
Әдеби деректерге сүйене отырып, сүйек кемігінің қалпына келу жылдамдығын салыстыра отырып, глюкокортикоидтардың әсер ету жағдайында, атап айтқанда екінші иммунодепрессивті жағдайлардың стресстік формаларында сүйек кемігінің Т-жасушаларының (негізінен CD8+ жасушалары) көбеюі 2-ші тәулікте өте тез, жүреді деп айтуға болады. Бірақ ұлғаюы, тек аңғал Т-жасушаларының есебінен жүреді, олардың көпшілігі тимустың мигранттары. Аңғал Т-жасушалары жад жасушаларының пулын құра алмайды. BIV және TIC қосылыстарының әсерінен тимус пен аймақтық лимфо-миелоидты мүшелерден жетілген Т-жад жасушаларының жоғары митоздық белсенділігі мен ағынын қамтамасыз ету вакцинация жүргізуде және онкологияда вакциналарды дайындау бойынша биотехнологиялық жұмыстарда басым фактор болуы мүмкін. TIC қосылысы сүйек кемігіндегі Т-лимфоцит жасушаларының деңгейін қалпына келтіруде тым жоғары белсенділікті көрсетті. BIV қосылысы Т-лимфоцитарлы жасуша деңгейін қалпына келтіруді ынталандыруға қатысты орташа белсенділікті көрсетті. Т-лимфоцитарлы жасушалардың қалпына келуін шамадан тыс ынталандыру теріс фактор болып табылады, бірақ Т-лимфоцитарлы жасушалардың түпкілікті деңгейін тимустағы дифференциация мен селекциядан өткеннен кейін ғана айтуға болады.

[bookmark: _Toc164528944][bookmark: _Toc164536745][bookmark: _Toc165843279][bookmark: _Hlk164537633]3.4.4.2 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессия кезінде тимустағы Т-лимфопоэздің және жаңа синтезделген BIV, TIC қосылыстарының Т-лимфоциттердің қалпына келу деңгейін белсендіру кезіндегі талдауы
	T-лимфоцитопоэзді қалпына келтіруде 2 механизм ажыратылады: тимопоэз және гомеостатикалық пролиферация. 1-ші механизм аңғал тимус Т-лимфоциттерінің келуін қамтамасыз етеді, 2-механизм – лимфо-миелоидты мүшелердегі пролиферация есебінен жүреді [289, 290]. Ағзаға жағымсыз сыртқы әсерлер кезінде иммундық жүйенің Т-жасушалық байланысын қалпына келтіруге әрбір механизмнің үлесін бағалау осы процестердің патогенезін түсіну үшін де, оларды түзетудің қолайлы әдістерін табу үшін де маңызды [245, 72 б.]. Тимопоэз аңғал Т-лимфоциттер деңгейінің жоғарылауына, гомеостатикалық пролиферация – клондық Т-лимфоциттер санының көбеюіне әкеледі. Т-лимфоциттердің дифференциацияланбаған пролиферациясы сүйек кемігінде жүреді және дифференциалданған гемопоэз тимуста және перифериялық лимфа-миелоидты мүшелерде жүреді. Қазір Т-лимфоциттердің тек 2-5%-ы тимуста соңғы дифференциациядан өтетіні дәлелденді, ал қалғандары перифериялық лимфо-миелоидты мүшелерде жүреді.
ЦФ CD3е+CD19- лимфоциттерінің 59,33%-дан астам төмендеуіне әкелді. ЦФ SP CD3e+CD4+ лимфоциттер деңгейінің 82,99%-дан астам айқын төмендеуін тудырды, ол тимустағы хелпер жасушалар популяциясының сарқылуын туғызды. Сондай-ақ, SP CD3e+CD8+ тимоциттері деңгейінің де айқын төмендеуі байқалды, 64,09%-дан астам төмендеді. Бірақ, ЦФ рецуркуляцияланатын CD4+CD25+Thact белсендірілген хелрперлер деңгейінің төмендеуіне емес, жоғарылауына себеп болды. CD4+CD25+ Thact-жасушаларының деңгейі 32,05%-ға өсті. Рециркуляцияланатын FoxP3+CD4+CD25+ Тreg-жасушаларының деңгейі 19,13%-ға төмендеді.
ЦФ сүйек кемігіне қарағанда тимустағы Т-лимфоциттер популяциясының сарқылуына әкелетіні анықталды. Егер сүйек кемігінде CD3e+ Т-лимфоциттердің төмендеуі 40,02% деңгейінде болса, онда тимуста CD3e+ тимоциттердің 59,33%-дан астам төмендеуі байқалды. ЦФ SP CD3e+CD4+ тимоцит хелперлерінің жасуша популяциясының сарқылуына (82,99%) және SP CD3e+CD8+ тимоциттердің деңгейінің күрт төмендеуіне (64,09%) әкелді. Белсенді бөлінетін жасушалардың циклофосфанның әсеріне әлсіз екені белгілі. Сондықтан, көптеген зерттеулерде цитостатиктердің әсері туралы негізгі зерттеулердің нысаны ретінде сүйек кемігі қарастырылды.
Біздің зерттеулеріміз, алғаш рет циклофосфамидтің сүйек кемігіне қарағанда тимустағы Т-жасуша популяциясының деңгейінің айқын төмендеуін тудыратынын көрсетті. SP CD3e+CD4+ хелпер тимоциттерінің және SP CD3e+CD8+ цитотоксикалық тимоциттерінің жасуша популяциясының күрт төмендеуі байқалды. Бұрын басқа зерттеушілер циклофосфамидті жануар салмағына 125 мг/кг мөлшерінде енгізгеннен кейін тимустағы тимоцит деңгейінің бақылау тобының деңгейінен 37%-ға төмендеуі байқалатынын және қалпына келу тек қана бақылаудың 20-шы тәулігінде болатынын көрсетті. Осы 20 тәулік ішінде ағзадағы иммундық жауаптың бұзылуы байқалады. Сәулеленуден кейінгі тимоциттер саны біркелкі төмендеді, 10-шы тәулікте ол 58%, ал 20-шы тәулікте бақылау тобының деңгейінен 36% құрады. Біздің тәжірибеміздің қорытындылары мен басқа зерттеушілердің бұрынғы тәжірибелерінің қорытындыларында кейбір айырмашылықтар бар. Біздің зерттеулеріміз көрсеткендей, CTL-ге қарағанда Т-хелпер популяциясының төмендеуі көбірек болды. Гринко Е.К., Донецкова А.Д., Мухина Е.А. және басқалары ЦФ енгізгенде ЦТЛ CD8+ Т-жасушалары CD4+ Т-жасушаларының популяциясына қарағанда бірінші кезекте  әсер етеді, сублетальды сәулелену кезінде де [246, 348 б.].  Сондай-ақ, біздің зерттеулеріміз циклофосфан рециркуляцияланатын CD4+CD25+Treg белсендірілген хелперлердің жоғарылауын тудыратынын көрсетті, бірақ бұл гейтте FoxP3+CD4+CD25+ Тreg-реттеуші жасушалардың популяциясы төмендеді.
Донецкова А.Д., Шарова Н.И., Никонова М.Ф. және басқалар лимфо-миелоидты кешендегі Т-лимфоциттік популяциялардың қалпына келуі, ең алдымен, тимустың өзінде Т-лимфоциттік популяциялардың қалпына келуіне байланысты екенін көрсетті. Гидрокортизон 125 мг/кг мөлшерде және 4 Гр мөлшерде γ-сәулеленуден кейін қалпына келтіру тәжірибенің 20-шы тәулігінде ғана тіркелді. Гидрокортизон әсерінен кейінгі алғашқы 20 тәулік бойы Т-жасушасының тимустан периферияға түсу белгілері болған жоқ. Сәулеленуден кейін лимфа түйіндері мен көкбауырға тимоциттердің миграциясының маңызды толқындары максимум 12-ші тәулікте тіркеледі, бұл тимустың жедел қалпына келу кезеңіне сәйкес келеді. Бұл нәтижені перифериялық Т-лимфоциттердің популяциясын қалпына келтіруде тимустың "көмек" көрінісі ретінде ғана емес, сонымен қатар радиацияның тікелей әсерін бастан өткерген Т-жасушаларынан босатуға бағытталған тимустың реакциясы ретінде де түсіндіруге болады, сондықтан қауіпті. Т-лимфоциттердің тұрақты санын қалпына келтіру екі механизмнің көмегімен жүзеге асырылады – тимустан жаңадан пайда болған Т-жасушаларының ағымы және иммундық жүйенің перифериялық мүшелеріндегі гомеостатикалық пролиферация. Екінші механизм негізгі болып саналады, әсіресе ересектерде. Екі механизм де әртүрлі сипаттағы зиянды агенттердің иммундық жүйесіне әсер еткенде Т- жасушаларының санын қалпына келтіруді қамтамасыз етеді [186, 310 б.]. ЦФ енгізген уақыт ішінде ағзаның иммундық тепе-теңдігінің бұзылуы жүрді. Тимустың сарқылуына байланысты гомеостатикалық Т-жасуша пролиферациясының жоғарылауы орталық Т-жад жасушалық фенотипі бар Т-хелперлердің және CTL-лердің жинақталуынан басталды. Ағзада аутоиммундық бұзылулардың дамуымен аутоагрессивті CTL жинақталуы жүрді. Аутоиммунды аурулардың ағымы аутоагрессивті клондарды бақылайтын Treg-лимфоциттердің азаюымен күшейе түсті.
Біздің зерттеулеріміз, тимустағы Т-жасушалық популяциялардың тапшылығын өтей алмайтынын көрсетті, бұл өз кезегінде рециркуляциялық белсендірілген Т-хелперлердің жинақталуына әкеледі. FoxP3+CD4+CD25+ Тreg- жасушаларының күрт төмендеуі байқалады.
Сондықтан, иммундық бақылауда тепе-теңдікті сақтау үшін тимустағы Т-жасушалық популяцияларды уақтылы қалпына келтіру өте маңызды.
Осылайша, SP CD3e+CD4+ және CD3e+CD8a+ тимоциттеріне қатысты жасушаны қалпына келтіру алгоритмі дәйекті түрде прогрессивті болды. ЦФ SP CD3e+CD4+ және CD3e+CD8a+ тимоциттері деңгейінің төмендеуіне әкелді, ал BIV және TIC қосылыстары бұл жасушалардың деңгейін қалпына келтіріп, MU тең белсенділік көрсетті. Ал, ЦФ CD4+CD25+ Thact-белсендірілген хелперлеріне қатысты жасушалар деңгейінің жоғарылауын туғызды, ал BIV және TIC қосылыстары, бұл жасушалардың деңгейін қалыпты физиологиялық мәндерге дейін төмендетіп, UT жануарлар деңгейіне дейін жеткізді. CD4+CD25+ Thact жасушаларының гейтінде TIC қосылысы FoxP3+CD4+CD25+Treg-реттеуші лимфоциттердің деңгейін UT жануарлар деңгейіне дейін қалпына келтірді. CD4+CD25+ Thact жасушаларының гейтінде BIV қосылысы UT тобының мәндеріне жетпей, FoxP3+CD4+CD25+Treg реттеуші жасушаларының деңгейін қалыпты түрде қалпына келтірді. 
Бірақ Метилурацилдің әсері тимопоэзді қалпына келтіру процесіне теріс әсер етті. MU CD4+CD25+ Thact-белсендірілген хелперлерінің жоғары деңгейін төмендетпеді, одан да жоғарылатты, белсендірілген Thact деңгейінің шамадан тыс жоғарылауын күшейтіп, UT тобының көрсеткіштерінен 3,18 есе асып түсті, дегенмен бұл гейтте FoxP3+CD4+CD25+ Treg-реттеуші жасушалары өте төмен деңгейде болды, ол Метилурацил әсерінен кейін қалпына келмеді. Mетилурацил Т-лимфоциттер популяциясының қалыпты арақатынасын бұзды. Бұл өзгерістердің салдары толыққанды иммундық бақылаудың бұзылуымен Т-жасушалық популяциялардың әсерінің тарылуы және болашақта онкологиялық, аутоиммундық және жұқпалы аурулардың көбеюі болуы мүмкін [137, 6 б.].
[bookmark: _Hlk141268184]Циклофосфамидтің және жаңадан синтезделген BIV, TIC қосылыстарының әсеріне жауап беретін C57BL6/J тышқандарының тимусында белсендірілген FoxP3+CD4+CD25+Treg-реттеуші лимфоциттердің болуы алғаш рет көрсетілді. Алғаш рет, кейбір зерттеушілер тимуста белсендірілген Т-реттеуші жасушалардың (жадтың) болуын 2008 жылы ұсынды [290, 36 б.]. Гипотеза қалыпты ағзада олардың TCR α-тізбектерінің екінші қайта реттелуімен байланысты жад жасушаларын пайдалану механизмі бар екендігіне негізделген. Авторлар тимустағы жад  жасушаларының болуы олардың TCR-ын қайта реттелуімен байланысты екендігін, осылайша олардың басқа антигендерге иммундық жауаптардағы  қайта сіңірілу ықтималдығы туралы болжам жасады. Бұрынғы барлық зерттеулер қатерлі ісіктің әртүрлі түрлерімен ауыратын адамдарда жүргізілген. Біздің зерттеулеріміз C57BL6/J линиялы тышқандарының тимусында әртүрлі химиялық қосылыстардың әсеріне жауап беретін Т-реттеуші жасушалардың (жад) белсенділігін, яғни белсенді функционалды деңгейде болатындығын көрсетті.  
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ЦФ CD3e+ Т-лимфоциттердің 40,02% және 59,33% деңгейінде төмендеуі байқалған, сүйек кемігі мен тимустан айырмашылығы көкбауырда оның 24,03% орташа төмендеуін туғызды. Циклофосфамидті интоксикация CD43+CD3e+CD4+ Th-хелпер-лимфоциттердің деңгейін өзгертпеді. Ал, CD43+ CD3e+CD8a+ CTL-цитотоксикалық жасушаларының популяциясында циклофосфамид жасушалар деңгейінің жоғарылауын туғызды. Бір қызығы, көкбауырда циклофосфамид белсендірілген CD4+CD25+ Thact-хелперлерін 26,75% төмендеткен болса, тимуста жасушалардың көбеюіне бастама берді. CD4+CD25+FoxP3+ Treg-реттеуші лимфоциттердің 48,08%-ға және CD28+CD44+CD8a+ Tmem-жад жасушаларының 28,0%-ға айтарлықтай төмендеуі байқалды. Көптеген зерттеушілер бұрын  FoxP3+Treg-реттеуші лимфоциттердің деңгейінің төмендеуімен айқындалатын циклофосфамидтің әсерін анықтаған болатын, оның нәтижесінде цитотоксикалық жасушалардың CTL деңгейі күрт артады. Біздің зерттеулеріміз көрсеткендей, ЦФ CD3e+CD4+ Th-хелпер лимфоциттерінің төмендетпейді, ал белсендірілген CD4+CD25+ Thact-хелперлер мен CD28+CD44+ CD8a+ Тmem-жад жасушаларының айтарлықтай төмендеуін туындатады. Циклофосфамид тек митоздық белсенді жасушаларды ғана емес, иммундық жауапқа қатысатын белсендірілген жасушаларды да төмендетеді. Тыныштық күйдегі жасушалардың деңгейі циклофосфамидпен әсер кезінде өзгерген жоқ [291].
Осылайша, циклофосфамид көкбауырда, тимус пен сүйек кемігіне қарағанда Т-лимфоциттердің субпопуляциялары деңгейінің айқын төмендеуін тудырмады. Циклофосфамид сүйек кемігі мен тимустағы белсенді бөлінетін, митоздық белсенді жасушалардың күрт төмендеуіне әкелді, бұл әдебиет деректемелерге сәйкес келеді [292].
Алғаш рет, циклофосфамид тек митоздық белсенді жасушаларды ғана емес, иммундық жауапқа қатысатын белсендірілген жасушаларды да төмендететіні анықталды. Тыныштық күйдегі жасушалардың деңгейі циклофосфамидпен әсер ету кезінде өзгерген жоқ.
Гемопоэзынталандырушы белсенділіктің салыстырмалы талдауы TIC қосылысының гемопоэзді ынталандыратын белсенділігі жоғары екенін көрсетті. TIC қосылысы CD3e+CD19- T-лимфоциттердің жалпы деңгейін айқын қалпына келтіріп, BIV қосылысының, метилурацилдің гемопоэзді ынталандырушы белсенділігінің деңгейінен, тіпті UT тобының жасушаларының көрсеткіштерінен асып түсті. ЦФ CD43+ CD3e+CD4+ Th-хелпер деңгейінің төмендеуіне әкелмеді, ал TIC қосылысы Th-хелпер деңгейіне әлсіз әсер етті. TIC қосылысы цитотоксикалық Т-лимфоциттердің деңгейінің жоғарылауын, ағзаның циклофосфамидпен интоксикациясы туындаған кезде одан әрі күшейтті. Цитотоксикалық Т-лимфоциттердің деңгейінің мұндай өте жоғарылауын TIC қосылысымен қалпына келтірмеген FoxP3+Treg-реттеуші жасушалар деңгейінің төмендеуімен түсіндіруге болады. Циклофосфамид белсендірілген CD4+CD25+ Thact-хелперлерінің төмендеуіне әкелді, ал TIC қосылысы жасушаларды қалыпты деңгейге дейін қалпына келтірді. TIC қосылысы CD28+CD44+ CD8a+Тmem-жасушаларының деңгейін 2,72 есеге күрт өсуіне әкеліп, MU тобындағы жасушалар деңгейінен 8,66 есе асып түсті.
BIV тобындағы CD3e+CD19- T-лимфоциттердің жалпы деңгейін қалпына келуі біркелкі жүріп, UT тобының жасушаларының деңгейіне жетті. BIV қосылысы CD43+CD3e+CD4+ Th-хелперлерінің деңгейіне әсер етпеді, ол UT жануарлар деңгейінде болды және сау ағза көрсеткіштеріне сәйкес келеді. BIV қосылысы CD43+CD3e+CD8a+ CTL-цитотоксикалық лимфоциттердің жоғары деңгейін төмендетіп, жасушалардың жоғары деңгейін қалыпқа келтірді. BIV тобындағы лимфоциттердің CD43+ CD3e+CD8a+ CTL деңгейі UT тобының деңгейіне сәйкес болды. BIV қосылысы CD4+CD25+ Thact-белсендірілген хелпер және CD4+CD25+FoxP3+ Treg-реттеуші лимфоциттердің деңгейін физиологиялық қалыпқа, UT жануарлар деңгейіне дейін айтарлықтай қалпына келтірді. BIV тобындағы CD28+CD44+ CD8a+ Тmem жасушаларының деңгейі UT жануарлар деңгейіне дейін қалпына келді.
MU CD4+CD25+FoxP3+ Treg жасушаларының деңгейіне әсер еткен жоқ. 
MU CD28+CD44+ CD8a+ Тmem жасушаларының деңгейінің төмендеуіне әкелді.

[bookmark: _Toc164536747][bookmark: _Toc165843281][bookmark: _Hlk164537652]3.4.5 Циклофосфамидтің лимфо-миелоидты мүшелерге цитостатикалық әсері және қалпына келудегі BIV, TIC қосылыстарының оң қасиеттері
1. Сүйек кемігінде (CD117+) ГБЖ бағаналы жасушалары мен CD3e+ T-лимфоциттердің және рециркуляцияланатын CD3e+CD44+Tmem-жад жасушаларының деңгейінің айқын (40%-дан астам) төмендеуін туғызды. Гемопоэзге қатысатын бағаналы жасушаларының деңгейінің төмендеуі перифериялық қандағы түзілген элементтер деңгейінің бұзылуымен жүретін панцитопенияға әкелуі мүмкін. Екіншілік иммундық жауап үшін қорғаныштық жадты қалыптастырудың негізгі нишасы болып саналатын және вакцинацияда үлкен рөл атқаратын сүйек кемігіндегі жад жасушаларының деңгейінің төмендеуі ағзада адаптивті иммундық жауаптың күрт төмендеуіне әкелуі мүмкін.
2. Тимуста аңғал SP CD3e+CD4+ және SP CD3e+CD8+ тимоциттерінің деңгейін және CD3e+-T-лимфоциттердің жалпы деңгейін күрт төмендетіп, тимустың көптеп сарқылуын (80%-дан астам) туғызды. Тимустың сарқылуы перифериялық лимфо-миелоидты мүшелерде Т-лимфоциттердің дер кезінде орналаспауына, аңғал Tnaiv-фенотипінің аутоагрессивті цитотоксикалық Т-лимфоциттерге трансформациясына әкеледі. Біздің зерттеулеріміз көрсеткендей, тимопоэз тимустағы Т-жасуша популяцияларының тапшылығын өтей алмайды, бұл рециркуляциялық белсендірілген CD4+CD25+ Thact-хелперлерінің шоғырлануына әкеледі. Т-хелперлердің шамадан тыс көбеюі толыққанды иммундық бақылаудың бұзылуымен Т-жасушалық популяциялардың ауқымы мен функционалдық белсенділігінің тарылуына және болашақта онкологиялық, аутоиммундық және жұқпалы аурулардың көбеюіне әкелуі мүмкін. Алғаш рет, циклофосфамидтің тимустағы рециркуляцияланатын CD4+CD25+FoxP3+ Treg-реттеуші лимфоциттерінің төмендеуіне әкелетіні анықталды, бірақ бұл аңғал SP CD3e+CD8+ тимоциттері деңгейін арттырмады.
3. Көкбауырда CD3е+Т-лимфоциттердің, CD43+ CD3e+CD4+  Тh-хелпер лимфоциттерінің, рециркуляцияланатын  белсендірілген CD4+CD25+ Тhact-хелпердің, рециркулияцияланатын CD4+CD25+FoxP3+ Тreg-реттеуші лимфоциттердің және рециркуляцияланатын CD28+CD44+ CD8a+ Тmem-жад жасушаларының статистикалық сенімді деңгейде (20%-дан астам) төмендеуін туғызды. Митоздық белсенді аңғал Tnaiv-лимфоциттердің деңгейінің төмендеуі дифференциацияланған Т-лимфоциттердің популяциясының төмендеуіне әкелуі мүмкін. Қазіргі таңда Т-лимфоциттердің көбі перифериялық лимфо-миелоидты мүшелерде жетілетіні белгілі. Перифериялық лимфо-миелоидты мүшелердегі рециркуляцияланатын FoxP3+ Treg-реттеуші лимфоциттері деңгейінің төмендеуі рециркуляцияланатын CD43+CD3e+CD8a+ цитотоксикалық жасушаларының деңгейінің жоғарылауына әкелді. Бұл аутоагрессивті клондардың көбеюіне және аутоиммунды аурулардың қаупінің жоғарылауына әкеледі. Көкбауырдағы CD3e+CD44+Tmem-жад лимфоциттері төмендеді. Көкбауырдағы жад жасушаларының деңгейінің төмендеуі екіншілік иммундық жауап үшін қорғаныстық жад қалыптасуының төмендеуіне және ағзадағы адаптивті иммундық жауаптың күрт төмендеуіне әкелуі мүмкін.
4. Сүйек кемігіндегі, тимикалық, перифериялық Т-лимфоциттердің Тnai-ң Тh-фенотипінде, CTL көрсеткіштердің көшірілімімен жүретін субпопуляциясының саны айқын өзгерді.  Тreg деңгейінің төмендеуімен жүретін CTL аутоагрессивті клондарының жинақталуының тәуелділігін айқындалды. Осы факторлардың барлығы сүйек кемігінде, тимуста және көкбауырда уақтылы шоғырлану арқылы сүйек кемігі пулының митоздық белсенділігін уақтылы қалпына келтіру, тимопоэзді қалпына келтіру және екіншілік мүшелерде гомеостатикалық пролиферация, сондай-ақ аутоагрессивті CTL жинақталуы ауру қаупін азайту қажеттілігінің өзектілігін көрсетті. 
BIV және TIC екі қосылыстың миело- және гемопоэз ынталандырушы белсенділігін салыстырмалы талдау мынаны көрсетті:
TIC қосылысының оң қасиеттері: гемопоэзынталандырушы белсенділігі BIV және MU қосылыстарының белсенділігін арттыра отырып, біршама жоғары гемопоэзынталандырушы белсенділігімен ерекшеленді; Сонымен қатар, сүйек кемігіндегі (CD117+) ГБЖ жасушаларының деңгейін, CD43+CD3e+ Т-лимфоциттердің деңгейін, CD3e+CD44+ Tmem-жад жасушаларының деңгейін, сүйек кемігі, көкбауырдағы  CD4+CD25+ Thact-хелпер деңгейін статистикалық маңызды деңгейде қалпына келтірді.  Бірақ, TIC қосылысы FoxP3+ Treg-реттеуші жасушаларының деңгейін жоғарылатпады; CTL-цитотоксикалық Т-лимфоциттердің CD43+CD3e+CD8a+ деңгейін күрт арттырды; CD28+CD44+ CD8a+Тmem-жад жасушаларының деңгейін айтарлықтай жоғарылатты. TIC қосылысы CD3e+CD44+Tmem-жад жасушалары деңгейінің өсуін ынталандыруға қабілетті қосылыс ретінде перспективті дамуға ие, бұл in vitro қатерлі ісікті емдеуге арналған онковакциналарды дайындауда үлкен маңызға ие.
BIV қосылысының оң қасиеттері: сүйек кемігіндегі (CD117+) ГБЖ жасушаларының қалпына келу процесіне әсер етпеді; CD3e+CD19- T-лимфоциттердің жалпы деңгейін қалпына келтіруде біркелкі маңызды  белсенділікке ие болды; CD43+CD3e+CD4+ Th-хелперлердің жоғары деңгейінің жоғарылауын күшейтпеді, бірақ физиологиялық қалыпқа келтірді; CD4+CD25+FoxP3+ Treg-реттеуші лимфоциттердің төмен деңгейін физиологиялық қалыпқа дейін қалпына келтірді; CD43+CD3e+CD8a+ CTL-цитотоксикалық лимфоциттердің жоғары деңгейін төмендетті, CD4+CD25+ Thact-белсенді хелперлердің деңгейін, CD28+CD44+ CD8a+Тmem-жасушаларының деңгейін физиологиялық қалыпты мөлшерге дейін қалпына келтірді.
[bookmark: _Toc136296249]BIV қосылысы Т-лимфопоэз ынталандырушы белсенділігі бар оң гемоынталандырушы (гемомодуляциялық) қосылыс ретінде, екінші гемодепрессия жағдайында Т-лимфоциттердің популяциясының жоғарылаған және төмендеген көрсеткіштерін физиологиялық қалыпқа  теңестіруде одан әрі даму перспективасына ие.

[bookmark: _Toc164528947][bookmark: _Toc164536748][bookmark: _Toc165843282][bookmark: _Hlk164537660]3.5 BIV және TIC әсерінен лимфо-миелоидты мүшелердегі (ГБЖ, В-лимфоциттер) субпопуляцияларының қайта қалпына келуі
[bookmark: _Toc164528948][bookmark: _Toc164536749][bookmark: _Toc165843283]3.5.1 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессия кезінде сүйек кеміктік В-лимфопоэз және жаңа синтезделген BIV,TIC қосылыстарымен сүйек кемігіндегі В-лимфоциттер деңгейінің қалпына келуі 
Сүтқоректілердегі В-жасушаларының дамуы мен жетілу процесі ұрықтың бауырындағы гемопоэтикалық бағаналы жасушаларынан (ГБЖ), содан кейін сүйек кемігінен басталады, мұнда ГБЖ мультипотентті ізашарларға бөлінеді. Сүйек кемігіндегі дифференциацияның осы кезеңінде (CD117+) ГБЖ жасушаларында тирозинкиназа жолы белсендіріледі, яғни жасушалар гемопоэзге қатысады. Циклофосфамидті интоксикацияның әсерінен сүйек кемігі жасушаларының (CD117+) ГБЖ санының төмендеуі айтарлықтай болды. Жасушалардың төмендеу деңгейі 40,03%-дан астам, 1,67 есе (P=0,00002 F>Fcrit, 46512,5>18,51) болды (сурет 26).  PL тобындағы жасушалардың (CD117+) ГБЖ көрсеткіші (4,57±0,6) %, UT топтағы жасушалар деңгейі (7,62±1,61) % құрады (сурет 26). Бағаналы жасуша деңгейінің күрт төмендеуі науқастарға клиникалық тексерулер жүргізудің болжаушысы болып табылады. Содан кейін жалпы лимфоидты ізашарларға (CLP) айналады.
	CLP жасушалары үш бағытта: Т-, В-лимфоцит және NK жасушаларына дифференциациялануға қабілетті.
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Автоматически созданное описание]
	А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы ГБЖ мәні (5,0 %). 
С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы ГБЖ мәні (6,0%).

Сурет 26 – Тышқандардың әртүрлі топтарындағы сүйек кемігіндегі CD117+ гемопоэтикалық бағаналы жасушалардың үлесі

Ересек сүтқоректілерде сүйек кемігіндегі В-лимфопоэз бағаналы жасушасынан пайда болады, содан кейін жалпы лимфоидты ізашарларға (CLP) дифференциацияланады, қан түзетін жасушалардың негізгі линияларына тән беткі линиялық маркерлерден айырылады. Бағаналы жасушаларына ұқсас, CLP CD34 молекулаларын, сондай-ақ CD45R панлейкоциттік маркерін (тышқандарда, CD45 изоформасы) экспрессиялайды. Жетілудің бес сатысынан (A, B, C, D және E) өтіп, CLP-2 сатысында жасушалар CD19- экспрессиясының болмауымен сипатталады, содан кейін барлық келесі сатыларда Pro-B-I- және Pro-B-II-лимфоциттерде CD19+ CD43+ молекулаларына ие болады.
[bookmark: _Hlk144304228]CD19+CD43+ Pro-B-I- және Pro-B-II-лимфоцитарлы жасушалардың пролиферациясы мен дифференциациясының ерте, кеш кезеңдерінде зерттелетін BIV қосылысы жасушалардың пролиферативті белсенділігіне әлсіз әсер етті. CD19+CD43+ Pro-B-I- және Pro-B-II- лимфоцитарлық жасуша деңгейі үш тәжірибелік топта (BIV, MU, PL енгізгенде) бір ауқым 3,8 млн-нан 4,9 млн жасушаға дейін болды, UT тобы 7,7 млн жасуша (6,6±8,8) мәніне жетпеді (кесте 22, сурет 27). Бірақ TIC қосылысы CD19+CD43+ Pro-B-I- және Pro-B-II Pro-B-II-лимфоцит жасушаларының деңгейін (6,03±0,07)·109/л дейін арттырды, бұл PL тобындағы жасуша деңгейінен (4,57±0,6)·109/л мен MU тобындағы (5,47±0,4) ·109/л сәйкесінше 1,32 және 1,1 есе асып түсті [293]. 

Кесте 22 – Сүйек кемігіндегі В-жасуша субпопуляцияларының көрсеткіштері

	№
	Сүйек кемігі M±SD, % 
(n=6)

	
	Топтар
	CD43+CD19+
Pro-B-I- және Pro-B-II-лимфоциттер
	CD43-CD19+D45R+
Pre-В-I-, Pre-В-II-, жетілмеген В-лимфоциттер

	1
	UT
	7,62±1,33
	14,04±4,59

	2
	PL
	4,57±0,6
	7,66±0,41

	3
	BIV
	4,36±0,10
	15,90±4,08

	4
	TIC
	6,03±0,07
	8,15±0,10

	5
	MU
	5,47±0,4
	9,61±1,50

	P
	Р 1–2 = 0,00002
Р 2–3 = ш.а.
Р 3–4 = 0,00007
Р 4–5 = 0,0006
	Р 1–2 = 0,000001
Р 3–5 = 0,000002
Р 3–4 = 0,0000001


	Ескерту-кестеде қысқартулар қолданылған: ш.а.- айырмашылық деңгейі шамалы





[image: Изображение выглядит как диаграмма, текст

Автоматически созданное описание]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы Pro-B-I-, Pro-B-II-лимфоциттер мәні (4,8%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы Pro-B-I, Pro-B-II-лимфоциттер мәні (5,5%).

Сурет 27 – Тышқандардың әртүрлі топтарындағы сүйек кемігіндегі CD43+CD19+ Pro-B-I- және Pro-B-II-лимфоциттер үлесі

[bookmark: _Toc164536750][bookmark: _Toc165843284]3.5.2 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессия кезінде спленоцитарлы В-лимфопоэз және BIV, TIC қосылыстарымен көкбауырдағы В-лимфоциттердің қалпына келу белсенділігі
E сатысында CD43- B220+/CD45R+CD19+CD24+IgM+ экспрессиясы бар жетілмеген В-жасушалары сүйек кемігінен шығып, екіншілік лимфоидты мүшелерге (көкбауыр, лимфа түйіндері, пейер шытырасы, бадамша бездер және шырышты ұлпа) олардың өтпелі жасушаларға дифференциациясын жалғастыру үшін (түрі 1 және 2 тип) бағытталады. Осылайша, pre-B-I жасушаларын, pre-B-II жасушаларын және жетілмеген В-лимфоциттерін ерте CD19+ беткі маркерімен және B220 +/CD45R+, панлейкоцитарлық маркерімен біріктіру арқылы біз жасуша деңгейін есептедік. B220+/CD45R+CD19+ pre-В-I-, pre-В-II- және жетілмеген В-лимфоциттердің деңгейі барлық үш PL тобында, TIC, MU тобында бір ауқымда 8,0 млн-нан 8,5 млн-ға дейін болды және UT топтың мәніне жете алмады 12,1 млн (12,1±18,8). Бірақ, BIV қосылысы pre-B-I, pre-B-II және жетілмеген В-лимфоциттердің деңгейіне айқын ынталандырушы әсер етті, (15,90±4,08)·109/л, дейін көтерілді, бұл PL, МU және TIC тобының көрсеткішінен сәйкесінше 2,07; 1,65; 1,95 есе асып түсті (P=0,000001 F>Fcrit, 678976>18,51), (P=0,000001 F>Fcrit, 678976>18,51), (P=0,000002 F>Fcrit, 395641>18,51), (P=0,000001 F>Fcrit, 600625,5>18,51) (сурет 28).  

  [image: ]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, жетілмеген В-лимфоциттердің мәні (23,0%).
С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, жетілмеген В-лимфоциттердің мәні (8,54%). D. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы pre-В-I-, pre-В-II-лимфоциттердің мәні (19,0%). 
E. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы pre-В-I, pre-В-II-лимфоциттердің мәні (8,5%).

Сурет 28 – Тышқандардың әртүрлі топтарындағы сүйек кемігіндегі pre-В-I-, pre-В-II- және жетілмеген В-лимфоциттер үлесі

	D сатысында pre-B-I жасушалары және pre-B-II жасушалары B220 +/CD45R+CD19 +CD24+CD25+ экспрессиялау арқылы CD43-молекуласын жоғалтады. 
E сатысында B220+/CD45R+, CD19+ , CD24+ , CD43-  және IgM+ экспрессиясы бар жетілмеген В-жасушалары сүйек кемігінен шығып, өтпелі кезеңге В-жасушасы (1 тип және 2 тип) дифференциациясын жалғастыру үшін екінші лимфоидты мүшелерге (көкбауыр, лимфа түйіндері, пейер шытырасы, бадамша бездер және шырышты ұлпаға) бағытталады. Көкбауырдағы CD19+ беттік маркерлері және B220 +/CD45R панлейкоциттік маркері бар транзиторлы В-лимфоциттерін санадық. TIC қосылысы жоғары белсенділікті көрсетті. Ол B220+/CD45R+CD19+CD43- транзиторлық В-лимфоцит деңгейін (5,45±0,71)·109/л дейін жоғарылата ықпалдандырып, PL, BIV және MU тобынан сәйкесінше 4,19; 2,28; 2,44 есе (P=0,000009 F>Fcrit, 105340,5>18,51), (P=0,00002 F>Fcrit, 47124,5>18,51), (P=0,00001 F>Fcrit, 51842>18,51) жоғары болды. BIV қосылысы MU деңгейінде белсенді болды (кесте 23, сурет 29).
[image: Изображение выглядит как диаграмма, План

Автоматически созданное описание]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы; TIC – БИВ-119 қосылысы. В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы транзиторлы В-лимфоциттердің мәні (29,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы транзиторлы В-лимфоциттердің мәні (3,4%). D. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы pre-В-I-, pre-В-II-лимфоциттердің мәні (19,0%). E. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы pre-В-I, pre-В-II-лимфоциттердің мәні (8,5%).

Сурет 29 – Тышқандардың әртүрлі топтарындағы транзиторлы В-лимфоциттер үлесі (T1, T2, T3)

Кесте 23 – Екіншілік лимфо-миелоидты мүшедегі жасуша субпопуляцияларының көрсеткіштері

	№
	Екіншілік лимфо-миелоидты мүшелер M±SD, %
(n=6)

	
	Топтар
	CD45R+CD43-CD19+
T1, T2, T3- транзиторлы лимфоциттер
	CD45R+CD19+/mid
MZB-, FO-B- лимфоциттер
	CD45R+CD19+MHCII+
герментативті аймақтағы белсендірілген В-лимфоциттер
	CD45R+CD19+ CD40+
Bmem-жад лимфоциттер

	 1
	UT
	1,3±0,25
	32,6±3,88
	60,65±2,41
	24,60±2,02

	2
	PL
	0,86±0,07
	16,88±0,93
	15,26±1,54
	7,86±1,05

	3
	BIV
	2,38±0,04
	25,93±0,53
	33,35±1,11
	12,31±0,78

	4
	TIC
	5,45±0,71
	34,45±1,74
	68,80±2,74
	12,25±0,87

	5
	MU
	2,23±0,23
	23,91±1,58
	36,76±5,34
	10,36±1,18

	23-кестенің жалғасы

	Екіншілік лимфо-миелоидты мүшелер M±SD, % 
(n=6)

	№
	Топтар
	CD45R+CD43-CD19+
T1, T2, T3- транзиторлы лимфоциттер
	CD45R+CD19+/mid
MZB-, FO-B- лимфоциттер
	CD45R+CD19+MHCII+
герментативті аймақтағы белсендірілген В-лимфоциттер
	CD45R+CD19+ CD40+
Bmem-жад лимфоциттер

	P
	Р 2–4 = 0,000009 
Р 3–4 = 0,00002 
Р 3–4 = 0,00001

	Р 3–4 = 0,000002
Р 2–4 = 0,0000006
Р 4–5 = 0,01 

	Р 2–3 = 0,0000006  
Р 2–4 = 0,00000006
Р 3–4 = 0,0000001
Р 4–5 = 0,000003  

	P4-2=0,00001
P3-1=0,0000006
P2-3=0,000005






	B220/CD45R+CD19midCD43- фенотипі бар FO-B-лимфоциттері мен MZB-лимфоциттерінің көрсеткіштері жоғары мәндермен ерекшеленді. BIV және TIC қосылыстары B220/CD45R+CD19midCD43- FO-B-лимфоциттері мен MZB-лимфоциттерінің жоғарылауын айқын ынталандырды. BIV қосылысын енгізген топта B220/CD45R+CD19midCD43- FO-B-лимфоциттері мен MZB-лимфоциттерінің деңгейі MU тобы деңгейінде болды. Көрсеткіш PL тобының деңгейінен 1,53 есе асып түсті есе (P=0,01 F>Fcrit, 79,7>18,51). Бірақ TIC қосылысы жоғары нәтиже көрсетті. Ол B220/CD45R+CD19midCD43- FO-B-лимфоциттері мен MZB-лимфоциттерінің деңгейін (34,45±1,74)·109/л дейін жоғарылатып, MU, BIV және PL көрсеткіштерінен сәйкесінше, 1,44, 1,32, 2,04 есе (P=0,01 F>Fcrit, 89,2>18,51), (P=0,000002 F>Fcrit, 362952>18,51), (P=0,0000006 F>Fcrit, 1543524>18,51) жоғары болды. TIC тобында B220/CD45R+CD19midCD43- FO-B-лимфоциттері мен MZB-лимфоциттерінің деңгейі UT тобы мәніне сәйкес келді (сурет 30).  
Ары қарай В-лимфоциттер антигенмен кездеседі. Антидене түзуші жасушалар В-лимфоциттердің туындылары болып табылады. MZB жасушалары мен B-1-в жасушаларына Т-жасушалырмен өзара байланысуын қатыссыз айналып өтеді, IgM және IgG3 антиденелерін өндіру үшін бірнеше сағат/тәулік қажет (иммундық жауаптың бұл түрі, әдетте, TI-антигендеріне қарсы дамиды). Соңында, мерзімі ұзақ (бірнеше тәулік/апта), бірақ ең жақсы реттелген иммундық жауап плазмалық жасушалардан алынған арнайы антиденелер түрінде (IgG, IgA, IgE) ұсынылған. 
[image: Изображение выглядит как текст, диаграмма, График, линия

Автоматически созданное описание]
	
А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы (BIV); TIC – БИВ-119 қосылысы (TIC). 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы MZB- және FО-B-лимфоциттердің мәні (38,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы MZB- және FО-B-лимфоциттердің мәні (25,0%).

Сурет 30 – Тышқандардың әртүрлі топтарындағы көкбауырдағы MZB- және FО-B–лимфоциттер үлесі

	Көкбауырдың герментативті орталығындағы антигенмен белсендірілген В-лимфоциттері B220/CD45R+CD19+MHC class II+ фенотипімен сипатталады. BIV қосылысын енгізген тобындағы B220/CD45R+CD19+ MHC class II+ (33,35±1,11) % құрады, бұл салыстырмалы препарат MU белсенділік деңгейінде болды және PL тобындағы жасуша деңгейінен (15,26±1,54) % айтарлықтай 2,19 есе (P=0,0000006 F>Fcrit, 1636241>18,51) асып түсті. Бірақ TIC қосылысы белсенділігі бойынша едәуір жоғары болды. TIC қосылысы B220/CD45R+CD19+MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттерінің  мәнін (68,80±2,74) % жоғарылатты, бұл UT тобы мәнініне (60,65±2,41) % сәйкес келді және MU, BIV және PL тобы деңгейінен 1,87; 2,06 және 4,51 есе жоғары болды (сурет 31).  
	Ары қарай, В және Th-2-жасушаларының өзара байланысуы кезінде байланысқан тану жүзеге асады, соның нәтижесінде В-жасушасының мембранасында экспрессияланатын Th-2-жасуша бетінде CD40 рецепторы-CD40L молекуласы пайда болады. Мұндай қосымша костимуляция В-лимфоцитпен цитокиндік рецепторлардың экспрессиясының басталуына және В-Т-конъюгатының біріншілік фолликул аймағына миграциялануына серпін береді. CD40 рецепторы жад жасушаларына, реттеуші және киллер В-лимфоциттеріне тән. B220/CD45R+CD19+CD40+ В-лимфоциттердің саны BIV және TIC енгізген топтарда бір деңгейде (12,25 – 12,31)·109/л болды, ол MU, PL  тобынан 1,55 есе (7,86±1,05) % жоғары болды (сурет 32).

[image: Изображение выглядит как диаграмма, текст

Автоматически созданное описание]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы (BIV); TIC – БИВ-119 қосылысы (TIC). 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттердің мәні (35,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттердің мәні (60,0%).

Сурет 31 – Тышқандардың әртүрлі топтарындағы MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттердің үлесі

B220/CD45R+CD19+CD40+ В-лимфоцит деңгейі UT тобына жетпеді. Көрсеткіштердің UT тобы деңгейіне жетпеуін B220/CD45R+CD19+CD40+ В-лимфоциттердің жеткілікті популяцияны құруға арналған уақыт интервалының жеткіліксіздігімен түсіндіруге болады. 
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Автоматически созданное описание]
	
А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы (BIV); TIC – БИВ-119 қосылысы (TIC). 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы Вmem-жад лимфоциттердің мәні (14,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы Вmem-жад лимфоциттердің мәні (14,5%).

Сурет 32 – Тышқандардың әртүрлі топтарындағы Вmem- жад лимфоциттердің үлесі
В-1 жасушаларының популяциясы есепке алынбады, бұл В-лимфоциттерінің жалпы санының 5% құрайды. Бірақ В-1 жасушаларының пайда болуы мезенхималық бағаналы жасушалармен байланысты және олар негізінен шырышты қабықтардың лимфоидты ұлпаларында орналасқан. Тіршілік бойы сүйек кемігінде пайда болатын В-1 жасушалараның B-2 жасушаларынан айырмашылығы, ересек адамның B-1 жасушаларының субпопуляциясы өте баяу пролиферациялану арқылы ғана өзін-өзі жаңартады. Жасушалық циклдің басқа параметрлеріне, сондай-ақ басқа белсендіру қасиеттеріне байланысты В-лимфоциттерінің бұл линиясы жеке лимфоидты ізашарлардан басталады, эмбриогенездің ерте кезеңдерінде оқшауланады, содан кейін постнаталды сүйек кемігінің басқа В-лимфоциттерінен тәуелсіз болады деген пікір бар. 

[bookmark: _Toc164528949][bookmark: _Toc164536751][bookmark: _Toc165843285][bookmark: _Hlk164537691]3.5.3 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессия кезінде сүйек кемігіндегі және көкбауырдағы спленоцитарлы В-лимфопоэздің және жаңа синтезделген BIV, TIC қосылыстарының В-лимфоциттердің қалпына келу деңгейін белсендіру кезіндегі талдауы 
[bookmark: _Toc165843286]3.5.3.1 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессия кезіндегі сүйек кемігіндегі спленоцитарлы В-лимфопоэздің және жаңа синтезделген BIV, TIC қосылыстарының В-лимфоциттердің қалпына келу деңгейін белсендіру кезіндегі талдауы
	Әрине, В-лимфоциттердің негізгі функционалдық жүктемесі гуморальды иммунитетпен байланысты, мұнда плазмалық жасушалар, денені жасушадан тыс инфекциялардан қорғай отырып, антиденелерді түзеді. Бірақ, В-лимфоциттердің реттеуші, адгезиялық, корецепторлық белсенділігін арттыра отырып, түрлі иммундық реакциялардың қатысады, сол арқылы антипаразитарлы, ісікке қарсы, вирусқа қарсы иммунитеттің қалыптасуына қатысады. Демек, циклофосфамидті гемодепрессия жағдайында В-лимфоциттер популяциясының уақтылы қалпына келуі онкологиялық, аутоиммунды ауруларды емдеу кезінде, трансплантациядан кейінгі тәжірибеде, отадан кейінгі оңалту кезеңінде цитостатик қабылдайтын науқастар үшін үлкен рөл атқарады. 
	Бағаналы жасушадан бастап ізашар В-лимфоциттер жетілудің екі кезеңінен өтеді. В-лимфоциттердің негізгі қайта құрылуы BCR рецепторларының түзілуімен байланысты. Бұл процесс вариабельді иммуноглобулин гендерінің қайта құрылуына тәуелді. Дәл осы пісіп-жетілу кезеңінде ерте CD19+ беттік маркері пайда болады. CD19+ В-лимфоциттердің бетінде pro-В-II сатысында пайда болады және кейіннен бір липидті деңгейде В-жасуша рецепторымен бірге орналасады. Сүйек кемігінде бағаналы жасушадан CLP пролиферация және дифференциация кезеңінде ізашар жасушалардың, Prо-B-I және Prо-B-II жасушаларының жетілу кезеңінде, BIV қосылысы және салыстырмалы препарат Метилурацил пролиферативті белсенділікке әлсіз ынталандырушы әсер етті. Тек, TIC қосылысы Pro-В-I және Pro-В-II–жасушаларының қалпына келуін ынталандырды. Бұл ізашар жасушалардың бетіндегі рецепторлық құрылымдардың таңдамалы сезімталдығымен байланысты. Бірақ дамудың бұл кезеңінде, ізашарлық жасушаларды жасанды ынталандыру (сыртқы ятрогенді) in vitro жасушаларын алу үшін маңызды болып келеді. Жасушаларды, ұлпалардың стромадан тыс Pro-В-және Pro-В-II–жасушаларын алу үшін культивирлеу кезінде TIC қосылысының маңызы өте үлкен. Бірақ, екінші жағынан көптеген авторлардың есептеуі бойынша, нақ осы Pro-В-лимфоцитарлы дифференциация кезіндегі жасушалардың түрлі химиялық қосылыстардың әсерін қабылдамауы өте маңызды. Өйткені, бұл жасушалар созылмалы лимфолейкоздың жасушалары болып табылатын жетілмеген функционалды толық емес жасушалардың тоқтаусыз бөлінуіне әкеп соғуы мүмкін. Жасушалрдың бөлінуі сүйек кемігінің стромалы жасушалары өндіретін және пролиферация, CD117+ дифференциациясы бағаналы рецепторы бар бағаналы жасушалар мембранасында тіркеле стромалы жасушалардың факторымен ғана ынталандыруы керек. Нақ осы CD117+ протоонкогенді ақуыз – қанның ісік ауруларының алғашқы диагностикалық маркері болып табылады. BIV қосылысының ізашарлы Pro-В-I және Pro-В-II–жасушаларының деңгейіне әсерінің әлсіз болғандығы өте маңызды. 
	D сатысында жетілмеген pre-B-I  жасушалар мен pre-В-II- жасушалар B220+/CD45R+, CD19+, CD24+, CD25+ экспрессиялай отырып, CD43- молекуласын жоғалтады. Біз, Pre-B-I жасушалар, pre-B-II жасушаларын және жетілмеген В-лимфоциттерін ерте CD19+ беткі маркерімен және B220 +/CD45R+ панлейкоцитарлық маркерімен бірлестіре отырып жасуша деңгейін есептедік. B220+/CD45R+CD19+ pre-В-I-, pre-В-II- және жетілмеген В-лимфоциттерінің деңгейін PL, TIC және MU барлық үш тобы бір деңгейде 8,0-ден 8,5%-ға дейін болды және UT топтың 12,1 (12,1±18,8) % мәніне жетпеді. Бірақ BIV қосылысы pre-B-I, pre-B-II және жетілмеген В-лимфоциттердің деңгейіне әсер етіп, белсенділігі бойынша TIC және MU қосылыстарынан сәйкесінше 1,95 және 1,65 есе асып, PL көрсеткішінен 2 есеге жоғарылады. Осылайша, BIV қосылысы сүйек кемігіндегі pre-В-I, pre-В-II және жетілмеген В-лимфоциттердің деңгейін тиімді қалпына келтірді.
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Pre-В-лимфоциттер сүйек кемігінен шығып, транзиторлы В-лимфоциттер сатысына өтеді. Транзиторлы жасушалардың өте аз саны көкбауырда орналасқан ерте CD19+ беткі маркері және B220 +/CD45R+ панлейкоциттік маркері бар жетілмеген В-лимфоциттері болып табылады [294]. TIC қосылысы жоғары лимфоцитопоэз ынталандырушы белсенділігімен айқындалды. Ол B220 +/CD45R+CD19+ CD43- -транзиторлы В-лимфоциттерінің жоғарылауын тиімді түрде ықпалдандырды, PL, BIV және MU топтарындағы жасуша деңгейінен сәйкесінше 4,19; 2,28; 2,44 есе, тіпті UT тобынан асып түсті. Көкбауырда В-лимфоциттер аутореактивтілікке антигенге-тәуелсіз оң және теріс селекциядан өтуі керек. Транзиторлы В-жасушалары BCR жоғары аффиндылығы бар аутоантигендермен байланысатын ауто-В жасушаларының клондарын жоюға бағытталған антигенге-тәуелді емес оң және теріс селекциядан өтеді. T2 жасушалары BCR антигенмен байланысуына жауап ретіндегі белсендірілетін жетілген В-лимфоциттерден айырмашылығы - ол BAFF (В-жасушалық белсендіру факторы) арналған рецептордың төмен экспрессиясымен сипатталады, сондықтан өзінің BCR-ді аутоантигенмен байланысып, бұл жасушалар белсендірілмейді, тек BCR гендерін өңдеуге сигнал алады [135, 602 б.]. Селекциядан сәтті өткен Т1 және Т2 клондары ұрық орталығының В-жасушаларының жетілген популяциясына және екіншілік лимфоиды мүшелердің маргинальды аймақтарының В-лимфоциттеріне бастама береді. Аутореактивті Т3 пулы анергияға ұшырайды. Жағдайдың үшінші даму жолы бар – аутоантигендермен байланысуға жауап ретінде клондардың анергия күйіне ауысуы. Транзиторлы В-жасушаларының тіршілік ету ұзақтығы 1 тәуліктен 5 тәулікке дейін, содан кейін олар жетілген аңғал В-лимфоциттеріне айналады және CXCR5 хемокиндік рецептордың экспрессиясының басталуына байланысты біріншілік фолликулдың В-аймағын құрай, аймақтық лимфа түйіндеріне миграцияланады.
Жетілген аңғал В-жасушалары, олар іс жүзінде В-2 жасушаларына жататын көкбауыр мен лимфа түйіндерін мекендейтін В-лимфоциттерінің көпшілігін, сонымен қатар рециркуляциялық  В-қан жасушаларының пулын қамтиды. Дәл B-2 жасушалары біріншілік лимфоидты фолликуланың В-зонасын [follicular (FO) B-cells] құрайды, Т-лимфоциттермен өзара байланысуға қатысып, екіншілік фолликулалардағы ұрық орталықтарының В-жасушаларын түзеді [germinal center (GC) B-cells] [138, 302 б., 139, 181 б.]. В-2-лимфоциттер иммуноглобулиндердің изотипін (класс) M/D-ден A, E және G-ге ауыстыруға, сондай-ақ В-жад жасушаларына және плазмалық жасушаларға дифференциациялауға, содан кейін арнайы антиденелердің секрециясына қабілетті. B-2-жасушалар молекулаларының бетінде MHC-I, MHC-II, костимулдаушы молекулаларды CD40, CD86 алып жүреді,  ал активация кезінде CD80 молекулаларын алып жүреді, бұл оларға "кәсіби" АПЖ рөлін атқаруға мүмкіндік береді [140, 109 б.]. Сондай-ақ, B-2 жасушалары адгезия молекулаларын (β1-интегриндер VLA-2 және VLA-4, β2-интегрин LFA-1, L-селектин CD62L және т.б.) экспресстейді, бұл оларға тамырлардан қозғалуға және ұлпаларға ауысуға мүмкіндік береді. Сонымен қатар, В-2 жасушаларына цитокиндердің (IL-4R, IL-5R, IL-6R, IL-2R, IL-1R, IL-10R) және хемокиндердің (CXCR4, CXCR5, CCR3, CCR6) көптеген рецепторларының экспрессиясы тән. В-2 жасушасының мембраналық фенотипі: CD10-CD19+CD20+CD21+CD22+CD23-CD24lowCD27-CD38low. Ұсынылған фенотип орташа болып табылады, өйткені белгілі бір молекулалық маркерлердің экспрессиясы жетілу дәрежесіне, антигенмен байланысқа, В-2 жасушасының орналасуына және оның микроортасына байланысты.
MZB жасушалары B-маргиналды аймақ жасушалары (MZB) ақ пульпаны қызыл пульпадан бөлетін көкбауырдың маргиналды аймағында орналасқан (көкбауырдың барлық В-жасушаларының шамамен 15% құрайды) [142, 644 б., 144, 5265 б.]. MZB-лимфоциттер сүйек кемігіндегі транзиторлы B-жасушалар сатысында жеке субпопуляцияға бөлінеді. FO-B лимфоцит немесе MZB лимфоцит транзиторлы В-жасушасының дифференциалдану жолын таңдау BCR арқылы жасушаға енетін сигналдар жиынтығымен, сондай-ақ BAFF және Noth-2 дифференциалдық факторларына арналған рецепторлармен анықталады. MZB жасушалары өздерінің фенотипі бойынша белсендірілген B-2 лимфоциттеріне ұқсас келеді. Антигенмен жақын арада байланысын көрсеткен маркер - бұл MZB-лимфоциттерінің бетінде экспрессияланатын CD27 молекуласы. MZB лимфоциттеріне тән қасиет олардың иммундық жауапқа Т-антигенге тәуелді сияқты, Т-антигендерге тәуелсізінің де (ТІ-2) қатысу қабілеті болып табылады. Бұл MZB лимфоциттерін туа біткен және адаптивті иммунитет арасындағы аралық жасушалық байланыс ретінде қарастыруға мүмкіндік береді. B-2 жасушалары сияқты, MZB жасушалары MHC-II молекулаларын және костимулдаушы CD80 және CD86 молекулаларды экспрессиялайды, бұл оларға антигенді байланыстыруға мүмкіндік береді (көбінесе маргиналды аймақтың дендритті жасушаларымен ұсынылады), көкбауырдың Т-тәуелді аймағына миграцияланады және оны Т-хелпер жасушаларға ұсынады. MZB лимфоциттерінің тағы бір ерекшелігі инвариантты табиғи Т-киллер (iNKT) жасушаларына липидті антигендерді ұсынуға қатысатын CD1d молекуласының экспрессиясы болып табылады [295]. CD21, комплементтің C3d-компонентінің рецепторы болып табылатын антигенді BCR-мен байланысқан CD19 корецепторымен бірлескен байланысын қамтамасыз етеді. Мұндай үштік кешеннің түзілуі төмен аффинді антигендермен активация шегін айтарлықтай төмендетеді және Т-жасушалық көмек болмаған жағдайда MZB жасушаларын активтендіруге мүмкіндік береді [296-298].
Фолликулярлық FO-B-лимфоциттері мен маргиналды аймақтың В- лимфоциттері өте белсенді, рецепторлардың алуан түрлілігіне ие және лигандтарды, интерлейкиндерді ынталандыруға жауап береді. Дифференциация мен пролиферацияның осы кезеңінде фолликулярлық FO-B лимфоциттері мен маргиналды аймақтың MZB-лимфоциттері BIV қосылыстарымен ынталандыруға жауап берді, UT жануарлардың мәніне жетті (тіпті көп емес) және салыстырмалы препарат MU  белсенділігінен асып түсті. TIC қосылысы B220/CD45R+CD19midCD43- FO-B-лимфоциттері мен MZB-лимфоциттерінің жоғарылауын белсенді түрде ынталандырды, белсенділігі бойынша салыстырмалы препарат MU, BIV және PL  асып түсті. TIC қосылысының белсенділігі салыстырмалы препарат MU белсенділігінен 1,4 есе асып түсті. TIC тобындағы B220/CD45R+CD19midCD43- FO-B-лимфоциттері мен MZB-лимфоциттерінің, B лимфоциттерінің деңгейі қысқа мерзімде UT жануарлар жасушаларының деңгейіне жетті. Дәл осы кезеңде В-2 лимфоциттерінің В-лимфоциттік популяцияларының сандық толықтығы маңызды. В-лимфоцитарлық жасушалардың жеткіліксіздігі көбінесе инфекциялық іріңді аурулардың жоғарылау қаупімен және паогендік-микрофлораның белсендірілуімен байланысты.
Ары қарай, В-лимфоциттер антигенмен кездеседі. Антидене түзетін жасушалар В-лимфоциттердің туындылары болып табылады. MZB жасушалары мен B-1в-жасушаларына Т-жасушаларымен өзара байланысынан тыс, IgM және IgG3 антиденелерін өндіру үшін бірнеше сағат/тәулік талап етіледі (иммундық жауаптың бұл түрі, әдетте, TI-антигендеріне қарсы дамиды). Соңында, ең кешіктірілген (бірнеше күн/апта), бірақ ең жақсы реттелген иммундық жауап плазмалық жасушалардан алынған арнайы антиденелермен (IgG, IgA, IgE) ұсынылған. Иммуноглобулиндер көпшілік жағдайда лимфоидты фолликулалардың ұрықты орталықтардағы антигенге- тәуелді селекциядан өткен В-2 жасуша клондарының туындылары болып табылады. Иммундық жауаптың сипатталған түрін Т-тәуелді антигендер (T-dependent antigens, TD) туғызады. Бұл модель аясында В-лимфоцит толық белсендірілу 3 ретті сигнал қабылдауы керек: 1. Жетілген аңғал В-жасушасы IgDdimCD38low молекулалық фенотипімен, «қабылдағыштық» күйде (когнитивтік күй) BCR антигенмен байланысқанда (еркін түрінде немесе дендритті жасушалар арқылы презентацияланған) бірінші сигналды қабылдайды. В-жасушасы 2-ші сигналды В-Т-конъюгатты (B-T-conjugate) түзе отырып,  II типті Т-хелпермен (Th2) байланыс орнату арқылы қабылдайды. Тек сол антигенмен байланысқан Th2-жасушалары В-жасушаларымен өзара байланысқа түседі, бұл олардың TCR (T-cell receptor) осы антигеннің Т - жасушалық эпитопына ерекшелігін қамтамасыз етеді. Осылайша, В-және Th2 жасушаларының өзара байланысуы кезінде байланысты тану жүзеге асады, нәтижесінде Th2 жасушасының бетінде мембранада экспрессияланатын CD40-CD40L-рецептор молекуласы пайда болады. Мұндай қосымша костимуляция цитокин рецепторларының В-лимфоциттерінің экспрессия бастамасы мен В-Т-конъюгаттың біріншілік фолликуланың аймаққа миграциясына түрткі болады. CD40/CD40L арқылы сүйек кемігінде сигнал алмаған В-жасушалары анергияға немесе апоптозға түседі. Үшінші сигналдың берілуі цитокиндердің (ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-10, ИЛ-21) [299-301], Th2 жасушасымен өндірілетін, В-жасушасының мембранасында пайда болған арнайы рецепторлармен  байланысу арқылы жүзеге асырылады. 
Белсендірілу сатысында белсендірілген В-лимфоциттерінің бетінде MHC-I, MHC-II молекулалары, CD40, CD86, CD80 костимуляциялау молекулалары болады [302]. Плазмалық антидене түзетін жасушаларын жад жасушаларынан бөлу үшін алдымен CD19+ MHCII+ жасушаларының санын, содан кейін CD19+ MHCII+CD40+ санын анықтадық. MZB лимфоциттеріне IgM және IgG3 антиденелерін Т-жасушаларымен байланысу үшін бірнеше сағат/тәулік қажет. Дәл осы кезеңде B220/CD45R+CD19+MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттері ең көп пролиферативті белсенділікті көрсетеді және олар көкбауырдың фолликулярлық орталықтарының циклофосфамидті цитотоксикалық сарқылуынан кейін плазмалық жасушалардың субпопуляциялық жасушалығын толығымен қалпына келтіріп, UT жануарлардың мәніне жету арқылы BIV қосылыстарының ынталандырылуына жауап берді. BIV қосылысын енгізген тобындағы B220/CD45R+CD19+MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттерінің деңгейі MU тобы деңгейінде болды, PL тобындағы жасушалар деңгейінен 2,19 есе айтарлықтай асып түсті. Бірақ, TIC қосылысы белсенділігі бойынша едәуір асып түсті. TIC қосылысы B220/CD45R+CD19+MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттерінің деңгейін қысқа уақыт аралығындағы UT топтың мәніне дейін жеткізді және MU белсенділігінен, BIV 1,87; 2,06 есе асып түсті.
Жад жасушаларының түзілуі. Біріншілік және екіншілік жауаптың айырмашылығы. В-лимфоциттерінің нақты клондарын белсендіріу кезінде қалыптасқан аздаған лимфобласттар саны плазмалық жасушалраға айналмайды, ол бастапқы клон жасушаларына ұқсас жаңа В-лимфоциттердің статистикалық сенімді мөлшерін түзеді. Басқаша айтқанда, арнайы белсендірілгнн клонның В-жасушалы популяциясы күшті артады және жаңа В-лимфоциттер осы клонның бастапқы лимфоциттеріне қосылады. Олар сондай-ақ барлық лимфоидты жасушаларға орныға отырып, ағзаның бойымен айналады; иммунологиялық тұрғыдан алғандла бұл лимфоциттер осы антигеннің жаңа мөлшері мен белсендірілгенге дейін қолданылмайды. Бұл лимфоциттер – жад жасушалар деп аталады. Сол антигеннің келесі қайтарымды әсері антиденелердің түзілуінің біршама жылдам және қарқынды реакциясын туындататды: Өйткені жад жасушаларының арнайы клонының В-лимфоциттерінің бастапқы санынан біршама асып түседі.
В жад (Bm) жасушалары иммундық жүйенің орталық буыны болып табылады, өйткені ол SLPC немесе LLPC-ға сигналдардың (антигенге-тәуелді және антигенге-тәуелсіз) үйлесімділік есебінген дифференциациялану қабілетіне ие [303]. Негізгі сигнал, әдетте, осы жасушаларға тән антигеннің бірнеше рет келіп түсуі болып табылады. Морфологиялық жағынан Bm аңғал В-жасушаларына ұқсайды, бірақ оларда костимуляциялау және активациялау маркерлері көбірек экспрессияланады (CD80, CD86, CD93). Адамның Bm жасушалары CD27 маркерінің болуымен сипатталады [151, 307 б., 152, 574 б.]. Сонымен бірге, кейбір Bm оны эспресстемейді. Шығу тегінің айырмашылығынан басқа, Bm CD38, CD21, CD24, CD19, CD25 және CD45 беттік маркерлерінің экспрессия деңгейлерімен, сондай-ақ басқа сипаттамалармен (аутоиммундық аурулардың дамуына ықпалы, тіршілік ету ұзақтығы, in vivo тәжірибелерде және т.б. бөліну жылдамдығы және саны) ерекшеленеді. Цитометрияда жиі қолданылатын мембраналық маркерлерге негізделген Bm-нің ең көп таралған екі классификациясы бар.  Біріншісі- реттеуші В-жасушаларының (B regulatory cell, Breg) субпопуляциясын бөліп алу жақында болды. Бұл термин алғаш рет ТАЭ клиникалық көріністерін төмендете алатын IL-10 өндіретін В-жасушаларын сипаттау үшін қолданылды [304, 305]. Дегенмен, Breg жасушалық микроортамен анықталған факторлардың әсерінен (CD40 арқылы активтендіру, липополисахаридтермен ынталандырушы және ИЛ-5, ИЛ-4 әрекеті) дами алатыны тәжірибелік түрде анықталды. Сонымен қатар, Breg жасушалық иммундық жауапты осылар арқылы секреттелетін  қарсы цитокиндер (ИЛ-1β, ИЛ-35, ИЛ-21, ТФРβ) модуляциялауға қабілетті, атап айтқанда: Т-жасушаларды реттеуші фенотипке қарай ығыстыра отырып, дифференциациясына әсер етеді, iNKT функциясын қолдайды, Тfh, Th1 дифференциациясын тежейді. Сыртқы тітіркендіргіштердің әсерінен аутореактивті В-жасушалары өздерінің фенотипін өзгерте алады, Breg–ке айналады, бұл өз кезегінде қалған аутореактивті клондарды жояды деген болжам бар. Бірқатар жұмыстар активтендірілген CD4+ Т-жасушаларының апоптозын туғызатын бетінде Fas-лигандын экспрессиялайтын Breg (FasL+ IL5RA+CD40+PD-1+CD38+) киллер популяциясының бар екендігін көрсетеді. Breg киллердің кейбір бактериялық және паразиттік инфекцияларға қарсы иммундық жауапқа қатысуы да көрсетілген. Жад жасушалары, реттеуші және киллер В-лимфоциттері үшін пролиферативті белсенділік тән емес.
Осылайша, CD40 рецепторы жад жасушаларына, реттеуші және киллер В-лимфоциттерге тән. Жад жасушалары, реттеуші және киллер В-лимфоциттері үшін жоғары пролиферативті белсенділік тән емес, бұл тәжірибе нәтижелері бойынша тіркелген. BIV, TIC қосылыстары В220/CD45R+CD19+CD40+ В-лимфоциттердің деңгейіне метилурацил препараты деңгейінде статистикалық тұрғыдан маңызды әсер етті. Бірақ B220/CD45R+CD19+CD40+ В-лимфоциттердің деңгейі UT тобының мәніне жеткен жоқ. B220/CD45R+CD19+CD40+ В-лимфоциттердің деңгейі UT топтың мәніне жетпегенін уақыт аралығының жеткіліксіздігімен түсіндіруге болады. Бірақ, бұл BIV қосылыстарын оң жағынан сипаттайды, өйткені жад клондарының шамадан тыс саны аутоиммундық аурулардың дамуымен, ұлпа жасушаларының антиденеге тәуелді шамадан тыс жойылуымен мәжбүрлі реакцияға әкелуі мүмкін.
BIV қосылысысының оң қасиеті: pre-В-I, pre-В-II және жетілмеген В-лимфоциттердің, транзиторлы В-лимфоциттердің, фолликулярлық FO-B-лимфоциттердің және маргинальды MZB-лимфоциттердің,  белсендірілген В-лимфоциттер MHC class II+, жад жасушалары, реттеуші және киллер В-лимфоциттер пролиферация және дифференциация сатысында статистикалық маңызды В-лимфопоэз ынталандырушы белсенділігіне ие болды. 
BIV қосылысы циклофосфамидпен ықпалдандырылған В-лимфоцитарлық депрессиялық күйлерді емдеуге арналған препарат ретінде перспективалы болып табылады. BIV қосылысы жад жасушаларының, реттеуші және киллер В-лимфоциттердің компенсаторлық пролиферациясын ынталандыру тұрғысынан статистикалық маңызды белсенділікке, бұл аутоиммундық аурулардың дамуымен, тін жасушаларының шамадан тыс антиденеге тәуелді бұзылуымен мәжбүрлі реакцияның дамуына жол бермейді.
TIC қосылысының оң қасиеті: ізашар жасушалардың, Pro-B-I және Pro-B-II жасушаларының, транзиторлы В-лимфоциттердің, фолликулярлық FO-B-лимфоциттердің және маргиналды аймақтағы MZB-лимфоциттердің, белсендірілген  В-лимфоциттердің MHC class II пролиферациясы мен дифференциациясы сатысында жоғары В-лимфопоэзді ынталандырушы белсенділікке ие болды. 
Жад жасушаларының, реттеуші және киллер В-лимфоциттердің пролиферациясы мен дифференциациясы сатысында статистикалық маңызды В-лимфопоэз ынталандырушы белсенділігіне ие болды.
TIC қосылысы in vitro жасуша культурасында ізашарлық жасушалардың, Pro-B-I және Pro-B-II жасушаларының бөлінуін ынталандыруға арналған қосылыс ретінде перспективті дамуға ие.
TIC қосылысы циклофосфамидпен ықпалдандырылған В-лимфоцитарлық депрессиялық жағдайларды емдеуге арналған препарат ретінде перспективалы болып табылады. TIC қосылысы жад жасушаларының, реттеуші және киллер В-лимфоциттердің компенсаторлық пролиферациясын ынталандыруда статистикалық маңызды белсенділігіне ие болды, бұл аутоиммундық аурулардың дамуымен, ұлпа жасушаларының шамадан тыс антиденеге тәуелді бұзылуымен мәжбүрлі реакцияның дамуына жеделдетілген жауапқа жол бермейді.

[bookmark: _Toc165843288][bookmark: _Toc164528950][bookmark: _Toc164536753][bookmark: _Hlk164537715]3.6 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған миелодепрессия кезінде BIV және TIC қосылыстарының сүйек кемігіне, спленоцитарлы регенеративті миелоцитопоэзге әсері
[bookmark: _Toc165843289]3.6.1 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған депрессия кезінде сүйек кемігіндегі, спленоцитарлы гранулоцито-моноцитопоэз және  жаңа синтезделген BIV, TIC қосылыстарының гранулоциттер мен моноциттер/макрофагтар деңгейінің қалпына келуіндегі белсенділігі
Гранулоцитопоэз мультипотентті ГБЖ жалпы миелоидты ізашар (CMP) жасушасына дейін жетілудің гранулоциттердің түзілуіне әкеп соғатын дифференциация арқылы бірнеше кезеңдерінен тұрады. Негіздемелі жұмыс, Lin-Sca-1–c-Kit+ (жасушалы фенотип) фракциясында CMP жасушаларын айқындап көрсетті. Олар не мегакариоцитарлы және эритроидты жасушалар не тышқандарда Fcγ-II/III (FcγR) и CD34 рецептордың экспрессиясына байлынысты макрофагтар және гранулоциттер болуы мүмкін [306, 307]. 
[bookmark: _Hlk141353161]Жүргізілген тәжірибелер көрсеткендей, салыстырылған препараттардың гемопоэзді тежейтін циклофосфамидке ынталандырушы әсерінің тең емес сипаты олардың әсер ету механизмдерінің әртүрлі болуына байланысты екенін көрсетті. Атап айтқанда, қолданылатын иммуноынталандырушыға байланысты тәжірибелік жануарлардың сүйек кемігіндегі гранулоцит-макрофаг ізашарларының құрамында айтарлықтай айырмашылықтар болды. Миелобластты жасушалар мен гранулоцитарлы лейкоциттердегі Ly-6G(PerCP)+ экспрессиясы жасушалардың дифференциациясы мен жетілу деңгейімен тікелей байланысты. Бұл Ly6G жасуша дифференциациясының миелоидтық линиясының жасуша популяциялары үшін жақсы маркер етеді. BIV қосылысы сүйек кемігі жасушаларының дифференциациясының гранулоцитарлы-моноцитарлы жасушаларының пролиферативті белсенділігін айқын ынталандырды. BIV қосылысын енгізген топтағы  Ly-6G(PerCP)+ , Ly-6C(PE)+ гранулоцитарлы-моноцитарлы қатардағы жасуша саны (47,55±1,60) аралығында, максималды және минималды таралу ауқымы (51,1±44,0) болды және бұл көрсеткіш бақылау тобы, салыстырмалы препарат MU тобы деңгейінде (45,56±1,02), таралуы бойынша  (48,6±43,2) болды.
Біз берілген өзгерістер қан ағымындағы нейтрофильдердің жетілмеген де жетілген де түрлерінің таралуын арттыратын шұғыл гранулоцитопоэз бен байланыстылығы туралы болжам жасадық.  Бұл процесс, солға ығысумен немесе айналымдағы нейтрофильдердің жетілмеген түрлерінің басымдылығы мен санынының ұлғаюына әкелді [308-311]. BIV қосылысын енгізу Ly-6G(PerCP)+, Ly-6C(PE)+ гранулоцитарлы-моноцитарлы қатардың PL тобындағы Ly-6G(PerCP)+, Ly-6C(PE)+ гранулоцитарлы-моноцитарлы қатарынан (26,76±1,62), таралу ауқымы (31,5±21,5) 1,78 есе (P=0,0000004 F>Fcrit, 2161120>18,51), UT тобы  Ly-6G(PerCP)+, Ly-6C(PE)+ санынан (36,28±1,01), таралу ауқымы (38,2±34,4) 1,31 есе (P=0,000001 F>Fcrit, 635064,5>18,51) жоғары болды. BIV қосылысы гранулоцитралы/макрофагты қатардағы жасушалардың қалпына келу процесіне маңызды әсер етті (кесте 24, сурет 33).

Кесте  24 – Сүйек кемігіндегі гранулоцитралы/моноцитарлы қатардағы жасушалардың көрсеткіштері

	№
	Сүйек кемігі M±SD, %
(n=6)

	
	Жануарлар тобы
	Ly-6C+Ly-6G+
грануло-моноциттер

	 1
	UT
	36,28±1,01

	2
	PL
	26,76±1,62

	3
	BIV
	47,55±1,60

	4
	TIC
	35,25±0,58

	5
	MU
	45,56±1,02

	   P
	Р 3–5 = 0,00005
Р 2–3 = 0,0000004
Р 1–3 = 0,000001



Ал, TIC қосылысын енгізген топтағы Ly-6G(PerCP)+, Ly-6C(PE)+ гранулоцитарлы-моноцитарлы қатардың саны (35,25±0,58), максималды және минималды таралу көрсеткіші (36,2±34,3) және бұл көрсеткіштер салыстырмалы препарат MU тобынан төмен болды, бірақ Ly-6G(PerCP)+, Ly-6C(PE)+ санынан PL тобынан (26,76±1,62), таралу ауқымы (31,5±21,5) жоғары болды, сонымен қатар Ly-6G(PerCP)+ , Ly-6C(PE)+   саны UT тобы (36,25±1,01), таралу ауқымы (38,2±34,4) деңгейінде болды [312].
BIV тобының қосылысы арқылы қан түзетін жасушаның қалпына келуін зерттеу тышқандардың сүйек кемігінде тағайындалған ізашар жасушалардың біртіндеп жинақталуын, сондай-ақ салыстырмалы препарат MU тобынан асып түсетін максималды көрсеткіші бар гранулоцитарлы-моноцитарлы қатардағы Ly-6G(PerCP)+, Ly-6C(PE)+ жасушаларының жетілу қарқындылығының жоғарылауын анықтады.


[image: ]
	
А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы (BIV); TIC – БИВ-119 қосылысы (TIC). 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы грануло-моноциттердің мәні (50,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы грануло-моноциттердің мәні (46,0%).

Сурет 33 – Тышқандардың әртүрлі топтарына BIV, TIC қосылыстарын енгізгеннен кейінгі сүйек кемігіндегі грануло-моноциттердің үлесі

	TIC тобындағы 6G(PerCP)+, Ly-6C(PE)+ гранулоцитарлы-моноцитарлы қатардағы жасушалардың саны салыстырмалы препарат MU мәніне жеткен жоқ, бірақ PL топтарынан асып түсті.
Көкбауыр сепсис кезінде немесе стресс жағдайында қосымша миелоидты жасушаларды үздіксіз өндіруге қабілетті ерекше резервуар болып табылады. BIV, TIC қосылыстарының гранулоцитралы-моноцитарлы қатардың Ly-6G+Ly-6C+ жасушаларының қалпына келуіне әсерін қарастыру өте маңызды болды. Көкбауырда BIV тобындағы гранулоцитарлы-моноцитралы қатардың Ly-6G+ Ly-6C жасушаларының жалпы саны (7,06±0,76) болды, максималды және минималды көрсеткіштің таралу ауқымы (5,8±8,3) және берілген көрсеткіштер басқа топтардың барлық көрсеткіштерінен жоғары болды, атап айтқанда: MU тобынан (4,13±0,42) 1,7 есе (P=0,00002 F>Fcrit, 42924,5>18,51), TIC тобынан (4,71±0,53) 1,49 есе (P=0,00003 F>Fcrit, 2761,5>18,51), PL (3,86±0,29) тобынан 1,82 есе (P=0,00001 F>Fcrit, 51200>18,51), сондай-ақ UT тобы көрсеткішінен (3,6±0,31) 1,96 есе (P=0,0008 F>Fcrit, 1185,30>18,51) басым болды. 
BIV тобындағы көкбауырдағы моноцитарлы-макрофагалды қатардың Ly-6G+Ly-6C+ жасушаларының жалпы саны (16,06±0,59) болды, максималды және минималды көрсеткіштің таралу ауқымы (14,9±17,2) және бұл көрсеткіштер басқа топтардың Ly-6G+Ly-6C+ деңгейінен төмен болды: MU тобында (21,66±0,71) таралуы (21±22,5) 1,34 есе (P=0,000006 F>Fcrit, 156800>18,51), TIC тобында (23,06±1,16) 1,43 есе (P=0,000004 F>Fcrit, 245000>18,51), сондай-ақ UT топтан (22,81±2,67) таралуымен  (16,4±29,2) 1,42 есе (P=0,002 F>Fcrit, 432,4>18,51), бірақ PL тобынан жоғары болды (кесте 25, сурет 34, 35).

Кесте 25 – Көкбауырдағы грануло/макрофагалды қатардағы жасушалардың көрсеткіші

	№
	Көкбауыр M±SD, % 
(n=6)

	
	Топтар
	Ly-6C+Ly-6G+
Гранулоциттер мен моноциттер
	Ly-6C+Ly-6G-
Макрофагтар

	 1
	UT
	[bookmark: _Hlk142401037]3,6±0,31
	22,81±2,67

	2
	PL
	[bookmark: _Hlk142400954]3,86±0,29
	13,45±0,91

	3
	BIV
	[bookmark: _Hlk142400013]7,06±0,76
	16,06±0,59

	4
	TIC
	[bookmark: _Hlk142400822]4,71±0,53
	23,06±1,16

	5
	MU
	[bookmark: _Hlk142400039]4,13±0,42
	21,66±0,71

	P
	Р 3–5 = 0,00002
Р 3–4 = 0,00003 
Р 3–2 = 0,00001
Р 3–1 = 0,0008


	Р 3–5 = 0,000006 
Р 3–4 = 0,000004
Р 3–1 = 0,002
Р 3–2 = 0,00002  
Р 4–5 = 0,0001
Р 4–1 = ш.а.

	Ескерту-кестеде қысқартулар қолданылған: ш.а.- айырмашылық деңгейі шамалы



PL тобындағы Ly-6G+ Ly-6C+ жасуша саны (13,45±0,91), максималды және минималды көрсеткіштің таралу ауқымымен (10,9±15,4) және бұл индекс BIV тобы деңгейінен 1,19 есе төмен (P=0,00002 F>Fcrit, 34060,5>18,51) болды.

[image: ]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы (BIV); TIC – БИВ-119 қосылысы (TIC). 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері,
BIV тобындағы гранулоциттердің мәні (8,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы гранулоциттердің мәні (5,7%).

Сурет 34 – Тышқандардың әртүрлі топтарына BIV, TIC қосылыстарын енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы гранулоцитралы жасушалар үлесі

[bookmark: _Hlk163842391][bookmark: _Hlk163842582]Ал, TIC қосылысы енгізілген топта макрофагты қатардың Ly-6G+Ly-6C+ жасушаларының саны (23,06±1,16), максималды және минималды таралу ауқымы (20,7±25,6) және берілген көрсеткіштер салыстырмалы препарат MU тобының (бақылау тобы) (21,66±0,71) Ly-6G+Ly-6C+ жасушаларының саны деңгейінен шамалы ғана жоғары болды, таралу ауқымы (21±22,5) 1,06 есе (P=0,0001 F>Fcrit, 9800>18,51), сондай-ақ UT тобындағы Ly-6G+ Ly-6C+ жасушаларының санынан жоғары таралу ауқымы (16,4±29,2) 1,01 есе (P=0,21 F>Fcrit, 3,1<18,51) болды. BIV тобы (16,06±0,59) магрофагалды қатары Ly-6G+ Ly-6C+ жасушаларының санын біршама арттырды, таралу ауқымы (14,9±17,2) 1,43 есе (P=0,000004 F>Fcrit, 245000>18,51), және PL тобынан (13,45±0,91) таралу ауқымы (10,9±15,4) 1,71 есе  (P=0,000002 F>Fcrit, 461760,5>18,51) жоғарылатты.

[image: Изображение выглядит как диаграмма, График

Автоматически созданное описание]

А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы (BIV); TIC – БИВ-119 қосылысы (TIC). 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, BIV тобындағы макрофагтардың мәні (14,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы макрофагтардың мәні (20,0%).

Сурет 35 – Тышқандардың әртүрлі топтарына BIV, TIC қосылыстарын енгізгеннен кейінгі көкбауырдағы макрофагтырдың үлесі

[bookmark: _Toc164528951][bookmark: _Toc164536754][bookmark: _Toc165843290]3.6.2 Циклофосфамидпен ықпалдандырылған сүйек кемігіндегі эритроцитопоэз және жаңа синтезделген BIV, TIC қосылыстарының эритроцитопоэз деңгейін қалпына келтірудегі белсенділігі
Қызыл қан түйірішіктері (эритроциттер) оттегінің ұлпаларға тасымалдануында маңызды рөл атқаратын ядросыз жасушалар болып табылады. Эритроциттер қанның 1 микролитрінде 5 миллион бола тұрып, қандағы кеңінен таралған жасуша болып табылады. Қандағы эритроциттердің санын ұстап тұру үшін сүйек кемігі 1 секундта 2 млн эритроцит өндіреді. Өндірудің бұл деңгейінде эритроциттер мен эритропоэздің өндірілуін бақылаушы ішкі және сыртқы факторлар қатаң түрде үйлесімділікте болуы қажет [313, 314]. Эритропоэз реттелуінің клиникалық бұзылуы анемия немесе полицитемия дамуына әкеледі. Ересек сүтқоректілердегі эритропоэз сүйек кемігінде гомеостатикалық жағдайда жүзеге асырылады. Эритропоэз күрделі және динамикалық процесс. Бұл жерде жетілген эритроциттер гемопоэтикалық бағаналы жасушалардан және ізашар жасушалардан түзіледі. Сүйек кемігінде эритроиды ізашарлар бірнеше кезеңдерге дифференциацияланады: ол проэритробласттар, базофильдер, полихроматофильді эритробласттар, ортохроматофильді эритробласттар және соңында энекуляция жолымен түзілетін ретикулоциттер. Эритропоэздің мұндай жекелей кезеңдері морфологиялық тұрғыдан жасушалар көлемінің біртіндеп төмендеуі хроматин конденсациясының артуы және гемоглобинизацияның артуы, сондай-ақ CD71 және Ter119 молекуласының жасуша бетіне экспрессилануы негізінде морфологиялық жолмен анықталды [315].
Циклофосфамидке ең сезімтал эритроидты дифференциация жолының жасушалары болды. Циклофосфамидті интоксикация жасушалардың күрт төмендеуіне әкелді және PL тобында Terr119+/CD71+ эритроидты жасушалардың деңгейі (5,67±0,85) % құрады, ал UT топтағы мән (25,55±2,60) % болды. PL тобындағы жасушалардың күрт төмендеуі 77,81%, 4,51 есе (P=0,0000005 F>Fcrit, 1976072>18,51) (кесте 26, сурет 36). Анемия және полицитиемиясы бар ауруларды клиникалық зерттеуден өткізу эритропоэз және сүйек кемігі гомеостазының арасында функционалды байланыс барлығын қарастырады. Анемиялық, сондай-ақ полицитимилялық науқастар сүйек ауруларына бейім келеді. Созылмалы гемолитикалық анемиясы бар аурулар таласемия ауыратындар сияқты сүйек кемігі салмағының аздығынан, сүйектердің сынуы мен ауырсынуынан зардап шегеді. Серповидті-жасушалы анемиясы бар аурулардың 80%-ы сүйек кемігінің тығыздығы төмен болып келеді. 

 Кесте 26 – Сүйек кемігіндегі эритроциттер көрсеткіші

	№
	Сүйек кемігі M±SD, %
(n=6)

	
	Жануарлар тобы
	Ter119+/CD71+
эритроциттер

	 1
	UT
	25,55±2,60

	2
	PL
	5,67±0,85

	3
	BIV
	17,8±1,6

	4
	TIC
	24,90±1,31

	5
	MU
	11,73±1,65

	P
	Р 1–2 = 0,0000005
Р 3–2 = 0,0001
Р 3–5 = 0,0006
Р 4–2 = 0,0000002
Р 4–5 = 0,0000005



BIV қосылысын енгізген топтағы эритроидты қатардағы Terr119+/CD71+ жасушаларының саны (17,8±1,6) максималды және минималды көрсеткіштің таралу ауқымы (22,4±13,1) құрады және бұл көрсеткіш PL тобының көрсеткішінен (5,67±0,85) таралу ауқымынан (6,6±3,0) 3,13 есе (P=0,0001 F>Fcrit, 6456,92>18,51) жоғары болды. Сондай-ақ препараттың белсенділігі бойынша салыстырмалы перепарат MU (бақылау тобы) (11,73±1,65), таралуы (6,2±17,3) 1,51 есе (P=0,000623 F>Fcrit, 1603,558>18,51) асып түсті. BIV қосылысы енгізілген топтағы Terr119+/CD71+ эритроидтық қатардағы жасушалардың саны UT топтың мәніне жеткен жоқ [316].
Бірақ, MU қосылысы мен PL тобы препаратынан жоғары болды. Бұл мәліметті пролиферациның ұзақ мерзімімен, сүйек кемігінің жетілуіне ұзақ уақыт қажет жетілуімен эритроидтарының дифференциациясымен байланыстыруға болады. Жинақталған деректер, эритропоэтин, гликопротеин эритропоэз бен сүйек кемігін үйлесімді реттеуге жауапты фактор бола алатындығын көрсетеді. ЭПО ұлпалардың оксигенациясы өзгерістеріне жауап ретінде эритроциттер санын реттеу үшін қажет. ЭПО эритропоэзді сүйек кемігіндегі эритроидты қатардың ізашар жасушаларындағы рецепторын ынталандыру арқылы эритропоэзді ықпалдандырады, сол арқылы қанның оттегіні тасымалдау қабілетін арттыра отырып, өміршеңдігін, пролиферациясын, дифференциясын ынталандырады.

[image: Изображение выглядит как диаграмма, текст, График

Автоматически созданное описание]

	А. Топтар бойынша орташа көрсеткіш (M± SD): UT – интакт; MU – метилурацил; PL – плацебо; BIV – БИВ-190 қосылысы (BIV); TIC – БИВ-119 қосылысы (TIC). 
В. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері,
BIV тобындағы эритроциттердің мәні (22,0%). С. Цитофлуориметриялық талдаудың репрезентативті мәліметтері, TIC тобындағы эритроциттердің мәні (28,0%).

Сурет 36 – Тышқандардың әртүрлі топтарына BIV, TIC қосылыстарын енгізгеннен кейінгі сүйек кемігіндегі эритроциттердің үлесі 

TIC қосылысы енгізілген топтағы эритроидты қатардағы Terr119+/CD71+ жасушаларының саны (24,90±1,31), максималды және минималды көрсеткіштің таралу ауқымы (28,7±21,2) құрады және бұл көрсеткіш PL тобының көрсеткіштерінен (5,37±1,18) таралу ауқымын (6,6±3,0), 4,63 есе (P=0,0000002 F>Fcrit, 3814209>18,51) және салыстырмалы препарат MU (11,73±1,65) максималды және минималды ауқымы (6,2±17,3) 2,12 есе (P=0,0000005 F>Fcrit, 1734489>18,51). жоғары болды. TIC қосылысын енгізген топтағы эритроидты қатардың Terr119+/CD71+ жасушалардың саны UT топ мәніне жетті дерлік (25,55±2,60), максималды және минималды ауқымы (21,2±28,8). Ter119+/CD71+ саны PL мен салыстырмалы препарат MU топтарынан едәуір асып түсті, UT топтың мәніне жетті. 
Осылайша, BIV қосылысы пролиферативті белсенділікті ынталандыру сатысында және эритроидтық қатардағы Terr119+/CD71+ жасушаларының тірішілік етуі салыстырмалы препарат метилурацил белсенділігінен асып, белсенділікті көрсетті, ал TIC тобы салыстырмалы препарат MU 2 есе, ал PL тобынан 4 есе асып түсті.
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Циклофосфамидтің В- және Т-лимфопоэз-депрессивті әсері келесідей болды: 
1. Циклофосфамидтің Т-лимфопоэз-депрессивті әсері айқындалды:
Сүйек кемігіндегі CD117+ ГБЖ бағаналы жасушаларының (40%-дан астам),  CD3е+ Т-лимфоциттерінің (45,20%-ға) және рециркулдеуші Tmem-жад жасушаларының деңгейі (36,91%-ға) айқын төмендеді. Гемопоэзге қатысқан коммитирленген бағаналы жасушалар деңгейінің төмендеуі перифериялық қандағы жасушалар деңгейінің бұзылуымен жүретін панцитопенияға әкелуі мүмкін. Сүйек кемігіндегі Tmem-жад жасушаларының деңгейінің төмендеуі екіншілік иммундық жауапта қорғаныштық жадтың қалыптасуына арналған негізгі нишасы ретінде қарастырылуы мүмкін және вакцинация үшін маңызды рөл атқарады, ағзадағы адаптивті иммунитеттің күрт төмендеуіне әкеп соғуы мүмкін. 
Тимуста аңғал SP CD3e+CD4+, SP CD3e+CD8+ тимоциттердің және жалпы CD3е+-Т-лимфоциттердің деңгейін күрт төмендете отырып, тимустың ауқымды сарқылуын (80%-дан астам) туындатты. Тимустың сарқылуы перифериялық лимфо-миелоидты мүшелерге Т-лимфоциттердің уақытылы емес орналасуына, көкбауырдағы аңғал Тnaiv фенотипінің аутоагрессивті цитотоксикалық Т-лимфоциттерге трансформациялануына әкелді. Біздің зерттеулер көрсеткендей, тимопоэз тимустағы Т-жасушалы популяцияның тапшылығын толтыруға қабілетті емес, бұл мүшеде рециркулденетін белсендірілген CD4+CD25+Thact-хелперлердің орнығуы мен жинақталуына әкелді.Thact-белсендірілген хелперлердің санының тым артып кетуі Т-жасушалы популяцияның ауқымының таралуына және функционалды белсенділігінің төмендеуіне әкеп соғуы мүмкін. Бұл, толыққанды иммунды бақылаудың бұзылуымен және онкологиялық, аутоиммунды және инфекциялы аурулардың санының өсуіне әкеп соғуы мүмкін. Алғаш рет, циклофосфан тимуста рециркулдеуші CD4+CD25+FoxP3+Тreg-реттеуші лимфоциттердің санын төмендеткендігі анықталды, бірақ бұл аңғал SP CD3e+CD8+тимоциттер деңгейін арттырмады. 
Көкбауырда CD3е+ Т-лимфоциттердің (24%), CD43+ CD3e+CD4+Тh-хелперлы лимфоциттердің, рециркулденетін CD4+CD25+ Тhact-белсендірілген хелперлердің, рециркулденетін CD4+CD25+FoxP3+Тreg-реттеуші лимфоциттердің және рециркулденетін CD28+CD44+CD8a+Тmem-жад жасушаларының статистикалық төмендеуін туғызды. Митотикалық белсенді аңғал Тnaiv –лимфоциттердің деңгейінің төмендеуі дифференциацияланған Т-лимфоциттердің популяциясының деңгейінің төмендеуіне әкелуі мүмкін. Қазіргі таңда, Т-лимфоциттердің көбісі перифериялық лимфо-миелоидты мүшелерде жетілетіндігі белгілі. Перифериялық лимфо-миелоидты мүшелерде рециркулденетін FoxP3+ Тreg-реттеуші лимфоциттердің төмендеуі рециркулденетін CD43+CD3e+CD8a+ CTL-цитотоксикалық жасушалардың деңгейінің жоғарылауына әкелді. Бұл аутоагрессивті клондардың және аутоиммунды аурулардың туындау қаупінің күшеюіне әкелуі мүмкін. Көкбауырда CD3е+CD44+Tmem-жад лимфоциттердің төмендеуі жүрді. Көкбауырда жад жасушалары санының төмендеуі екіншілік иммундық жауап үшін қорғаныштық жадтың қалыптасуына және ағзадағы адаптивті иммундық жауаптың бірден төмендеуіне әкелуі мүмкін. 
2. Циклофосфамидтің В-лимфопоэз-депрессивті әсері келесідей болды:
	Сүйек кемігінде және көкбауырда белсенді пролиферацияланатын В-лимфоцитарлы жасушалардың деңгейінің маңызды төмендеуін (33,85 – 54,42%) туғызды: CD19+CD43+ Pro-B-I-, Pro-B-II-лимфоциттер; B220+/ CD45R+CD19+  Pre-В-I, Pre-В-II- және жетілмеген В-лимфоциттер; B220+/CD45R+CD43+CD19+ транзиторлы В-лимфоциттер; B220/CD45R+ CD19midCD43- FO-B-лимфоциттер мен MZB-лимфоциттер.
Белсенді пролиферацияланатын және иммуноглобулиндердің барлық класын синтездейтін реактивті жасушалардың (68,05 – 74,83%) жойқын төмендеуін туғызды: B220/CD45R+CD19+MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттер, B220/CD45R+CD19+CD40+ Вmem-жад лимфоциттер.  Көкбауырда реактивті CD19+CD40+ Вmem-жад лимфоциттердің төмендеуі екінші иммундық жауап үшін қорғаныштық жадтың түзілуінің төмендеуіне әкелетін гуморальды имуниттің рекативті бұзылысына әкеледі. B220/CD45R+CD19+MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттердің төмендеуі гипогаммаглобулинемияға, иммунитеттің адаптитвті және туа пайда болған факторлары реактивтілігінің төмендеуіне әкелуі мүмкін. 
3. BIV (5-бензил-7-(o-фторбензилиден)-2,3-бис(o-фторфенил)-3,3a,4,5,6,7-гексагидро-2H-пиразоло[4,3-c]пиридиннің β-циклодекстринмен кешені) және TIC (бромид N,N-диэтил-2-(мезитиламино)-N-пропаргил-оксоэтанамоний қосылысы) жоғары гемоынталандырушы белсенділікті көрсетті. 
4. Қосылыстардың Т-лимфопоэз ынталандырушы белсенділігі:
	TIC қосылысы белсенділігі бойынша BIV және Метилурацил қосылысы белсенділігінен асып түсе жоғары Т-лимфопоэз ынталандырушы белсенділігімен ерекшеленді. Ол сүйек кемігінде (CD117+) ГБЖ жасуша деңгейін статистикалық маңызды қалпына келтірді және сүйек кемігінде, тимуста, көкбауырда CD43+CD3e+ Т-лимфоциттер деңгейін статистикалық маңызды қалпына келтірді; сүйек кемігінде, көкбауырда CD3e+CD44+Tmem -жад жасушалары,  CD4+CD25+ Тhact-белсендірілген хелперлері деңгейін статистикалық қалпына келтірді. Бірақ, TIC CD43+CD3e+CD8a+ CTL- цитотоксикалық Т-лимфоциттердің деңгейін жоғарылатты.
	TIC қосылысы CD3e+CD44+Tmem-жад жасушаларының деңгейін жоғарылта ынталандыруы, қатерлі ісік терапиясы үшін онковакцинаны өндіруде маңызды рөл атқаратын қосылыс ретінде перспективалы болып табылады.  
BIV қосылысы Метилурацил белсенділігінен асып түсе, жоғары Т-лимфопоэз ынталандырушы белсенділігімен ерекшеленді. Ол Т-лимфопоэз модуляциялық ерекше белсенділігімен ерекшеленді. BIV сүйек кемігіндегі (CD117+) ГБЖ  жасушаларының қайта қалпына келуіне әсер етпеді; CD3e+CD19-Т-лимфоциттердің жалпы деңгейін қалпына келтіруде статистикалық маңызды біркелкі қалпына келтірді; CD43+CD3e+CD4+ Тh-хелперлер мен  CD4+CD25+FoxP3+ Тreg-реттеуші лимфоциттердің деңгейін физиологиялық қалыпқа дейін қалпына келтірді; CD43+CD3e+CD8a+ CTL-цитотоксикалық лимфоциттердің жоғары деңгейін төмендетті; CD4+CD25+ Тhact-белсенді хелперлер мен CD28+CD44+CD8a+Тmem-жад жасушалардың деңгейін физиологиялық қалыпқа дейін қалпына келтірді. 
BIV циклофосфамидпен ықпалдандырылған екіншілік миело- мен лимфопоэз-депрессия кезінде Т-лимфоциттер популяциясының жоғары және төменгі көрсеткіштерін физиологиялық қалыпқа дейін біркелкі Т-лимфоцит ынталандырушы (модуляциялық) қосылысы ретінде ары қарайғы перспективаға ие. 
5. Қосылыстың В-лимфопоэз ынталандырушы белсенділігі:
TIC қосылысы пролиферация және ізашарлы жасушалардың дифференциациясы сатысында Pro-В-I, Pro-В-II–лимфоциттер, транзиторлы В-лимфоциттер, фолликулярлы FO-B-лимфоциттер мен маргиналды аймақтың MZB-лимфоциттері, MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттер жоғары В-лимфопоэз ынталандырушы белсенділік көрсетті. TIC қосылысы Вmem-жад жасушасы гомеостатикалық пролиферациясын ынталандыруға қатысты, аутоиммунды аурулардың дамуына әкелетін көптеген антидене-тәуелді жасушаларының күшейтілген жауабының дамуын алдын алады.
TIC қосылысы циклофосфамидпен ықпалдандырылған В-лимфоцитарлы депрессиялық жағдайда терапия ретінде перспективалы болып табылады.
BIV қосылысы циклофосфамидпен ықпалдандырылған В-лимфоцитарлы депрессиялық жағдайда pre-В-I, pre-В-II, жетілмеген В-лимфоциттер, транзиторлы В-лимфоциттер, фолликулярлы FO-B-лимфоциттер, маргиналды аймақтағы MZB-лимфоциттер, MHC class II+ белсендірілген В-лимфоциттер,  Вmem-жад жасушалары пролиферациясы мен дифференциациясы сатысында статистикалық маңызды В-лимфопоэз ынталандырушы белсенділікке ие болды. 
BIV қосылысы циклофосфамидпен ықпалдандырылған В-лимфоцитарлы депрессиялық жағдайда терапия ретінде перспективаға ие. 
6. BIV қосылысы эритроциттер, гранулоциттер, моноциттер деңгейін статистикалық  маңызды миелоынталандырушы белсенділігіне ие болды. TIC қосылысы эритроциттер, гранулоциттер мен моноциттер деңгейін тиімді қалпына  келтіре, жоғары миелоынталандырушы белсенділікке ие болды. 
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