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SCREENING STUDIES TO DETERMINE THE IMMUNOTROPIC ACTIVITY OF SUBSTANCES 35, AD-3, GS4/2,
EB-2, AK-42, AG-15, 17, 16
Annotation

In this study, the immunotropic activity of eight new chemical substances coded 35, AD-3, GS4/2, EB-2, AK-42, AG1.5, 17 and
16 was evaluated in vivo in mice. The substances were administered orally once, and after 48 hours their effects on the number of
nucleated cells (NC) in immune organs - thymus, spleen and axillary lymph nodes - as well as macrophage count in the peritoneal
fluid were determined. The results showed that AD-3, GS4/2, EB-2 and AK-42 stimulated phagocytic activity by increasing
macrophage numbers (RI1=1.6-3.04). Analysis of central and peripheral immune organs confirmed that GS4/2, AG1.5 and 17
activate T-cell immunity. Comparative evaluation demonstrated that GS4/2, AG1.5 and 17 possess pronounced immunotropic
activity, 35, AD-3 and EB-2 exhibit moderate activity, while AK-42 and 16 showed no significant effect.

Keywords: immunotropic activity, screening studies, in vivo, immunomodulators, macrophages, thymus, spleen, lymph nodes,
nucleated cells, phagocytosis, experimental mice, biologically active substances, immune organs, stimulation index (RI).

CKPUHHUHI'OBBIE UCCJEIOBAHMS /151 ONPEJAEJEHUSA UMMYHOTPOIHON AKTUBHOCTH BEIIECTB
35, AD-3, GS4/2, EB-2, AK-42, AG-1,5, 17, 16

AHHOTanUs
B 1aHHOM HCCIIEN0BaHMH UMMYHHOTPOITHAsE aKTUBHOCTh 8 HOBBIX XMMHUECKUX cyOctanmuii ¢ kogamu 35, AD-3, GS4/2, EB-2,
AK-42, AG1,5, 17 u 16 Obuia oneHeHa in vivo Ha Mbiax. CyOCTaHIIMU BBOJMIM OJHOKPATHO MEPOPAIBbHO, U Yepe3 48 yacoB
OIIPE/IeIISUTN UX BIIMSIHUE Ha KOJIMYECTBO siepcoaepxkamux kietok (1K) B opranax IMMyHHOH CHCTEMBI — THMYCE, Celle3EHKe U
MOAMBIIICYHBIX JUM(pAaTHIECKUX y37aX, a Takke Ha YHCIO MAaKpo(aroB B IEPUTOHEATHHOH KHIKOCTH OPIONIHON IOJIOCTH.
Pesysnprarel mokasamu, 4to cybcranin AD-3, GS4/2, EB-2 u AK-42 crumynupyioT (aromuTapHyl0 aKTHBHOCTH 3a CUET
yBenuueHus1 uncna makpodaroB (RI=1,6-3,04). AHanu3 HEeHTPATBHBIX U TepH(EPUIECKUX UMMYHHBIX OPTaHOB ITOJITBEPANI
cnocobHocTh cyOctanimit GS4/2, AG1,5 u 17 aktuBupoBarh T-kiaeTouHbliI IMMYHUTET. CpaBHUTENBHBIA aHAIN3 TIOKA3aJl, YTO
GS4/2, AGL,5 u 17 obnanaioT BbIpaXEHHOH NMMYHHOTPOIHO# aKTUBHOCTBIO, 35, AD-3 u EB-2 — yMepeHHOiT akTHBHOCTBIO,
toraa kak AK-42 u 16 He nposIBIAIOT 3HaYMMOTO0 3 deKTa.
KnroueBbie cji0Ba: MIMMYHHOTPOITHASI aKTUBHOCTb, CKPUHUHIOBBIE HCCIEAOBAHMS, in ViVo, NMMYHOMOYJIATOPEI, Makpodard,
TUMYC, cene3éHKa, IuMdaTHIecKue y3Jbl, sepcojiepikaliie KIeTKH, (HaronnuTos, SKCIEepUMEHTAIbHBIE MBI, OHOJOIHYECKH
aKTHUBHBIE BEIIECTBA, OPTaHbl IMMYHHTETa, HHAEKC cTuMysiuu (RI).

35, AD-3, GS4/2, EB-2, AK-42, AG-1,5, 17, 16 SUBSTANSIYALARINING IMMUNOTROP FAOLLIGINI ANIQLASH

BO‘YICHA SKRINING TADQIQOTLARI

Annotatsiya

Ushbu tadgigotda 35, AD-3, GS4/2, EB-2, AK-42, AG1,5, 17 va 16 8 ta yangi kimyoviy substansiyalarning immunotrop faolligi
sichgonlarda in vivo sharoitida baholandi. Substansiyalar bir marta peroral kiritilib, 48 soatdan so‘ng immun tizimi organlari -
timus, qora taloq va qo‘ltiq osti limfa tugunlaridagi yadro tutuvchi hujayralar (YaH) hamda qorin bo‘shlig‘i peritonial suyuqligidagi
makrofaglar soniga ta’siri aniqlandi. Tadgigot natijalari AD-3, GS4/2, EB-2 va AK-42 substansiyalari makrofaglar sonini oshirish
orqali fagotsitar faollikni rag‘batlantirishini ko‘rsatdi (RI=1,6-3,04). Timus va periferik immun organlar tahlili GS4/2, AG1,5 va
17 substansiyalari T-hujayraviy immunitetni faollashtirish xususiyatiga ega ekanligini tasdigladi. Qiyosiy tahlilga ko‘ra GS4/2,
AG1,5 va 17 yuqgori immunotrop faollikka, 35, AD-3 va EB-2 o‘rtacha faollikka, AK-42 va 16 esa sezilarli faollikka ega emasligi
aniglandi.
Kalit so‘zlar: immunotrop faollik, skrining tadgiqotlari, in vivo, immunomodulyatorlar, makrofaglar, timus, talog, limfa tugunlari,
yadro tutuvchi hujayralar, fagotsitoz, eksperimental sichqonlar, biologik faol substansiyalar, immunitet organlari, rag‘batlantirish
indeksi (RI).

Kirish. Immun tizimi organizmni infeksion agentlar, o‘sma hujayralari va ekzogen antigenlardan himoya giluvchi yuqori
darajada tashkil topgan regulyator tizim hisoblanadi. U tug‘ma va orttirilgan immunitetdan iborat bo‘lib, hujayraviy va gumoral
javob reaksiyalarini gamrab oladi [1]. Immun tizim faoliyati sitokinlar, immunokompetent hujayralar va gumoral omillar orgali
nazorat gilinadi [2]. Immun tizim faoliyatini o‘zgartirish xususiyatiga ega bo‘lgan tabiiy yoki sintetik birikmalar immunotrop
moddalar deb ataladi. Ular immun javobni kuchaytirishi, pasaytirishi yoki me’yorlashtirishi mumkin [4]. Immunotrop ta’sirning
asosiy mexanizmlari quyidagilardan iborat: makrofaglar aktivlashuvi, T-limfotsitlar proliferatsiyasi, V-limfotsitlar
differensiatsiyasi, sitokinlar sintezi (IL-1, IL-2, TNF-a, IFN-y) fagotsitoz faolligining ortishi [10]. Yangi biologik faol moddalarni
izlash zarurati. So‘nggi yillarda immunitet pasayishi bilan bog‘liq kasalliklar — virusli infeksiyalar, autoimmun patologiyalar va
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onkologik kasalliklar ko‘paymoqda. Shu sabab yangi immunomodulyator dori vositalarini izlash farmakologiyaning dolzarb
yo‘nalishiga aylandi.Yangi sintez gilingan kimyoviy birikmalarning farmakologik istigbolini baholashda birinchi bosgich -
skrining tadgiqotlari hisoblanadi. Skrining natijalari potensial dorivor nomzodlarni saralash imkonini beradi [3]. Tajribalar
ko‘rsatishicha, minglab sintez gilingan birikmalardan faqat 1-2 tasi klinik amaliyotga kiritiladi [7].Immunotrop faollikni baholash
usullari. Immunologik tadqiqotlarda in vitro va in vivo modellar kompleks qo‘llaniladi. In vitro usullar. Hujayra darajasida immun
reaksiyani baholash usullari: limfotsitlar blasttransformatsiya reaksiyasi nitrosiniy tetrazoliy (NBT) test fagotsitoz indeksi
sitokinlarni ELISA usulida aniqlash komplement tizimi faolligi. Ushbu usullar tezkor va kam xarajatli bo‘lib, ko‘p sonli
substansiyalarni dastlabki baholash imkonini beradi [5]. In vivo usullar. Organizm darajasidagi immun reaksiyani baholash:
gumoral immunitet (antitelo titri) hujayraviy immunitet (kechikkan gipersezuvchanlik reaksiyasi) timus va taloq indekslari
leykotsitar formula fagotsitar faollik Bu usullar moddaning haqiqiy biologik ta’sirini ko‘rsatadi [1]. Kimyoviy birikmalarning
immunotrop xususiyatlari Geterosiklik va azot saqlovchi birikmalar immun tizimiga ta’sir ko‘rsatishi aniglangan. Aynigsa
pirimidin, azin, amid va karbon kislotalar hosilalari makrofag aktivatorlari hisoblanadi [4]. Laboratoriya kodlari bilan belgilangan
yangi substansiyalar (35, AD-3, GS4/2, EB-2, AK-42, AG-1,5, 17, 16) dastlab skrining tadgigotlarida tekshiriladi. Faol namunalar
keyingi chuqur farmakologik tadgiqotlarga tanlab olinadi [3]. Skrining tadgigotlarining ahamiyati Immunotrop faollikni baholash
quyidagilarga imkon beradi: dorivor nomzodlarni saralash toksik moddalarni erta chiqarib tashlash ta’sir mexanizmini taxmin qilish
dozani belgilash [7]

Tadgiqgotlarining magsadi: Ajratib olingan 35, AD-3, GS4/2, EB-2, AK-42, AG-1,5, 17, 16) substansiyalarni
sichgonlarda biologik faollik, toksiklik darajasi immun tizimga ta’siri va farmakologik istigbollarini baholashga garatilgan.

Tadgiqot metodologiyasi. Ushbu (35, AD-3, GS4/2, EB-2, AK-42, AG-1,5, 17, 16) 8ta substansiyalarning immunotrop
faolligi biologiya metodlari bilan sichgonlarda in vivo sharoitida timus, qora taloq, qo‘ltiq osti limfa tuguni kabi immunitet
organlarining yadro tutuvchi hujayralari, shuningdek, qorin bo‘shlig‘i peritonial suyuqligidagi makrofaglar sonini ko‘paytirish
xossasiga ko‘ra immunotrop faolligi bo‘yicha skriningi o‘tkazildi. Berilgan 8ta substansiyalarning faolligi tanasining o‘rtacha
massasi 20,50+0,93 g.ni tashkil etgan hayvonlarda tekshirildi. Sog‘lom hayvonlarga og‘iz orqali oshqozoniga 0,9% NaCl, tajriba
guruhi hayvonlariga substansiyalar bir marta 1 mldan og‘iz orqali kiritildi.

Natijalar 48 soatdan so‘ng sog‘lom va tajriba guruhi sichqonlari immun tizimi organlarining YaH (yadroli hujayralari)
o‘rganildi. Tadgiqot yakunida hayvonlarning tana vazni o‘lchandi, tajriba o‘tkazishdan 5 daqiqa avval peritonial suyuqlikni
tekshirish uchun hayvonlarga qorin bo‘shlig‘i orqali 2 ml 0,9% NaCl eritmasi kiritildi.

Hayvonlar dekapitatsiya usulida efirli narkoz ostida so‘yildi va qorin bo‘shlig‘i suyuqligidan 20,0 mkl olindi. Hayvonlar
timusi, qora talog‘i va qo‘ltiq osti limfa tugunlari olindi va vazni o‘Ichandi, so‘ngra bu organlar 0,9% NaCl eritmasida ezildi va
kapron elakdan o‘tkazilib, hujayralari aralashmalari tayyorlandi (100 mg organlar massasiga 20 ml eritma ishlatildi). Dozator
yordamida hujayralar aralashmasidan 20,0 mkl olinib, 0,4 ml 3% sirka kislotali probirkalarga solindi (suyultirish darajasi x20).
YaH mikroskop ostida 10x40 kattalikda qonning shakliy elementlari uchun qo‘llaniladigan Goryaev kamerasida (TU 64-1-816-77,
851 modeli) sanab chigildi. YaH soni (T) T = a*v*4000000/b formulasi bo‘yicha hisoblandi, bunda a — kameradagi 100 ta katta
kvadratlardagi YaH soni; b — kichik kvadratlardagi YaH soni; v — suyultirish darajasi (x20); 4000000 — kichik kvadrat hajmidan 1
mlga katta bo‘lgan kattalik. So‘ngra immunitet organlari YaHning o‘rtacha soni Tsrk = T*V/n formulasi yordamida hisoblandi,
bunda: T — 1 ml hujayralar aralashmasidagi YaH soni; V — hujayralar aralashmasi mldagi hajmi; n — guruhdagi hayvonlar soni
sifatida olindi.

Tekshirilayotgan moddaning immunitet organlari hujayralariga ta’sir darajasini tajriba guruhlarining immunitet organlari
hujayralari o‘rtacha ko‘rsatkichining sog‘lom hayvonlar guruhining xuddi shunday ko‘rsatkichiga nisbati (Tortch.tajr./Tortch.sog:.)
bo‘yicha aniqglandi va rag‘batlantirish indeksi sifatida belgilandi (RI).

Tahlil va natijalar. Berilgan 8ta substansiyalarning immunotrop faolligini aniqlash bo‘yicha skrining tadgiqotlari
davomida moddaning organizm rezistentligini ta’minlovchi fagotsitlarga ta’sirining qiyosiy tahlili o‘tkazildi. Olib borilgan
tadqgiqotlar sog‘lom sichqonlar qorin bo‘shlig‘i suyugligidagi makrofaglar soni 60+2,45*10%mlni tashkil etishini ko‘rsatdi. 8ta
substansiya kateter yordamida hayvonlar og‘zi orqali oshqozoniga bir marta kiritish bilan ularning makrofaglar soniga ta’siri
asosida sog‘lom hayvonlar guruhiga nisbatan rag‘batlantirish indekslari hisoblandi: 8ta substansiyadan 4tasi, ya’ni AD-3, GS4/2,
EB-2 va AK-42 larning rag‘batlantirish indeksi mos ravishda 3,04; 1,6; 1,7 va 2,6 ni tashkil etdi, qolgan 4ta substansiyalarning,
ya’ni 35, AGL,5, 16 va 17, rag‘batlantirish indeksi mos ravishda 0,8; 0,75; 0,8 va 0,54 ni tashkil etdi. Olingan natijalar 1-jadvalda
keltirilgan.

1-jadval
35, AD-3, GS4/2, EB-2, AK-42, AG1,5, 17, 16 substansiyalarining sichqonlar qorin bo‘shlig‘i suyuqligidagi makrofaglar soniga
ta’siri (M+m; n=6)

Preparat nomi va Tadqiqot o‘tkazilishi 10%/mlda makrofaglar soni Rag‘batlantirish indeksi (RI),
dozasi vagti, soat Taj./Sog".
Sog‘lom hayvonlar 48 60+2,45 -
guruhi
35 48 47,50+3,39 0,8
AD-3 48 182,50+3,67 3,04
GS4/2 48 94,67+4,12 1,6
EB-2 48 102,0+1,10 17
AK-42 48 157,1745,58 2,6
AGl5 48 45,0+7,07 0,75
16 48 47,50+1,22 0,8
17 48 32,50+1,22 0,54

Shuningdek, 8ta substansiyaning immunitetning markaziy (timus) va ustki (qora talog, limfa tugunlari) organlari umumiy
hujayralar soniga ta’siri o‘rganildi. 2-jadvalda keltirilgan natijalarga ko‘ra, o‘rganilgan substansiyalarning barchasi ta’sirida
hayvonlar organizmidagi hujayraviy immunitetni ta’minlovchi timusdagi T-hujayralari — timotsitlar soni ortgan (R1=3,2-0,98). Bu
ko‘rsatkich substansiyalarning, aynigsa, AG1,5 va 17 larning hujayralarni rag‘batlantirish faolligining yuqoriligini ko‘rsatadi.

2-jadval
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35, AD-3, GS4/2, EB-2, AK-42, AG1,5, 17, 16 substansiyalarini og‘iz orqali kiritishda immunitet organlari massasi va yah
soniga ta’siri (m+m; n=6)

Tadgiqot vaqti - 48 soat

Timus [ Qora talog [ Limfa tuguni

mg 10 ¥/ timus RI, mg 10 9/ qora talog RI, mg 10 % limfa | RI,
TS T/S tuguni TS

Sog‘lom hayvonlar guruhi

80,0+0,03 [ 266,6+4,61 [ - [ 140+0,02 [ 230,8+0,85 [ - [ 20£0,01 | 110+0,01 [ -

35

40+0,01 [ 371,67+14,33** [ 1,3 [ 190+0,01 [ 164,67+2,71 [ 071 [ 20+0,01 [ 48,83+2,61 [ 0,44

AD-3

40+0,01 [ 205,5+5,09 [1,3 [ 180+0,01 | 535,83+2,09%* [ 23 ] 10+0,01 [ 56,67+4,40 [ 051

GS4/2

80,0+0,01 [ 375,83+15,06%* [ 1,4 ] 200+0,01 | 661,67+2,68** [ 28 [ 10£0,01 [ 73,50+3,00 [ 0,66

EB-2

75,0£12,73 | 337,50+2,75** [ 13 [ 160+0,01 | 523,33+17,3** [ 23 [ 22+12,7 | 48,50+2,45 [ 0,44

AK-42

40,0+0,01 [ 263,83+4,00 [ 098 [ 160+10,15 [ 132,67+2,65 [ 06 [ 10+0,01 [ 3883+261 [ 0,35

AGL1,5

68,0+5,66 [ 850+9,80** [ 32 [ 190+0,06 [ 500+7,71** [ 216 ] 10+0,01 [ 90+0,01 [ 0,81

16

45,0+7,42 [ 254,17+4,34 [ 095 [ 2651342 [ 134,17+2,61 [ 058 [ 10,3+0,83 | 55,0£2,00 [ 05

17

70,0+0,01 | 594,17+10,62** [ 22 [ 180+0,01 [ 412,83+5,26** [ 1,7 ] 20+0,01 [ 98,50+2,35 [ 09

**r<0,0005 - sog‘lom hayvonlar guruhi natijalariga nisbatan

Xulosa va takliflar. Tadgigotlarimizning uchinchi bosgichida substansiyalarning taloq YaH soniga ta’sirining qiyosiy
tahlili o‘tkazildi. O‘tkazilgan tadgiqotlar AD-3, GS4/2, EB-2, AG1,5 va 17larning sichqonlar taloq splenotsitlariga sezilarli ta’sir
qilishini ko‘rsatdi. O‘tkazilgan tadqiqotlarning natijalariga ko‘ra, GS4/2, AG1,5 va 17 substansiyalari limfa tugunlari massasiga va
YaHlar soniga nisbatan sezilarli ta’sir ko‘rsatishi aniglandi. O‘rganilgan 8ta substansiyadan 3tasi, ya’ni GS4/2, AG1,5 va 17
immunotrop faollikka ega deyish mumkin. Qolgan substansiyalardan yana 2tasi 35, AD-3 va EB-2 gisman faol, 3tasi, ya’ni AK-
42 va 16 esa sezilarli faollikka ega emas deb topildi.
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