«Семей Медицина Университеті» Коммерциялық емес акционерлік қоғамы




УДК: 614.876+616.24-612.08			                        Қолжазба құқығында






АМАНТАЕВА ГАУХАР КАЙСАНОВНА


«Сыртқы және ішкі иондаушы сәулелердің еркек тұқымды зертханалық жануарлардың репродуктивті жүйесіндегі гендер экспрессиясына әсері»

6D110100 – Медицина


 философия докторы (PhD)
дәрежесін алу үшін дайындалған диссертация






Ғылыми кеңесшілер
медицина ғылымдарының докторы,
профессор Чайжунусова Н.Ж
медицина ғылымдарының докторы,
профессор Шабдарбаева Д.М
PhD, MD Nariaki Fujimoto




	



Қазақстан Республикасы
Семей, 2022

МАЗМҰНЫ

	НОРМАТИВТІК СІЛТЕМЕЛЕР....................................................................
	4

	АНЫҚТАМАЛАР..............................................................................................
	5

	БЕЛГІЛЕУЛЕР ЖӘНЕ ҚЫСҚАРТУЛАР....................................................
	7

	КІРІСПЕ..............................................................................................................
	9

	1
	ШАҒЫН ДОЗАДАҒЫ ИОНДАУШЫ СӘУЛЕНІҢ АТАЛЫҚ БЕЗ ЖӘНЕ ҚУЫҚАСТЫ БЕЗІ ТІНДЕРІНДЕГІ ГЕНДЕР ЭКСПРЕССИЯСЫНА ӘСЕРІ (ӘДЕБИЕТКЕ ТАЛДАУ).................................................................................................
	13



	1.1
	Иондаушы сәуле әсерінен туындайтын биологиялық әсерлер............
	13

	1.2
	Иондаушы сәулеленудің шағын дозасы туралы түсінік және оның тірі организмдерге медико-биологиялық әсерін зерттеудің өзектілігі....................................................................................................
	14

	1.3
	Ішкі сәулеленудің репродуктивті жүйе мүшелеріне әсері……………........................................................................................
	17


	1.4
	Аталық без бен қуық асты безі тіндерінің сәулелену әсерінен зақымдануы кезінде гендердің мРНҚ экспрессиясы деңгейінің өзгеруі........................................................................................................
	20


	2
	ЗЕРТТЕУ МАТЕРИАЛДАРЫ МЕН ӘДІСТЕРІ..............................
	25

	2.1
	Зерттеу нысанына жалпы сипаттама және олардың топтар бойынша бөлінуі........................................................................................................
	25


	2.2
	Зерттеу әдістері.........................................................................................
	28

	2.2.1
	Аталық без және қуық асты безі тінінің гомогенатын алу және сақтау.........................................................................................................
	28

	2.2.2
	Эксперименттік егеуқұйрықтардың аталық безі мен қуық асты безі тіндерінен мРНҚ фракциясы бар жалпы РНҚ-ны бөліп алу ...............
	29


	2.2.3
	мРНК концентрациясын анықтау………………………………...........
	30

	2.2.4
	Эксперименттік егеуқұйрықтардың мРНК гендері (Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1, StAR,Cld11, Clu, Spag4, Zpbp, PrstC3, CRP1, KS3, PSP94) үшін кері транскрипция ……..……...........................................
	30

	2.2.5
	KAPA Sybr green Tag – пен нақты уақыттағы ПТР…………………..
	31

	2.3
	Қан сарысуынан тестостерон деңгейін анықтау.……………………..
	32

	2.4
	Нәтижелердің статистикалық талдауы………………………...……....
	33

	3
	ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ ЖӘНЕ ОЛАРДЫ ТАЛҚЫЛАУ...........
	34

	3.1
	Аталық бездер мен қуық асты безінің ішкі сәулелену дозаларын анықтау нәтижелері .................................................................................
	34

	3.2
	Зертханалық жануарлардың дене және аталық безінің салыстырмалы салмағына, тестостерон деңгейіне ингаляциялық нейтронды белсендірілген марганецтің (56Mn), белсенді емес марганец диоксидінің (MnО2) және сыртқы γ – сәуленің әсерінің (3-ші және 60-шы тәуліктегі) нәтижелері.................……………………..
	35




	3.3
	Нейтронды-белсендірілген марганецтің (56Mn), белсенді емес  марганец диоксиді ұнтағының (MnО2) ингаляциялық әсері және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәулемен (60Со) әсер еткеннен кейінгі, зертханалық жануарлардың аталық безі тініндегі стероидогенез-ассоциирленген Лейдиг жасушаларындағы (Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1 және StAR), Сертоли жасушаларындағы (Cld11, Clu) және арнайы ұрықтық жасушалардағы (Spag4 және Zpbp) 3 және 60 тәуліктегі гендердің мРНҚ экспрессиясының деңгейін талдауы......................................................................................................
	40





	3.4
	Нейтронды-белсендірілген марганецтің (56Mn), белсенді емес  марганец диоксиді ұнтағының (MnО2) ингаляциялық әсері және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәулемен (60Со) әсер еткеннен кейінгі, зертханалық жануарлардың қуық асты безі тініндегі секреторлық ақуыздар генінің (PrstC3, CRP1, KS3 и PSP94) 3 және 60 тәуліктегі гендерінің мРНҚ экспрессиясының деңгейін талдауы......................................................................................................
	55

	3.5
	Иондаушы сәулелену дозасына байланысты аталық безі мен қуық асты безі тіндерінің гендерінің мРНҚ экспрессиясы деңгейінің корреляциясын талдау.............................................................................
	61

	ҚОРЫТЫНДЫ...................................................................................................
	62

	ТҰЖЫРЫМ........................................................................................................
	68

	ҚОЛДАНЫЛҒАН ӘДЕБИЕТТЕР ТІЗІМІ....................................................
	70

	А ҚОСЫМШАСЫ – Ғылыми – зерттеу жұмысының нәтижелерін енгізу актісі. «Семей медицина университеті» Коммерциялық емес акционерлік қоғамы, ҚР ҰҒА-ның академигі Т.Қ Раисов атындағы молекулалық биология және медициналық генетика кафедрасы...........................................
	86

	Ә ҚОСЫМШАСЫ - Ғылыми – зерттеу жұмысының нәтижелерін енгізу актісі. «Семей медицина университеті» Коммерциялық емес акционерлік қоғамы, Ғылыми – зерттеу зертханасы орталығы...........................................
	87

	Б ҚОСЫМШАСЫ - Ғылыми – зерттеу жұмысының нәтижелерін енгізу актісі. «Семей қ. Шәкәрім атындағы Университеті» Коммерциялық емес акционерлік қоғам, Жаратылыс - ғылымдары пәндері кафедрасы.................
	88

	В ҚОСЫМШАСЫ - Ғылыми – зерттеу жұмысының нәтижелерін енгізу актісі. «Семей қ. Шәкәрім атындағы Университеті» Коммерциялық емес акционерлік қоғам, «Химиялық технология және экология» кафедрасы......
	89

	Г ҚОСЫМШАСЫ – Жергілікті Этикалық комиссияның қорытындысы
	90

	
	





НОРМАТИВТІК СІЛТЕМЕЛЕР

Бұл диссертациялық жұмыста келесі регламенттеуші құжаттарға сілтемелер жасалды:
МСТ 7.32-2001 – (Мемлекетаралық стандарт) Ақпарат, кітапхана ісі және баспа ісі бойынша стандарттар жүйесі. Ғылыми – зерттеу жұмысы жөнінде есеп. Құрылым және рәсімдеу ережелері
МСТ 15.101-98 – (Мемлекетаралық стандарт) Өнімді әзірлеу және өндіріске енгізу жүйесі. Ғылыми – зерттеу жұмыстарының орындау тәртібі.
МСТ 7.1-84 – Ақпарат, кітапхана және баспа ісі бойынша стандарттар жүйесі. Құжаттың библиографиялық сипаттамасы. Жалпы талаптар мен ережелер.
МСТ 7.9-95 (ИСО 214-76) – Ақпарат, кітапхана және баспа ісі бойынша стандарттар жүйесі. Библиографиялық жазба. Орыс тіліндегі сөздердің қысқартылуы. Жалпы талаптар мен ережелер.
МСТ 7.54-88 – Ақпарат, кітапхана және баспа ісі бойынша стандарттар жүйесі. Заттар мен материалдардың қасиеттері туралы сандық мәліметтерді ғылыми - техникалық құжаттарда көрсету. Жалпы талаптар.
Биологиялық белсенді заттарға клиникаға дейінгі (клиникалық емес) зерттеулерді жүргізу ережесін бекіту туралы заң. Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрінің 2009 жылғы 19 қарашадағы №745 бұйрығымен бекітілген.
Эксперименттік немесе басқа да ғылыми мақсатта қолданылатын омыртқалы жануарларды қорғау жөніндегі Еуропалық конвенция.
ҚАЗАҚСТАН РЕСПУБЛИКАСЫНЫҢ ХАЛЫҚ ДЕНСАУЛЫҒЫ ЖӘНЕ ДЕНСАУЛЫҚ САҚТАУ ЖҮЙЕСІ ЖӨНІНДЕГІ КОДЕКСІ (24.06.2021 ж. өзгертулер мен толықтырулармен).


АНЫҚТАМАЛАР

Бұл диссертацияда келесідей анықтамаларға сәйкес терминдер қолданылады:
Апоптоз – жасушаның бағдарламаланған өлімі, бұл генетикалық бағдарламаны белсендіретін ішкі немесе сыртқы факторлар әсерінен жасушаның өліміне және оның тіннен тиімді шығарылуына әкелетін процесс.
Атом энергиясы бойынша халықаралық агенттік (АтэхАг) – атом энергиясын бейбіт мақсатта пайдалану саласындағы ынтымақтастықты дамыту жөніндегі халықаралық ұйым.
Белсенділік – уақыт бірлігінде қарапайым радиобелсенді ыдырау саны. 
Бета-сәулелеу (β-сәуле) - радиобелсенді трансформация кезінде атом ядролары шығаратын сәуле, бұл электрондар немесе позитрондардан тұрады.
Гамма-сәулелену (γ-сәуле) – көрінетін жарықпен бірдей электромагниттік сәулелену (фотондар, рентген), бірақ энергия мен ену қабілеті жоғары. 
Гендер экспрессиясы – бұл геннің тұқым қуалайтын ақпараты (ДНҚ нуклеотидтерінің тізбегі) функционалды өнім, яғни  - РНҚ немесе ақуызға айналу процесі.
Грей – иондаушы сәулеленудің бірліктер Халықаралық жүйесіндегі (СИ) сіңірілген дозасының бірлігі. Егер иондаушы сәулеленуді сіңірілу нәтижесінде зат бір кило массасына бір джоуль энергия алса, жұтылған доза бір грейге тең болады. 1 Гр=1 Дж/кг=100 рад.
Иондаушы сәуле – бұл затты иондау, онда электрлік зарядталған бөлшектер, яғни иондар түзу қабілетіне ие әр түрлі типтегі микробөлшектер мен физикалық өрістердің жиынтығы.
Иондаушы сәулеленудің шағын дозасы – адам немесе жануарлар денсаулығына клиникалық анықталған кездейсоқ емес әсерлердің дамуын тудырмайтын доза.
Матрицалық рибонуклеин қышқылы (мРНК) – ақуыздардың бастапқы құрылымы (амин қышқылдарының тізбегі) туралы ақпараттан тұратын РНҚ. мРНҚ транскрипция кезінде ДНҚ-дан синтезделеді, содан кейін, өз кезегінде, протеин синтезінің матрица ретінде трансляция кезінде қолданылады. Осылайша, мРНҚ гендердің «көрінісінде» (экспрессиясында) маңызды рөл атқарады.
Нейтронды сәулелену – атом ядроларымен серпімді және серпімді емес өзара әрекеттесуде энергиясын түрлендіретін нейтрондар ағыны.
Праймерлер – қысқа синтетикалық олигонуклеотидтер, қажетті ДНҚ фрагментінің әр түрлі тізбектерінің қарама-қарсы ұштарына қосымша 18-30 негізі. 
Пролиферация – жасушалар мен жасушаішілік құрылымдардың неоплазмасы.
Радиациялық апат – жабдықтардың дұрыс жұмыс істемеуінен, жұмысшылардың (қызметкерлердің) дұрыс емес әрекеттерінен, табиғи апаттардан немесе  басқа себептерге байланысты адамдардың белгіленген нормативтен жоғары сәулеленуіне немесе қоршаған ортаның радиоактивті ластануына әкелуі мүмкін иондаушы сәулелену көзін бақылауды жоғалту.
Радиобелсенділік – кейбір изотоптардың атомдарының сәуле шығара отырып өздігінен ыдырау қабілеті
Радиобелсенді зат – құрамында бір немесе бірнеше элементтің радиобелсенді изотоптары бар заттар.
Радионуклидтер – берілген массалық және атомдық саны бар радиобелсенді атомдар.
Сәулелену дозасы – радиациялық қауіпсіздікте, физикада және радиобиологияда – кез келген затқа, тірі организмдерге және олардың тіндеріне иондаушы сәулеленудің әсер ету дәрежесін бағалау үшін қолданылатын шама.
Сыртқы сәулелену - бөлшектер ағынының адам ағзасына сырттан енуі.
Тотығу стрессі (ағыл. Oxidative stress) – тотығу нәтижесінде жасушаның зақымдану процесі.
Ішкі сәулелену – бұл организмге енген радиобелсенді изотоптардың (радионуклидтердің) әсерінен сәуллену.
Ядролық реактор – әрқашан энергияның бөлінуімен бірге жүретін, басқарылатын өздігінен жүретін тізбекті реакцияны ұйымдастыруға арналған құрылғы.


БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

	АбРИЗ
	–
	Аталық бездің радиациялық-индуцирленген зақымдануы

	АЭС
	–
	Атомдық электростанция

	Бк
	–
	беккерель

	БҰҰ
	–
	Біріккен Ұлттар Ұйымы

	Гр
	–
	Грей (дозаның өлшем бірлігі)

	ДНҚ
	–
	Дезоксирибонуклеин қышқылы

	ЖСА
	–
	Жедел сәулелік ауру

	КТ-ПЦР
	–
	Кері Транскрипция сатысы бар Полимеразды тізбекті реакция

	ОБФ
	–
	Оттегінің белсенді формасы

	ПТР
	–
	Полимеразды тізбекті реакция

	РБЗ
	–
	Радиобелсенді заттар

	РҚХК
	–
	Радияциялық қорғау бойынша халықаралық комитет

	РНҚ
	–
	Рибонуклеин қышқылы

	СИ
	–
	Сенімді интервал

	“СМУ” КеАҚ
	–
	«Семей медициналық университеті» Комерциялық емес акционерлік қоғам

	СТ
	–
	Сәулелік терапия

	СЯСП
	–
	Семей ядролық сынақ полигон

	ФЭК
	–
	физикалық эксперименттік канал

	ЧАЭС
	–
	Чернобыль атом электростанциясы

	ЭҚ
	–
	Эксперименттік қондырғы

	ЭСБ
	–
	Энергияның сызықты берілуі

	ЯЫӨ
	–
	ядролық ыдырау өнімдері

	DS02
	–
	2002 жылғы дозиметрлік жүйе

	DSB
	–
	ДНҚ-ның екі тізбекті үзілуі

	CLPA
	–
	Лигаға тәуелді зондты күшейту

	RNS
	–
	Азоттың белсенді формалары

	RIBE
	–
	Радиациялық-индуцирленген әсер 

	RIGI
	–
	радиациямен индуцирленген геномның тұрақсыздығы

	LDR
	–
	Шағын дозалы сәулелену

	56Mn
	–
	марганец

	miRNA
	–
	МикроРНК

	Cyp11a1
	–
	Р450 цитохромдарының туыстығына жататын молекулалық массасы 50 кДа болатын 20, 22-десмолаз ақуызын кодтайды

	Cyp17a1 
	–
	Ақуызды кодтайтын ген болып табылады. P450 цитохромының басқа да ферменттері сияқты, CYP17A1 де стероидты гормондардың түзілуіне (синтезіне) қатысады

	Hsd3b1
	–
	бұл генмен кодталған ақуыз-дельта-5-3-бета-гидроксистероидтардың прекурсорларының дельта-4-кетостероидтарға тотығу түрленуін катализдейтін фермент, нәтижесінде барлық стероидты гормондар өндіріледі

	StAR
	–
	белсенділікті реттейтін стероидогенді ақуыз. Стероидты гормондардың синтезінде шешуші рөл атқарады, холестериннің прегенолонға дейінгі метаболизмін күшейтеді

	Cld11
	–
	бұл ген клаудиндер отбасының мүшесін кодтайды.

	Clu
	–
	Ақуызды кодтайтын ген

	Spag4
	–
	Ақуызды кодтайтын ген

	Zpbp
	–
	акросомаға әсер ететін, сперматозоидтардың екіншілік байланысына қатысатын ақуыздардың бірі

	PrstC3
	–
	Ақуызды кодтайтын ген

	CRP1
	–
	Ақуызды кодтайтын ген

	KS3
	–
	Ақуызды кодтайтын ген

	PSP94
	–
	Ақуызды кодтайтын ген





Кіріспе

Мәселенің өзектілігі
Адамзат қоғамы әлі күнге дейін Хиросима мен Нагасакиде атом бомбаларын негізсіз қолданудан зардап шеккен бейбіт халықтың көптеген құрбандарының ауыр трагедиясын, сондай-ақ әртүрлі елдердің полигондарында атом қаруын сынаудың салдарын бастан кешуде [1, 2].  
Атом энергетикасы, ғарыш, химия өнеркәсібінің қызметімен, сонымен қатар медициналық практикада сәулелік әдістерді қолдана отырып диагностикалау және емдеудің жаңа технологияларын кеңінен енгізумен байланысты иондаушы сәулелену көздерінің жинақталуы жалғасуда [3-6]. Осыған байланысты, иондаушы сәулелену көздерімен байланыста болатын адамдар аясы да олардың кәсіби қызметінің сипатына қарай кеңеюде [7]. Сондай-ақ бірқатар ядролық қондырғылардағы апаттардан кейін аймақтардың ластануы нәтижесінде радиациялық фонның деңгейі жоғарылаған, ал халықтың едәуір топтары осы аудандарда тұруға мәжбүр [8].
Бізге қол жетімді әдебиеттерде, ластанған аймақтарда тұратын халықтың денсаулығына иондаушы сәуленің әсерін зерттеуге арналған ғылыми жұмыстар жеткілікті [9, 10].
Радиациялық әсерді (жапон қалаларындағы бомбалаудың) түсіну үшін нейтронды - индуцирленген радиоизотоптардан шыққан қалдық сәулелердің әсерін есепке алу маңызды болды. Тұрғындар жарылыстан кейін құрамында 60Сo, 56Mn және басқа да бірқатар изотоптар бар радиоактивті шаңды жұтқаны белгілі, оның салдары жедел радиациялық әсермен байланысты әртүрлі симптомдардың пайда болуына әкелгені анық [11]. 
Эксперименттік зерттеулер барысында репродуктивті жүйе ағзаларындағы морфологиялық және функционалды өзгерістер де организмнің радиациялық зақымдануының негізгі көрсеткіші болуы мүмкін екендігі айтылған [12, 13]. Бұл пікірді бірқатар ғалымдар қолдап, сәулелену тудыратын патологияның құрылымында көбею органдарына белгілі бір орын берілгенін атап өтті [14]. Организмнің басқа мүшелері мен жүйелеріне қарағанда аталық без жасушалары үздіксіз жаңару қабілетіне ие, соған қарамастан иондаушы сәуле әсерінен мұнда пайда болатын зақымданулар үлкен қызығушылық тудыруда [15, 16]. Сонымен, авторлар аталық без бен сперматогенез процесін әр түрлі сәулелену әсерін бағалауға мүмкіндік беретін әмбебап биологиялық тест - жүйесі ретінде қарастырады [13]. Осыған байланысты радиациялық сәуленің ерлердің жыныстық жүйесіне әсерін зерттеу мүмкіндігі әлі де болса радиобиологияда маңызды орындардың бірін алады, себебі тек фертилділік тұрғысынан ғана емес, сонымен қатар сәулеленген ата-аналардың ұрпақтары үшін де қауіпті [17, 18].
Сонымен қатар, клиникалық, диагностикалық құндылық пен болжамды жүзеге асыруда радиосезімтал организмдердің құрылымдық және функционалды күйлерінің байланысын анықтаудағы эксперименттік зерттеулердің рөлі айтарлықтай [19, 20]. Сондықтан бұл жұмыстың негізгі бағыты ішкі және сыртқы сәулеленудің еркек тұқымды зертханалық жануарлардың репродуктивті жүйесіне молекулалық-генетикалық аспектілерін салыстырмалы бағалау болды.
Жұмыстың мақсаты: эксперимент жағдайында мРНК гендердің экспрессиясын анықтау арқылы аталық безі мен қуықасты безінің радиациялық-индуцирленген зақымдануын зерттеу.
Зерттеудің міндеттері:
1) Ингаляциялық жолмен шағын дозадағы нейтронды-белсендендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен, белсендендірілмеген марганец диоксидімен (MnО2) және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәулемен (60Со) әсер еткеннен кейінгі егеуқұйрықтардың аталық без тіндеріндегі мРНК гендерінің (Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1, StAR, Cld11, Clu, Spag4 және Zpbp) экспрессия деңгейін бағалау.
2) Ингаляциялық жолмен шағын дозадағы нейтронды-белсендендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен, белсендендірілмеген марганец диоксидімен (MnО2) және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәулемен (60Со) әсер еткеннен кейінгі егеуқұйрықтардың қуықасты безі тіндеріндегі мРНК гендерінің (PrstC3, CRP1, KS3 және PSP94) экспрессиясына сипаттама беру.
3) Ингаляциялық жолмен шағын дозадағы нейтронды-белсендендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен, белсендендірілмеген марганец диоксидімен (MnО2) және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәулемен (60Со) әсер еткеннен кейінгі егеуқұйрықтарда тестостерон өзгерісін зерттеу. 
4) Иондаушы сәуленің дозасы (ингаляциялық жолмен енген) мен тестостерон деңгейі, аталық без және қуық асты безі тіндеріндегі мРНК гендерінің экспрессиясы деңгейі арасындағы корреляциялық байланысты анықтау. 
Ғылыми жаңалығы:
1. Алғаш рет эксперимент жүзінде ішкі (56Mn) және сыртқы (60Со) иондаушы сәулемен, сонымен қатар белсендендірілмеген марганец диоксидімен (MnО2) әсер еткеннен кейін жедел (3-ші тәулік) және алшақ мерзімде (60-шы тәулік) зертханалық жануарларда аталық без (Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1, StAR, Spag4 және Zpbp), қуықасты безі (CRP1, KS3, PSP94) мРНҚ гендерінің экспрессиясы және тестостерон деңгейі бағаланып, зерттелді. Шағын дозадағы ішкі сәуле (56Mn) әсері сыртқы (60Со) γ-сәуле әсеріне қарағанда басым болды. 
2. Алғаш рет алшақ мерзімде ішкі сәулеленудің доза-уақыттық экспозициясы мен тестостерон деңгейінің өзгеруі, аталық бездердің (Cyp11a1, Cyp17a1) және қуық асты безінің (CRP1, KS3) гендерінің мРНҚ экспрессиясы арасындағы орташа күтші теріс корреляциялық байланыс анықталды. Яғни доза мөлшері артқан сайын бұл көрсеткіштер деңгейінің төмендеуі байқалды.
Теориялық және тәжірибелік маңыздылығы
· Алынған ғылыми мәліметтер шағын дозадағы радиобелсенді 56Mn изотобы есебінен инкорпорирленген ішкі сәуленің стероидогенез үрдісіне және тестостерон деңгейіне  әсері  жөніндегі  теориялық  білімді толықтыруға  және  кеңейтуге  мүмкіндік  береді.
· Ғылыми жұмыстың нәтижелері ішкі сәулеленудің шағын дозалары әсер еткен кезінде аталық бездер мен қуықасты безі тіндерінің радиациялық зақымдануының патогенетикалық механизмдерін ашатын тереңірек тәжірибелер жүргізу үшін теориялық негіз бола алады. 
· Диссертациялық жұмыстың нәтижесі пәнаралық сипатта болғандықтан «СМУ» КеАҚ-ның ғылыми-зерттеу зертханасы орталығында, және “СМУ” КеАҚ-ның ҚР ҰҒА-ның академигі Т.Қ Раисов атындағы молекулалық биология және медициналық генетика кафедрасы, “Семей қаласының Шәкәрім атындағы университеті” КеАҚ-ның Жаратылыс - ғылымдары пәндері кафедрасы, «Химиялық технология және экология» кафедраларында оқу процесінде қосымша материал ретінде қолданылады. 
Қорғауға шығарылған негізгі қағидалар
· Шағын дозадағы (41±8 мГр, 91±3 мГр, 100±10 мГр) нейтронды-белсендендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен ішкі сәулелеу егеуқұйрықтардың аталық бездерінде мРНК гендері (Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1, Spag4 және Zpbp) экспрессиясын өзгертеді. Белсендендірілмеген марганец диоксидімен (MnО2) ингаляциялаудан кейінгі барлық мерзімде әрбір зерттелген геннің экспрессиясы бақылау тобымен салыстырғанда мәнді өзгерген жоқ, тек Hsd3b1 генінің экспрессиясы (3 тәулікте) төмендеді. Бүкіл денеге әсер еткен 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәуле (60Co) StAR генінің экспрессиясын алшақ мерзімде төмендетеді. 
· Шағын дозадағы (41±8 мГр, 91±3 мГр, 100±10 мГр) нейтронды-белсендендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен ішкі сәулелеу егеуқұйрықтардың қуықасты бездерінде мРНК гендері (CRP1, KS3, PSP94) экспрессиясын өзгертеді. Белсендендірілмеген марганец диоксидімен (MnО2) ингаляциялаудан кейінгі барлық мерзімде әрбір зерттелген геннің экспрессиясы бақылау тобымен салыстырғанда мәнді өзгерген жоқ. Бүкіл денеге әсер еткен 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәуле (60Co) CRP1, KS3 гендерінің экспрессиясын алшақ мерзімде төмендетеді. 
- Нейтронды-белсендендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен шағын дозадағы ішкі (91 мГр) және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәуле алшақ мерзімде (60-шы тәулік) тестостерон деңгейінің төмендеуіне әкеледі. 
· Алшақ мерзімде ішкі сәулелену дозасы мен аталық бездердің (Cyp11a1, Cyp17a1), қуық асты безінің (CRP1, KS3) мРНҚ гендерінің экспрессиясы, тестостерон деңгейі арасында күші орташа теріс корреляциялық байланыс анықталды. Яғни дозаға тәуелді, ішкі сәуле мөлшері артқан сайын мРНҚ гендерінің экспрессия деңгейі төмендейді.
Жұмыстың апробациясы
Диссертациялық жұмыстың негізгі нәтижелері келесі конференцияларда талқыланып, баяндалды: 
·  «Экология. Радиация. Денсаулық» XIV-ші халықаралық ғылыми тәжірибелік конференциясында, 2019 ж; 
·  «International Research Meeting of Studies of Biological Effects of Radioactive Dust in Kazakh, Russia & Japan» Хиросима халықаралық симпозиумында, 28 қаңтар 2020 ж;  
·  «Семипалатинский испытательный полигон: наследие и перспективы развития научно-технического потенциала» IX халықаралық конференциясында, 9 қыркүйек 2021 ж; 
·  "Research on radiation and its effects in Kazakhstan and other countries" 24-ші Хиросима халықаралық симпозиумында, 18-19 наурыз 2022 ж.
Басылымдар жөнінде мәлімет
Диссертация тақырыбы бойынша 4 ғылыми мақала жарияланды, атап айтқанда «Web of science» халықаралық базасына кіретін «International Journal of  Molecular Sciences» (Q1) журналында 1 мақала (ізденуші мақалада негіз автор және автор-корреспондент болып табылады); Scopus ақпараттық базасында индексирленген «Radiation and Environmental Biophysics» (Q2)  журналында 1 мақала (диссертант мақалада қосымша автор болып табылады); ҚР БҒМ білім және ғылым саласындағы бақылау комитеті ұсынған журналдарда 2 мақала (мақалаларда негіз автор және автор-корреспондент болып табылады).
Автордың жеке үлесі
Диссертация тақырыбы бойынша ғылыми әдебиеттерге талдау автормен өз бетінше жүргізілді. Ұсынылған жұмыстың барлық бөлімдері (мақсаты, міндеттер және зерттеу бағдарламасы, материалдарды жинау, өңдеу, зерттеу материалдарын талдау, алынған мәліметтерді статистикалық өңдеу, нәтижелерді интерпретациялау, қорытынды, тұжырымдар мен ұсыныстар) және диссертациялық жұмыс бойынша жарияланған барлық мақалаларды жазу тікелей автордың қатысуымен орындалды.
Диссертациялық жұмыстың басқа халықаралық жобамен байланысы.
Аталған зерттеу жұмысы «Семей медицина университеті» КеАҚ-ның «Нейтрондық белсендендіруден кейінгі қалдық радиоактивтіліктен организмнің әр түрлі деңгейіндегі ішкі сәулеленудің әсері: ядролық реактор нейтрондарын пайдаланып мультиорталықты эксперименттік зерттеу» стартап ғылыми жобасы шеңберінде орындалды, мемлекеттік тіркеу номері 0118РКИ0544.
Диссертацияның көлемі мен құрылымы
Жұмыс 90 беттік компьютерлік мәтінде жазылған. Диссертация келесі бөлімдерден тұрады: кіріспе, әдебиеттерге шолу, зерттеу материалдары мен әдістерінің сипаттамасы, зерттеу нәтижелері мен оларды талқылаудан, қорытындыдан, қолданылған әдебиеттер тізімі мен қосымшалардан. Жұмыс мәтіні 10 суретпен және 29 кестемен көркемделген. Пайдаланылған библиографиялық тізімдер саны 196, олардың 44-і отандық және орыс тілдеріндегі, ал қалған 152-ы ағылшын тіліндегі әдеби көздер. Ғылыми зерттеу жұмысы нәтижелерін енгізу актілерінің саны – 4.


1 ШАҒЫН ДОЗАДАҒЫ ИОНДАУШЫ СӘУЛЕНІҢ АТАЛЫҚ БЕЗ ЖӘНЕ ҚУЫҚАСТЫ БЕЗІ ТІНДЕРІНДЕГІ ГЕНДЕР ЭКСПРЕССИЯСЫНА ӘСЕРІ (ӘДЕБИЕТКЕ ТАЛДАУ)

1.1 Иондаушы сәуле әсерінен туындайтын биологиялық әсерлер

Иондаушы сәуле биологиялық жүйенің барлық деңгейлеріне әсер ететіні белгілі: биологиялық маңызды макромолекулаларға, тірі жасушаларға, тіндерге, ағзаларға, тұтастай алғанда организмге [21]. Қазіргі уақытта радиациялық қорғауда иондаушы сәуленің адам денсаулығына зиянды әсерінің екі түрі бар [22]. Бірінші топқа радиацияның жоғары дозаларының әсерінен жасушаның өлуі немесе дұрыс жұмыс істемеуінен болатын «детерминирленген әсер» (зиянды тіндік реакциялар) жатады [23, 24]. Адам денсаулығына эффективті әсердің тағы бір түрі - стохастикалық әсер. Олар соматикалық жасушалардың мутациясын тудыруы мүмкін немесе репродуктивті жасушалардың мутациясына байланысты тұқым қуалайды. Мұндай әсерлер сәулеленуден кейін ұзақ уақыт бойы байқалған онкологиялық аурулардың, тұқым қуалайтын аурулардың статистикалық маңызды өсуі түрінде көрінеді [24-27].
Иондаушы сәуле әсерінің детерминирленген көрінісі (тіндік реакциялар) – бұл жасуша функциясының едәуір нашарлауына жеткілікті мөлшердегі доза әсерінен нысана ағза жасушаларының өліміне әкелетін радиациялық зақымданудан болатын және адам организмінің әртүрлі мүшелері мен тіндерінде клиникалық түрде көрінетін сәулеленудің зардабы [28, 29]. Детерминирленген әсерлердің пайда болу ықтималдығы, сондай-ақ олардың ауырлығы дозаға байланысты өзгереді [30].
Иондаушы сәулеленудің стохастикалық әсері - детерминирленген әсерден айырмашылығы, төмен деңгейдегі радиация әсерінде пайда болады. Мұндай әсер организм сәуле қабылдағаннан кейін көптеген жылдардан соң радиациялық-индуцирленген зақымданудың дамуына әкелуі мүмкін. Келешек ұрпақтарда тұқым қуалайтын аурулар мен даму кемістіктерінің пайда болуы стохастикалық әсер көрінісінің тағы бір түрі болып табылады [24, 29, 31].
Стохастикалық әсерлердің дамуы үшін шағын дозамен сәулелендірілгенде бірнеше жасушада немесе тіпті бір жасушада қатерлі процестің дамуына әкелетін  генетикалық өзгерістер немесе трансформация жеткілікті деп есептеледі [25, 29].
Иондаушы сәулеленудің тікелей және жанама әсері ДНҚ-ның біріншілік және екіншілік құрылымының (ДНҚ-ның бір және екі тізбекті үзілістеріне, азоттық негіздердің және ДНҚ молекуласының қант-фосфат құрамының зақымдалуына), жеке гендердің, мембраналардың, жасушалардың, тіндердің, кейіннен тұтастай организмнің қызметінің бұзылуына әкеледі [32-38].
Осылайша, радиобиология саласындағы, соның ішінде радиацияның шағын дозалары саласында заманауи фундаментальды зерттеулердің арқасында жасушаларда радиациядан кейінгі процестердің механизмі мен салдарын түсінуге болады [39-42].

1.2 Иондаушы сәулеленудің шағын дозасы туралы түсінік және оның тірі организмдерге медико-биологиялық әсерін зерттеудің өзектілігі
Иондаушы сәулелердің адам денсаулығына әсері рентген сәулелері (1895 ж.) мен радиоактивтілік (1896 ж.) ашылғаннан кейін көп ұзамай анықталды. 1896 жылы орыс физиологы И.Р.Тарханов рентген сәулесі тірі тін арқылы өткенде, олардың биологиялық қызметін бұзатынын көрсетті. Бұл кезде бірінші кезекте эпиляция байқалды, терінің күю жағдайы да тіркелді [43]. 
Иондаушы сәулеленудің биологиялық әсері деп қысқа толқынды электромагниттік толқындардың (рентген сәулелері мен гамма-сәулелену) немесе зарядталған бөлшектердің (альфа-бөлшектер, бета-сәулелену, протондар) және нейтрондардың әсерінен болатын өзгерістерді айтады [44, 45].
Жапондық Хиросима мен Нагасаки қалаларында болған атом бомбасынан кейін ядролық жарылыстардан аман қалған жапон тұрғындарына жүргізілген зерттеулер радиацияның орташа және шағын дозаларының адам денсаулығына әсері туралы маңызды ақпарат көзі болып саналды [46, 47].
Басқа техногендік факторлармен салыстырғанда иондаушы сәулеленудің ерекшелігі оның шу, діріл, химиялық агенттерге қарағанда, адамның сезім мүшелері қабылдамайтындығымен де байланысты. Сонымен қатар, адамдарға әсерінің рұқсат етілген деңгейінің реттелуі радиациялық емес сипаттағы басқа антропогендік факторлардан түбегейлі ерекшеленеді. Радиологиялық қорғау бойынша Халықаралық комиссия (РҚХК) мен БҰҰ-ның Атомдық радиацияның әсері жөніндегі ғылыми комитет оның әсерінің қандай да бір шегі жоқ деген гипотезаны қабылдаған болатын. Иондаушы сәулеленудің өте шағын дозасы да адам ағзасына статистикалық ықтималдығы бар теріс әсер етуі мүмкін, өйткені иондаушы сәулеленудің жұтылған энергиясы биологиялық тіндердегі молекулааралық байланыстардың энергиясынан әрқашан басым болады. Иондаушы сәулелену әсерін көрсетпейтін төменгі шек жоқ [48, 49].
Эпидемиологиялық критерий бойынша 2000 жылдарға дейін ЭСБ төмен шағын дозадағы радиацияның ресми шегі 200 мГр (0,2 Гр) құрады және келесі негіздемеге ие болды: Жапондық когорттағы қатерлі ісік ауруынан болатын өлім-жітім «доза-әсер» қатынасы ретінде қолданылды [50]. 2000 жылдардан бастап, РҚХК құжаттарында [51] және басқа дереккөздерде [52] шағын дозаның шегі 100 мГр-ге (0,1 Гр) дейін төмендеді, нәтижесінде шағын дозаның шекті диапазоны 0,1-0,2 (0,1-0,2 Зв) дейін деп келтіріледі [53, 54].
Эксперименттік радиобиологияда иондаушы сәулеленудің шағын дозалары деп белгілі бір сәулелік патологияны тудыруға қабілетсіз деңгейді айтады, яғни 0,1 Зв және одан төмен дозалар [55], ал клиникалық тәжірибеде – жедел сәулелік ауруды тудыратын (ЖСА), яғни,  1 Гр [56] аспайтын немесе стохастикалық емес әсерлердің дамуына әкелмейтін (0,5-1 Гр дейін) деңгейдегі доза. БҰҰ-ның Атомдық радиацияның әрекеті жөніндегі ғылыми комитеті 200 мГр және одан төмен мөлшерді шағын дозаларға, ал 0,1 мГр/мин және одан төменді дозаның шағын қуаттылығына жатқызуды ұсынды [57].
Сонымен, өткен ғасырдың екінші жартысынан бастап биологиялық нысандарға сәулеленудің әсері туралы ғылыми мәліметтердің жеткілікті көлемі жинақталды және жоғары дозада және айтарлықтай дозалық жүктемедегі иондаушы сәулеленудің әсер етуі жақсы зерттелді. Әдетте, олар детерминирленген әсерге жатқызылады, өйткені олар сәулеленудің дозасы мен сипатына байланысты сөзсіз сәулелік ауруды тудырады. Жоғары және орташа доза шеңберіндегі биологиялық әсерлер, сәулелену түрімен, дозалармен және дозалық жүктемелермен олардың қатынасы туралы түсініктер анық тұжырымдалған [58-61].
Сәуле әсері негізінен тәжірибелік жануарларды салыстырмалы түрде «жоғары» дозалармен сәулелендіру арқылы алынған нәтижелерді экстраполяциялау арқылы бағаланды. Популяция деңгейінде радиациялық зардаптарды бағалау айтарлықтай қиын және қазіргі уақытқа дейін белсенді ғылыми-тәжірибелік халықаралық пікірталастардың тақырыбы болып отыр. [62, 63]. Осылайша, сәулеленудің шағын дозаларының биологиялық әсері зерттеушілер үшін әлі де өзекті болып қала береді [64] және тек радиобиологияда ғана емес, сонымен қатар әлеуметтік-экономикалық салаларда да маңызы жоғары болып отыр. 
Алайда, иондаушы сәулеленудің шағын дозалары мен олардың биологиялық әсерлері туралы мәселе, әсіресе оны сандық бағалау (кез келген басқа да шағын интенсивті факторлар сияқты), биотопқа, оның ішінде адамдарға қатысты олардың қауіптілігі жөнінде пікірталастар мен қарама-қайшы пікірлердің тақырыбы болып қала береді [65]. Әдеби мәліметтердің көптігіне қарамастан, медициналық және экологиялық мониторинг үшін де, радиациялық әсердің қаупін бағалау үшін де шағын дозаның биологиялық әсері туралы бірыңғай, жалпы қабылданған тұжырымдама жоқ [66-70]. Негізінен екі көзқарасты бөліп қарауға болады: радиациялық гормезис және радиациялық әсердің шексіз тұжырымдамасы [71].
Радиациялық гормезис терминін 1980 жылы Т.Д.Лакки ұсынған болатын және «радиациялық гормезис» түсінігі тірі организмдер үшін иондаушы сәуле жоғары дозада өлімге әкелетін болса, ал шағын дозада оң биологиялық процестерді тудыруы және ағзаға ынталандырушы пайдалы әсер етуі мүмкін екенін көрсетеді. Бұл туудың, өсудің, жасушалардың бөлінуінің және әр түрлі биологиялық нысандардың өмір сүруінің жоғарылауы ретінде тіркеледі [72,73]
Әдеби деректермен дәлелденгендей, сәулеленудің шағын дозаларының қауіптілігін бағалау мәселесінің қазіргі түсінігі өте алуан түрлі [74]. Сәулеленудің жан-жақты әсеріне, тіндер мен жүйелердің күрделі және тұрақты сипатына байланысты, шағын дозалардың жағымсыз әсерлері әлі де түсіндіруді талап етеді [75-77]. Жасушалық метаболизм мен организмнің қорғаныс жүйелерінің күрделілігі бұл құбылысты түсінуді қиындатады [78]. Ағза деңгейінде радиосезімталдық берілген мүшені құрайтын тіндердің радиосезімталдығына ғана емес, сонымен қатар оның қызметіне де байланысты болады. Ағза мен тіннің зақымдануының морфологиялық белгілеріне сүйене отырып, олар келесідей төмендеу ретімен таралатыны белгілі: лимфоидты мүшелер (лимфа түйіндері, көкбауыр, басқа мүшелердің лимфоидты тіндері), қалқанша без, сүйек кемігі, аталық без, аналық без, асқазан-ішек жолдарының шырышты қабаты [79].
Иондаушы сәулеленудің шағын дозасына жауап радиациялық биологияда және тәуекелді бағалауда шешілмеген мәселе болып қала береді. Шағын дозаларға тіннің жауабын нақты білу қатерлі ісікке қарсы сәулелік терапия кезінде сау тіндер үшін қауіпті бағалау немесе кәсіби әсер ету жағдайларында денсаулыққа тәуекелді бағалау үшін маңызды. Иондаушы сәуленің шағын дозасына жасушаның жауабы бір қарағанда әр түрлі және табиғаты бойынша стохастикалық болып көрінеді және бүгінгі күнге дейін негізгі механизмді түсіндіретін ешқандай модель ұсынылмаған [80].
Сондай-ақ, әдебиет мәліметтері көрсеткендей, мысалы, ядролық апаттардан зардап шеккен адамдарға, ғарышкерлер мен кейбір медицина қызметкерлеріне иондаушы сәулеленудің зиянды  әсері басқа да жанама әсерлерді тудырады [81]. Иондаушы сәулеленудің шағын дозаларының әсері клиникалық – диагностикалық процедуралар кезінде де болуы мүмкін, мысалы, рентгендік радиография, компьютерлік томография (КТ), үздіксіз ядролық жұмыс кезінде немесе апаттан кейін [82, 83]. Осы уақытқа дейін бұл әсерлердің биологиялық эффекті туралы бірыңғай көзқарас жоқ. Сонымен қатар, сәулелік терапия, қатерлі ісіктерді емдеудегі маңызды терапиялық стратегияларының бірі, бірақта мақсатты манипуляцияға қарамастан ісікті қоршаған қалыпты жасушалар мен тіндерге де зиян келтіруі мүмкін [84]. Сәулеленудің шағын мөлшерінің әсерін зерттей отырып, зерттеушілер иондаушы сәулеленудің әсері бірнеше жылдан кейін де пайда болатынын көрсетті. Бұл әсерлер созылмалы әсер ету кезінде 50 мЗв-тан және жедел сәулелену жағдайында 10 мЗв-тан төмен дозаларда туындайды [85]. Сәулеленген жасушаларда хромосомалық тұрақсыздықты тудырудың тағы бір әдісі - бүлінбеген жасушаларға зақым келтіруі мүмкін «сыртқы» факторлардың айналымы [86]. Чернобыль апатынан зардап шеккендердің қанында, тіпті сәуле әсер еткеннен кейін 20 немесе одан да көп жыл өткен соң да мұндай «сыртқы» факторлар айналымын жалғастыра беретіні дәлелденді [87]. 
Ағзадағы патологиялық процестердің пайда болуын ынталандыруға себепші болатын қоршаған орта факторларының ішінде иондандаушы сәулеленудің шағын дозаларының әсері, мысалы, RIGI эффектісі (радиациямен индуцирленген геномның тұрақсыздығы), бұл канцерогенездің қаупін арттырады, және «куәгер әсері» және созылмалы тотығу стрессі [88]. Жасушалық, ядролық және митохондриялық мембраналар, құрылымдық және цитоплазмалық ақуыздар, күрделі көмірсулар, РНҚ мен ДНҚ – мұның барлығы тотығу стрессінің ықтимал құрбандары болып табылады [89]. 
Осылайша, шағын дозадағы иондаушы сәуленің тірі организмге медико-биологиялық әсерін зерттеу бойынша заманауи жаңа ашылымдардың таң қалдыратыны сөзсіз [90].   

1.3 Ішкі сәулеленудің репродуктивті жүйе мүшелеріне әсері
Теріге және организмге ингаляциялық жолмен түскен радиобелсенді шаңның әсер етуінің маңыздылығын бағалауға байланысты мәселелер ғылыми қызығушылық пен талқылаудың тақырыбы болып қала береді. Ядролық жарылыстардан кейінгі қалдық радиобелсенділік екі компоненттен тұрады: құрамында ядролық ыдырау өнімдері мен радиобелсенді заттардың бөлшектері бар радиобелсенді шаң және қоршаған ортадағы нейтронды – белсенді радионуклидтер [91]. Ал ішкі сәулелену сол дозалардағы сыртқы әсерге қарағанда анағұрлым қауіпті [92].
ЧАЭС, Фукусима Дайити және т.б атом электр станцияларындағы апаттар (FDNPP) кезінде қоршаған ортаға радионуклидтердің көптеген мөлшері шашырады [93-95] және нейтронды белсендірілген радионуклидтер топырақтың беткі қабаттарында таралып, қалдық радиобелсенділіктің нәтижесінде бета және гамма сәулеленуіне ықпал етті. Атап айтқанда: 24Na, 28Al, 31Si, 32P, 38Cl, 42K, 45Ca, 46Sc, 56Mn, 59Fe, 60Co, 134Cs радионуклидтері [96].
Адам ағзасы сәулелену көзіне емес, сәулеге жауап беретіні белгілі. Сәулелену көздері радиобелсенді заттар болып табылатын радиация ингаляциялық жолмен, тамақпен және сумен де (ішек арқылы), сонымен қатар тері, шырышты қабық (медициналық радиоизотопты диагностика кезінде) арқылы да организмге енуі мүмкін. Радиобелсенді заттардың мұндай жолдармен енуін ішкі сәулелену деп атайды және ол сыртқы сәулеленуге қарағанда қауіпті болып келеді [97].
Биологиялық салдар сәулелену жағдайынан, доза шамасының қуатталағынан, фракциялау әдісінен, сәулеленген тіндердің массасы мен түрінен, сондай-ақ олардың оттегімен қанығуынан және т.б. пайда болады. Сонымен қатар, иондаушы сәуле әсерінің салдарында жеке адамның биологиялық ерекшеліктері де маңызды рөл атқарады [98-101]. 
Сыртқы көздерден, әсіресе медициналық, сондай-ақ кәсіби әсермен байланысты иондаушы сәулеленудің әсерінің өсуі туралы қазіргі деректерді ескере отырып, ерлердің репродуктивті жүйесі маңызды орын алатын саланы жүйелендірген жөн. Бірқатар авторлардың пікірінше, ерлердің репродуктивті денсаулығы жағдайында гормезис гипотезасын қолдануға ешқандай негіз жоқ [102]. 
Аталық без - сәулеленуге ең осал тіндердің бірі [103], бұл жыныс жасушаларының өлуімен түсіндіріледі [104]. Радиоактивтіліктің сперматогенезге әсері кеміргіштерді қолдана отырып жануарлар моделінде көп зерттелген [105-108]. Алайда, хроматин тығыздығы аз болғандықтан, кеміргіш гаметаларға қарағанда, адам сперматозоидтары радиациялық зақымға сезімтал болуы мүмкін [109]. Сперматогенез - хроматин мен ДНҚ деңгейінде терең морфологиялық және биохимиялық өзгерістерді қажет ететін жасушалардың дифференциациялану процесі [110]. Сперматогенез жүйесі - организмдегі радиосезімтал жүйелердің бірі. Демек, бұл жүйе іш және жамбас қуысы ісіктеріне жүргізілетін сәулелік терапия кезінде, сондай-ақ радиациялық апаттар жағдайларынан кейін иондаушы сәулеленудің токсикалық әсерінің потенциалды нысаны болып табылады. Сәулеленудің әдеттегі емдік дозасы, мысалы, сәулелік терапияның әр фракциясында 2 Гр және диагностикалық радиологияда немесе радиациялық апаттарда байқалатын шағын дозалар сперматогенез процесіне теріс әсер етеді [111, 112]. Сперматогенезді гамма-сәулеленудің шағын мөлшерінің әсер етуімен тоқтатуға болады [113]. Иондаушы сәуле зақымына сезімтал сперматогония соматикалық жасушалармен салыстырғанда ДНҚ-ның баяу қалпына келуімен сипатталады. Сәулеленудің әсерінен геннің зақымдануы сперматогенездің әр кезеңінде мүмкін; алайда гаплоидты сперматидтер осыған қатысты ең жоғары радиосезімталдықты көрсетеді [114, 115]. Сперматогенездің әрбір кезеңдері әртүрлі радиосезімталдық айырмашылығымен сипатталады [116]. Сонымен қатар, сперматогендік жасушалар сперматоциттерге, сперматидтерге және сперматозоидтарға қарағанда салыстырмалы түрде біршама радиосезімтал екендігі анықталған [117].
Әдебиеттерден белгілі болғандай, гамма сәулелену оттегінің беленді формасының (ROS) бөлінуіне байланысты ұрық тініндегі тотығу стрессті жоғарылатады, бұл ақыр соңында сперматогония, сперматоциттер мен сперматозоидтардың апоптозына әкеледі [1118, 119]. Гамма сәуле тудыратын ОБФ сперматозоидтардың ДНҚ-ның денатурацияға жоғары сезімталдығына байланысты олардың ауытқуларын арттырады [120]. Сонымен қатар, гамма сәулеленуге ұшыраған кезде тестостерон деңгейі айтарлықтай төмендейді [103] және де митохондриялық ОБФ және апоптоз әсіресе холестеринді тасымалдау фазасында Лейдиг жасушаларында стероидогенезді бұзады [121].
Осылайша, ДНҚ-ның байқалатын зақымына әкелетін ең төменгі доза 30 Гр болды. Бұл дозадан асқан кезде ДНҚ-ның бір тізбекті үзілу саны артады. Иондаушы сәуле әсеріне ұшыраған ерлер арасында сперматозоидтардың қозғалғыштығының төмендеуі және морфологиялық қалыпты үлесінің азаюы, сондай-ақ олардың вакуолизациясының жоғарылауы байқалды. Бұл ерлердің ұрығындағы генетикалық материал геномдық ДНҚ-ның жоғары фрагментациясы мен метилизациясын көрсетті [102]. 
Сәулеленудің шағын дозалары негізінен еркек жыныс жасушаларының апоптоздық өліміне әкеледі [122]. Иондаушы сәуленің шағын дозасымен ұзақ уақыт әсер ету тышқандардың аталық бездеріндегі тотығу стресстері арқылы апоптозды тудыру арқылы  miРНҚ экспрессиясын өзгертеді [123]. Осы нәтижелерді ескере отырып, гиперқабынудан қорғаушы әсеріне қарамастан иондаушы сәуленің шағын дозасы гендердің аберрантты экспрессиясына байланысты ұрық тініне елеулі қауіп төндіруі мүмкін.
Эксперименттік жануарларда аталық бездің құрылымдық жағдайын анықтайтын гистологиялық зерттеу әдістері кештеу мерзім аясында туындаған айқын патологиялық өзгерістердің реактивті және деструкциялық сипатын көрсеткен [124]. Ингаляциялық жолмен түскен иондаушы сәуленің шағын дозасының зертханалық жануарлардың аталық безіне әсерін морфометриялық әдісті қолдану арқылы сәйкес сандық көрсеткіштер көмегімен кешеуілдеу мерзім аясында зерттеу патологиялық өзгерістермен салыстырғанда айқын дистрофиялық, қабынулық және некроздық үдерістердің болатыны дәлелденген [125, 126].
Иондаушы сәуле қалыпты метаболизмді, пролиферация мен дифференциацияны бұзады, бұл мутагенезге, апоптозға және радиосезімтал жасушалардың некрозына әкелуі мүмкін. Аталық бездегі бұл жанама әсерлер сперматогенездің бірнеше ауытқуларына әкеледі, оның салдары фертильділіктің төмендеуін немесе бедеулікті тудыруы мүмкін. Бұл ауытқуларға сперматозоидтар мөлшерінің азаюы, олардың аномальді формаларының көбеюі және дисфункция жатады [127].
Сәулелік терапия жыныстық бездерге токсикалық әсер етеді және репродуктивті денсаулық үшін зиянды әсер етеді [128]. Осылайша, ұрықтық эпителий иондаушы сәулеге жауап беретін бірінші аймақ болып табылады. Бірқатар ғылыми жұмыстарда [129] аталық без жасушаларында да, сперматозоидтарда да 2 Гр сублетальды дозада радиационы-индуцирленген бұзылулар болатыны туралы жазылған. Оның үстіне апаоптоз жыныстық жасушалардың зақымдануына әкелген [130]. Сондай-ақ, ұрық түтікшелерінің де  зақымдануы болатыны анықталған [131].
Сперматогенез 0,5-тен 5 Гр дейінгі дозада бұзылуы мүмкін. Сәулелеу дозасы 5 Гр-ден асса ауыр қайтымсыз салдарға әкеледі [132]. Морфологиялық зерттеулер сәулеленудің шағын дозасының (0,25 және 1 Гр) әсер етуі тышқандардың сперматогенді эпителийінде сперматогенді жасушалар санының азаюы және көп ядролы сперматоциттер мен сперматидтердің көбеюі түріндегі терең өзгерістер туғызатынын көрсетті. Көп ядролы жасушалардың пайда болуы сперматогенездің кейбір сатыларында жасушалардың кеш пісіп жетілуін және дифференциациясын көрсетеді [133].
Сперматогенездің көптеген ерекшеліктері адамдар мен зертханалық жануарларда, әсіресе тышқандар мен егеуқұйрықтарда өте ұқсас [134]. Егеуқұйрықтарда сәулеленумен байланысты жедел әсерлер экспозициядан кейін бірнеше сағаттан, ал кеш әсерлер 10 аптадан кейін пайда болған [135].
Иондаушы сәулеленудің жоғары дозасын алған Чернобыль апатының  [136] ликвидаторларында 10-15 жыл өткен соң жүргізілген зерттеулерде аталық без тініндегі өзгерістер анықталған. Түтікшелердегі патологиялық өзгерістер 10-20 Гр дозада әсер еткеннен кейін пайда болды. Ұрық түтіктеріндегі лимфоидты инфильтрация апаттан 5 жыл өткен соң анықталды. Лимфоидты инфильтрат 20-30 Гр дозадағы сәуле әсерінен кейін 10-15 жыл өткен соң интерстициальды тінде табылды.
Бұдан әрі ультрақұрылымдық, иммуногистохимиялық және молекулалық зерттеулер иондаушы сәулелену ерлердің репродуктивті жүйесінің ақауларына және бедеулікке әкелетінін көрсетті [137, 138].
Тағы бір зерттеулерде [139], жаңа туған егеуқұйрықтардың бүйрегінде және аталық безінде (4-5 күн) ) 2 күннен кейін 4, 6, 8 және 24 сағат 5 Гр дозада бүкіл денені рентгендік сәулелендіру гендердің экспрессиясына, апоптозға және Bcl-2 мен p53-ке байланысты пролиферацияға әкеледі. Апоптоз 4 сағаттан кейін аталық безде, 6 сағаттан кейін бүйректе анық көрініс береді.
19 күн бойы егеуқұйрықтарды шағын дозадағы гамма сәуле әсеріне ұшыратқаннан кейін Сертоли жасушаларының әр түрлі параметрлері (жасушалар саны, андроген байланыстыратын ақуыз, трансферрин, ингибин, фолликулды ынталандыратын гормон) зерттелді. Дифференциацияланған жыныс жасушалары гамма-сәулелердің негізгі нысаны болып табылады, бұл жыныс жасушаларының барлық түрлеріне тұрақты және қайтымсыз әсер ете отырып жетілудің төмендеуіне әкеледі [140]. Осылайша, қосымша этиологиялық факторлардың болуы, мысалы, иондаушы сәулеленудің созылмалы шағын дозалары, аталық без бен қуық асты безіндегі канцерогенездің және басқа патологиялардың прогрессиясына алғышарт болып табылады.

1.4 Аталық без бен қуық асты безі тіндерінің сәулелену әсерінен зақымдануы кезінде гендердің мРНҚ экспрессиясы деңгейінің өзгеруі
Қазіргі уақытта ішкі және сыртқы иондаушы сәулеленудің әр түрлі әсері кезіндегі қуық асты безі обырынан болатын ауру мен өлім бойынша статистикалық мәліметтердің артуына байланысты ғылыми зерттеушілердің бұл мәселеге қызығушылығы жоғарылап отыр [141-145].
Әдеби көздерді талдау нәтижесі дәлелдегендей кіші жамбас қуысы мүшелерінің қатерлі ісіктерінің сәулелік терапиясы кезінде, емделушілерде аталық без және сау тіндердің де сәуле әсеріне ұшырау қаупі жоғары, сонымен қатар олардың қызметінің бұзылуына да әкеледі [146].
Геномды сақтау үшін сперматогенезді сенімді қолдау жүйесі маңызды; алайда ерлерде фертильділікке қоршаған орта факторлары, химиялық, физикалық және басқа да факторлар оңай әсер етуі мүмкін. Сүтқоректілердің аталық бездері радиосезімтал екені белгілі, бірақ сперматогенездің иондаушы сәуленің шағын дозасымен шақырылатын қаупінің негізгі молекулалық механизмдері анықталмаған  болып отыр [147].
Иондаушы сәулелену молекулалық деңгейде елеулі зақым келтіре отырып гендік экспрессияның өзгеруін тудырады, бұл ұзақ мерзімді теріс салдарға әкеледі [148, 149].
Авторлар әр түрлі сәулелену түрлерінің адамның қуық асты безі аденокарциномасы жасушаларындағы толық геномдық гендерінің экспрессиясына әсерін зерттеді [150] және сәулеленген жасушалардың тағдыры сигналдық жолдардың желісімен басқарылатынын анықтады.
Әр түрлі жасушалар типтерінде радиацияға сезімтал гендерді анықтау сәулеленуден туындаған физиологиялық реакциялардың негізінде жатқан молекулалық механизмдерді түсінуге және сәулелік терапиядан өтіп жатқан пациенттердің қалыпты тіндерінің радиациялық сезімталдығын болжауға мүмкіндік береді. Гендер экспрессиясының өзгерісін анықтау мүмкіндігі ісіктің терапияға реакциясын болжай алатын молекулалық маркерлерді іздеуге итермеледі. Жасушалардың иондаушы сәулеге қалай жауап беретіні туралы білімнің дамуы ісіктерге жүргізілетін сәулелік терапияны жақсарта отырып, жаңа тәсілдерді жасап шығаруға мүмкіндіктер ашады. Сонымен қатар, радиологиялық апаттан зардап шеккен адамдарға мониторинг жүргізу үшін биомаркерлердің болуы өте құнды болар еді. Иондаушы сәуле әсерінен кейін гендердің экспрессиясын зерттеу биодозиметрияның потенциалды молекулалық маркері бола алады [151].
20-шы ғасырдың соңғы онжылдығына дейін, әдетте, иондаушы сәулеленудің негізгі биологиялық әсері метаболикалық ретке келтіру процестерімен дұрыс қалпына келтірілмеген, сәуле әсер еткен жасушаларда пайда болатын ДНҚ зақымдануының тікелей салдары ретінде туындайды деп есептелді [152]. Алайда, генетикалық өзгерістер тек тікелей сәулеленген жасушалармен шектеледі деген түсінік иондаушы сәуле әсері жасушаның өлуі, оттегі  (ROS) және азоттың (RNS) белсенді формаларының өндірілуі,  ДНҚ екі тізбекті үзілістері (DSB),  мутациялар, хромосомалық аберрациялар және микронуклеус индукциясы, геномдық тұрақсыздық және иондаушы сәуленің тікелей әсеріне ұшырамаған жасушалардағы гендік экспрессияның өзгеруімен қоса көптеген маңызды биологиялық әсерлерді тудыруы мүмкін екендігін көрсеткен зерттеулермен жоққа шығарылды [153-156].
Әдеби дереккөздерден белгілі болғандай, аталық бездегі гендер экспрессиясының өзгеруі иондаушы сәулелену немесе химиялық заттардың әсерінен болған аталған мүшенің функционалдық бұзылыстарын анықтау үшін пайдалы маркер болып табылады [157-159].
Қуық асты безі андрогенге тәуелді ағза екенін және қуық асты безі обырын бастапқыда андрогенді айырумен емдеуге болатынын ескере отырып [160], андрогендермен байланысты гендердің генетикалық варианттары осы аурудың генетикалық қауіп факторларын іздеудің басты бағыты болды [161].
Стероидты гормондар әр түрлі, олар холестерин болып табылатын жалпы прекурсорлық субстраттан синтезделеді. Осылайша, стероидогенез холестериннің митохондриялық мембрана арқылы тасымалдануынан басталады, бұл процесс стероидты гормондардың биосинтезіндегі шектеулі саты болып есептелетін, жедел реттеуші стероидогенді ақуыз (StAR) арқылы жүзеге асады. Кейіннен холестерин P450 цитохромының (P450scc, Cyp11a1 генінің өнімі) бүйірлік тізбегінің ыдырауы арқылы прегненолонға айналады; прегенолон цитозолға таралады және тегіс эндоплазмалық торда прогестеронға, содан кейін 3 &beta-дан андростендионға айналады, гидроксистероид дегидрогеназа (3β-HSD, Hsd3b1 генінің өнімі). Содан кейін 17β-гидроксистероид дегидрогеназа (17β-HSD, Hsd17b3 генінің өнімі) андростендионның стероидогенді процестің негізгі соңғы өнімі болып табылатын тестостеронға айналуын катализдейді. Осылайша, тестостерон 5α-редуктаза арқылы (5α-Red, Srd5a генінің өнімі) неғұрлым күшті андроген 5α-дигидротестостеронға немесе P450 (P450 aro, Cyp19a1 генінің өнімі) цитохромының ароматазасы арқылы 17β-эстрадиолға айналуы мүмкін.
Сертоли мен Лейдиг интерстициальды жасушалары шығаратын тестостерон сперматогенезге жетілдіруші әсер етеді. Көптеген зерттеулерде тестостерон терапиялық жұмыстар кезінде нашарлаған функцияны анықтау үшін қолданылған, себебі радиациялық әсерден кейін қандағы тестостерон деңгейі төмендейтіні анықталған [162].
Талданған әдебиет деректеріне сәйкес, аталық және қуық асты безі тіндерінде бірнеше ген анықталды, олардың әрекеті жоғары дозадағы сыртқы сәулелендіру кезінде қуық асты безі обырының дамуымен байланысты болды: HSD3B1, CYP17A1 және т.б [163].
CYP11A1 - бұл ген Р450 цитохромының ферменттерін кодтайды. Аталған ақуыз ішкі митохондриялық мембранада орналасқан және холестериннің стероидты гормондардың синтезіндегі бірінші және шектеуші қадамы - прегенолонға айналуын катализдейді.
CYP17A1 – р450 цитохромы туыстастығына жататын көп функциялы гидроксилаза типті фермент, аталық бездің Лейдиг жасушаларының және бүйрек үсті безінің қыртысының эндоплазмалық торында экспрессияланады. Ол 17α-гидроксилазалық және 17,20-лиазалық белсенділікке де ие. Гидроксилазаның белсенділігі глюкокортикоидтардың синтезіне қатысады, ал жыныстық гормондардың синтезінде гидроксилаза мен лизаның белсенділігі қажет [164]. CYP17A1 адамның қуық асты безі обырының жартысынан көбінде өте қатты экспрессияланады [165], бұл обыр жасушаларының жасушаішілік андрогенді синтездейтін көрсетеді. CYP17A1 қатерлі ісікке қарсы гормональды терапияны таңдау үшін биомаркер ретінде әрекет етуі мүмкін [166].
HSD3B1 - бүйрек үсті безінің рестрикциялық аллелі және дегидроэпиандестеронның андростендионға айналуын катализдейді [167]. HSD3B1 сонымен қатар тестостеронның биосинтезіне қатысады [168]. Бұл кезде түзілген андростендион қуық асты безінің ісіктік процестеріндегі рөлі белсенді талқыланып жүрген  андрогендердің белсенді формасының түзілуі үшін негізгі субстрат болып табылады [169]. 
StAR - осы генмен кодталған ақуыз холестериннің прегенолонға айналуын күшейту арқылы стероидты гормондар синтезін жедел реттеуде шешуші рөл атқарады. Бұл ақуыз холестериннің сыртқы митохондриялық мембранадан ішкі митохондриялық мембранаға тасымалдануына ықпал етіп прегенолонға айналуына мүмкіндік береді.
Сlu – бұл генмен кодталған ақуыз - белгілі бір стресстік жағдайларда жасушаның цитозолында да табылатын шаперон. Ол жасушаның өлуі, ісіктің прогрессиясы және нейродегенеративті бұзылулар сияқты бірнеше ірі биологиялық жағдайларға қатысады деген болжам бар.
Сldn11 - бұл генмен кодталған ақуыз орталық жүйке жүйесіндегі (ОЖЖ) миелиннің негізгі компоненті болып табылады және олигодендроциттердің көбеюі мен орын ауыстыруын реттеуде маңызды рөл атқарады.Тышқандарға жүргізілген зерттеулер геннің жетіспеушілігі кереңдік пен аталық бездегі Сертоли жасушаларының фенотипінің жоғалуына әкелетінін көрсетті. Бұл ақуыз қан мен аталық безі арасындағы тосқауылдағы тығыз байланысқан ақуыз болып табылады, ал аталық безіндегі бұзылыстар осы геннің дисфункциясымен байланысты.
SPAG4 - сперматозоидты ақуыз, сыртқы тығыз ұлпасының ақуызын байланыстырады, манжеттің және аксонеманың микротүтікшелерінде орналасады. SPAG4 экспрессиясы қатерлі ісіктің клиникалық маңызды маркері болып табылады.
ZPBP (байланыстырушы ақуыз Zona Pellucida) ақуызды кодтайтын ген болып табылады. ZPBP-мен байланысты ауруларға сперматогенді жетіспеушілік жатады.
PSP94 (қуық асты безінің секреторлық ақуызы-94), β-микросеминопротеин немесе қуық асты безінің ингибин тәрізді ақуызы ретінде белгілі. Молекулалық массасы 10,7 кДа болатын 94 аминқышқылынан тұратын шағын гликозилденбеген пептид және қуық асты безінің негізгі секреторлық ақуыздарының бірі болып табылады. Қуық асты безі шығаратын басқа ақуыздар сияқты PSP94 осы мүше эпителийінің қатерлі емес немесе қатерлі бұзылулары кезінде қанда анықталуы мүмкін және оны сарысудан датабуға болады. PSP94 қуық асты безі эпителийінен ғана синтезделмейді, ақуыз асқазан-ішек және тыныс алу жолдары сияқты репродуктивті емес мүшелерде де анықталуы мүмкін, әсіресе асқазанның шырышты қабаты ерекше жоғары экспрессия көрсетеді. Бірқатар зерттеулер қуық асты безі обыры гормонға тәуелдіден гормонға тәуелсіз күйге ауысқанда PSP94 экспрессиясының біртіндеп төмендейтінін көрсетті, өйткені, қуық асты безінің метастаздық қатерлі ісігінде PSP94 өндірілмейді. Бұл дифференциалды экспрессия PSP94 ақуызын қуық асты безі обырының болжамды клиникалық маркері ретінде пайдалануға мүмкіндік береді және қуық асты безінің агрессивті обыры бар науқастардан ажыратуға көмектеседі. Жақында жүргізілген зерттеу PSP94 қан сарысуы мен ұрық плазмасындағы тығыз корреляциясын көрсетті, бұл PSP94-ті қуық асты безінің секреторлық қызметінің сарысулық маркері ретінде қолдануға болатынын растайды.
Осылайша, репродуктивті органдардың сәулелену әсерінен болатын зақымдануын ерте болжау иондаушы сәулеленуге ұшыраған науқастарда алдын алуға және емдеуге көмектеседі. Эксперименттік зерттеулер көрсеткендей, бұл гендердің экспрессиясы ЖСА тудыратын дозадағы сыртқы сәулелену жадайында зерттелді, бірақ шағын дозада ингаляциялық ішкі сәулелену кезінде бізге қол жетімді әдебиеттерде аталық бездер мен қуық асты бездерінің гендерінің экспрессиясы туралы деректер табылмады. Сондықтан иондаушы сәулеленудің ингаляциялық әсері кезінде осы гендерінің экспрессиясын зерттеу аталған мүшелердің зақымдалуын болжауға мүмкіндік береді.
Қазіргі уақытта сәулелік терапия әдістері үздіксіз жетілдірілуіне байланысты, бұл әсіресе тіндердің зақымдалуын ерте болжау және асқынуды бақылауды қамтамасыз ету үшін, сонымен қатар науқастардың өмір сүру сапасын жақсарту жұмыстарында маңызды болып табылады.


2 ЗЕРТТЕУ МАТЕРИАЛДАРЫ МЕН ӘДІСТЕРІ

2.1 Зерттеу нысанына жалпы сипаттама және олардың топтар бойынша бөлінуі
[bookmark: _GoBack]Эксперименттік зерттеу Wistar  тұқымдасына жататын, 216, ақ, он апталық, аталық зертханалық егеуқұйрықтарға жүргізілді. Олар М.Айкимбаев атындағы (Алматы қаласы) аса қауіпті инфекциялар ұлттық ғылыми орталығынан алынды, орташа салмақтары 212 г (95% СИ: 198-215) құрады. Егеуқұйрықтардың ағзалары мен тіндерінің химиялық құрамы және тығыздығы адам организміне сәйкес келетіндігі оларды эксперименттік үлгі ретінде алуға негіз болды [170]. Зерттеу дизайні – эксперименттік.
Іріктеу көлемі «Power and Sample Size Analysis» бағдарламасын пайдаланып анықталды. Біздің жағдайымызда зерттеу топтары 6, әсер шамасы – 0,25, қуаттылығы – 0,8, маңыздылығы – 0,05 көрсетті. Экспериментке қажетті егеуқұйрықтар саны 216 болды (1 сурет).
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Сурет 1 – экспериментке қажетті егеуқұйрықтарды іріктеу көлемін анықтауға арналған «Power and Sample Size Analysis» нәтижесі

Ғылыми зерттеу жұмысына Жапония (JSPS  KAKENHI №26257501 және №24310044 грант, Жапония) және Ресей (А.Ф. Цыб атындағы медициналық радиологиялық ғылыми орталығы – Ресей Федерациясы денсаулық сақтау министрлігі Ұлттық медициналық  радиологиялық зерттеу орталығы) ғалымдары  аспаптық өлшеулер, калибрлеу және ішкі дозаларды есептеу жұмыстарында қолдау көрсетті. 
Эксперимент Еуропалық Парламенттің ғылыми мақсатта қолданылатын жануарларды қорғау жөніндегі 2010 жылғы 22 қырқүйектегі директивасына [171] сәйкес, «Семей медицина университеті» КеАҚ жанындағы этика комитетімен қарастырылып бекітілді (28.11.2019 ж. №3.1 хаттама, Г қосымшасы). Жануарларға экспериментті жүргізу және одан шығару Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрлігінің 2007 жылғы 25 шілдедегі №442 «Қазақстан Республикасында клиникаға дейінгі, биомедициналық эксперименттер мен клиникалық зерттеулерді жүргізу» ережесіне [172] сәйкес жүргізілді. 
Жануарлар «Семей медицина университеті» КеАҚ ғылыми-зерттеу зертханасы орталығының вивариында негізгі диета мен ағынды суға еркін қол жеткізе отырып, барлық қажетті ингредиенттері бар арнайы зертханалық жануарларға арналған (ssniff) теңдестірілген жеммен қоректендірілді.
Егеуқұйрықтар салынған контейнерлер қатаң белгіленген уақытта дезинфекциялық өңдеуден өтті және аптасына 3 рет (дүйсенбі, сәрсенбі, жұма) олардың салмақтары өлшенді. Бөлме температурасы (20-22°C), салыстырмалы ылғалдылық (шамамен 40-60%) күнделікті белгіленіп алынды, ал деректер апта сайын өңделді.
Тәжірибелік жануарларды 220 км қашықтықтағы «Байкал-1» ғылыми-зерттеу зертханасына тасымалдау қажеттілігін ескере отырып, ұстау жағдайларының теңдігін қамтамасыз ету үшін барлық топтағы жануарлар екі бағытта бірдей тасымалданды, морфологиялық және биохимиялық зерттеулердің уақыты топтар арасында айырмашық болған жоқ.
Эксперимент әрқайсысында 108 егеуқұйрық қатысқан жиыны 2 сериядан тұрды. Сыртқы және ішкі сәулемен әсер еткеннен кейін егеуқұйрықтар 3-ші және 60-шы тәулікте зерттеуге ұшыратылды. Бұл мерзімдердің таңдалу себебі әлемдік тәжірибеде организмге радиация немесе химилық заттардың әсерін анықтау кезіндегі мақсат, олардың уақытқа байланысты жедел және алшақ кезеңдегі көріністерін білу болып келеді. Сондықтан әлемдік тәжірибеде егеуқұйрықтарды нақты бір уақыт аралығында зерттейді. Бұл жұмыста 3-ші күн жедел әсерді, ал 60-шы күн сәулеленудің алшақ кезеңдегі әсерін анықтау үшін қолданылды.

Кесте 1 – Эксперименттік тортардың сипаттамасы
	
	
Топ № 
	
Доза, 95% СИ, Гр
	Егеуқұйрықтардың жалпы саны (n)
	Зерттеу кезеңі

	
	
	
	3 күннен кейін (n)
	60  күннен кейін (n)

	56Mn×1
	41±8 мГр
	n=36
	18
	18

	56Mn×2
	91±3 мГр
	n=36
	18
	18

	56Mn×3
	100±10 мГр
	n=36
	18
	18

	60Co
	2 Гр
	n=36
	18
	18

	MnO2
	-
	n=36
	18
	18

	бақылау
	-
	n=36
	18
	18

	                                          216



Бірінші топ (n=36) жануарлары нейтронды-бенсендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен ингаляцияланды. Бұл топ үшін жылулық нейтрондардың флюенсі 4×1014 н/см2 құрады. Зерттеу жұмысының бұл сатысы ҚР, Курчатов қаласындағы РМК «Қазақстан Республикасы Ұлттық ядролық орталығының» «Байкал-1» ЗРК базасында жүргізілді. «Байкал-1» – бұл реактор құрылысы мен атом энергетикасында қолданылатын әртүрлі материалдардың үлгілерін радиациялық зерттеуге, сондай-ақ әр түрлі объектілерді сәулелендіріп эксперименттер жүргізуге арналған бериллий шағылтқышы бар су модерацияланған гетерогенді жылулық нейтронды реактор [173]. Нейтронмен белсендірілген 56Mn ұнтағымен эксперименттік жануарларды ингаляциялау үшін арнайы жасап шығарылған (ЭҚ) эксперименттік құрылғы қолданылды [174]. Эксперименттік құрылғының артықшылығы – ол екі бөліктен тұрады: биологиялық объектілерге арналған контейнер мен ауаны жеткізуге және шашылған ұнтақты биологиялық объектілерге арналған контейнерде қалқыған күйде ұстап тұруға арналған контейнер-стенд; ауа мен ауа-ұнтақ суспензиясының қажетті айналымын қамтамасыз ету үшін контейнер түбінде саңылаулар және қақпағында Петрянов сүзгісі орнатылған. ЭҚ ИВГ.1М реакторының орталық ұяшығының физикалық эксперименталды каналының корпусына (бұдан әрі - ФЭК) орналастырылды. ЭҚ жұмыс аймағы - атмосфералық ауа болып табылады.

                                                       
                                                             [image: ]

Сурет 2 – жануарлары нейтронды-бенсендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен ингаляциялау процесі

Марганец диоксиді (MnO2) - салмағы 100 мг болатын ұсақ дисперсті ұнтақ және түйіршіктің көлемі шамамен 3 мкм құрайды. Салмағы 100 мг бүркілетін ұнтақты нейтронды белсендендіру ИВГ.1М реакторында (қуаттықлық деңгейі 10 кВт) 40 минут ағымында жүргізілді. Сәулелендірудің соңында 56Mn ұнтағының белсенділігі 2,75×108 Бк (7,43 мКи) болды, бұл физикалық интеграл 1949 ж. Жапонияның Хиросима қаласындағы атом бомбасы жарылысы кезіндегі нейтрондық өлшемге шамалас болып келеді [175, 176].
Сәулелендіру аяқталғаннан кейін белсендірілген марганец ұнтағы (56Mn) реактордың ФЭК шығарылып, қорғалатын контейнерге салынып, әрі қарай ол зерттелетін биологиялық объектілер орналасқан бөлмеге жеткізілді.
Екінші топ (n=36) жануарлары да нейтронды-бенсендірілген марганец (56Mn) ұнтағының ингаляциялық әсеріне ұшыратылды. Бұл топ үшін жылулық нейтрондардың флюенсі 8×1015 н/см2 құрады.
Үшінші топ (n=36) жануарлары да жылулық нейтрондардың флюенсі 1,2×1015 н/см2 болатын, нейтронды-бенсендірілген марганец (56Mn) ұнтағының ингаляциялық әсеріне ұшыратылды.
Төртінші топ (n=36) егеуқұйрықтары Семей қаласының ядролық медицина және онкология орталығының радиология бөлімінде чех радиотерапиялық «Teragam K–2 unit» (UJP Прага, Чехия) қондырғысының көмегімен, қуаты 2,6 Гр/мин болатын, сыртқы γ-сәулесінің (60Co) бірреттік дозасымен (2 Гр) сәулелендірілді. Ол үшін эксперименттік жануарларды сәулелендіруге топометрлік және дозиметрлік дайындау әдісі жасалды. Экспозиция кезінде жануарлар әр егеуқұйрық үшін бөлек бөлімдері бар арнайы жасалған органикалық шыны қораптарға орналастырылды [177]. Сәулелендіру қораптың жоғарғы (1 Гр) және төменгі (1 Гр) беттерінен жүргізілді. SSD – 97.2 см, SAD – 100,0 см, радиусы 40х40 см, t=354с. 60Co сәулесінен шығатын дозаны өлшеу үшін радиофотолюминесцентті шыны дозиметрлер (GD-302M) қолданылды. (Chiyoda Technol Co., Токио, жапония).
Бесінші топ (n=36) жануарлары нейтронды-белсенді емес марганец диоксидімен (MnО2) ингаляцияланды. Марганец диоксидін (MnO2) бүрку процесі контейнерде 1 сағат ішінде жоғарыдағы әдіс тәрізді жүргізілді.
Алтыншы топ (n=36) бақылау тобы болды, олар интакттілі егеуқұйрықтардан тұрды.

2.2 Зерттеу әдістері
Барлық зерттеу (нейтронмен белсендірілген марганец ұнтағы (56Mn), нейтронды белсенді емес марганец диоксидімен (Mn02) ингаляцияланған және γ-сәуленің әсеріне (60Co) ұшыраған топтар) және бақылау тобындағы егеуқұйрықтардың аталық және қуықасты безіндегі гендердің экспрессиясын анықтау үшін жануарлар 3 және 60-күндері изофлуранды (Fujifilm Wako Pure Chemical Co., Токио, Жапония) қолдану арқылы эвтаназияға ұшыратылды. Зерттеудің әр кезеңінде зерттелетін мүшелердің массасы электронды тазазымен өлшенді. 

2.2.1 Аталық без және қуық асты безі тінінің гомогенатын алу және сақтау
Тіннен mRNA бөліп алу үшін аталық безі мен қуық асты безі тінінің бөліктері RNA Save ерітіндісінде (Biological Industries Ltd., Beit Alfa, Израиль) сақталды. RNA Save ерітіндісі – сулы, токсикалық емес, тіндік және жасушалық ерітінді, ол тіннен ары қарай РНҚ бөліп алғанға дейін оны сақтауға арналған. RNA Save ерітіндісінде үлгілерді -20С немесе -800С температурада шексіз, РНҚ бұзбай сақтауға болады.
Зерттеуге алынған тіндердің үлгілерін 0,5 см бөліктерге бөліп, RNA Save ерітіндісіне саламыз. Үлгілер RNA Save ерітіндісінде 4°C температурада тоңазытқышта бір түнге қалдырылды, келесі күні -20°C температурадағы мұздатқышқа жіберілді.

2.2.2 Эксперименттік егеуқұйрықтардың аталық безі мен қуық асты безі тіндерінен мРНҚ фракциясы бар жалпы РНҚ-ны бөліп алу
Зерттеу жұмысының бұл сатысы Жапонияның Хиросима Университетінің молекулярлы – генетикалық зертханасында жүргізілді. 
Барлық гендік экспрессиялық талдаулар барысында бөлініп алынған РНҚ-ның тазалығы шешуші мәнге ие. Гендерді сандық бағалау кезіндегі алғашқы саты жасушадағы жалпы РНҚ-ны немесе таза мРНҚ-ны алу болып табылады. Нақты уақыттағы КТ-ПТР-ның диагностикалық тұрғыдан сәтті және сенімді қолданылуы үшін жоғары сапалы, ДНҚсыз және бұзылмаған РНҚ қажет.
Тазартылған РНҚ алу ақуыздарды денатурациялайтын және жасушалық рибонуклеазалардың белсенділігін жоятын еріткіштермен экстракциялаудан басталады. Тіндердің гомогенаттары фенолға қаныққан буфер көмегімен өңделеді. Ары қарай центрифуганы пайдаланып су және фенолды фазалар бір-бірінен ажыратылады. Сулы фазасы бар РНҚ-ны фенолды буфер арқылы қайтадан экстракциялайды, ал РНҚ-ның әр түрін сулы фазадан спирт пен тұз тұндырады (Bustin, S.A. A-Z of Quantitative PCR (IUL Press, La Jolla, California, 2004)).

Жалпы РНҚ-ны Isogen II көмегімен бөліп алу
«RNA Save» ерітіндісінде сақталып тұрған аталық без және қуық асты безі тіндерінің үлгілерінен Isogen II (Nippon Gene Co., Токио, Жапония) қолданып жалпы РНҚ бөлініп алынды. 
Жалпы РНҚ-ны бөліп алу бойынша хаттама
1. Микроцентрифугалық пробиркаға 0,7 мл Isogen II ерітіндісін құйып,  оның үстіне 25-50 мг тіннің үлгісін саламыз да гомогендейміз. Ары қарай оның үстіне 0,28 мл дистилденген су қосып 15 секунд шайқаймыз да 10-15 минутқа қалдырамыз.
2. Бөлме температурасында 15 минут ағымында 12000 хg центрифугалаймыз және тұнбаға түскен сұйықтықты таза пробиркаға ауыстырамыз.
3. Изопропанол қосып, 15 секунд вортекс. Бөлме температурасында 10 минутқа қалдырамыз.
4. Бөлме температурасында 10 минут ағымында 12000 хg центрифугалаймыз.
5. Сүзу арқылы супернатантты алып тастаймыз.
6. 0,35 мл 75% этанол қосып, 15 секунд араластырамыз. 
7. 2 минут ағымызда 8000 xg центрифугалаймыз.
8. 5-7 пунктті қайталаймыз.
9. Сүзу арқылы супернатантты алып тастаймыз. Этанол буланып кетуі үшін  2-3 минутқа қалдырамыз (гранулаларды толығымен кептіруге болмайды, олар ылғалдау күйде болуы керек)
10. 50 мкл құрамында РНКаза жоқ су қосамыз. 15 секунд вортекс. Гранулаларды толығымен ерітеміз.
11. РНК концентрациясын өлшейміз. 

2.2.3 мРНК концентрациясын анықтау
РНҚ-н сандық бағалау сәйкес әдісті қолдану арқылы жүзеге асырылды. Спектрофотометр Nanodrop (A варианты) бір мезгілде онға дейінгі үлгіні сандық талдау үшін қолайлы әдіс екені белгілі.
Nanodrop TIMING (A) 1 мл дистилденген сумен жүйені сөндіргеннен және нөлге түсіргеннен кейін бір сынамаға 2 минут кетеді, датчикке 1 мл РНҚ құйылады, құрылғы РНҚ концентрациясын автоматты түрде есептейді. Nanodrop ND-1000 спектрофотометрі (260/280 нм) концентрациясы 2 нг/мл-ден 3000 нг/мл-ге дейін болатын 1 мл сынамаларды сұйылтусыз өлшей алады.
КТ-ПТР – бұл кешенді талдау болып табылады және реакцияның барлық физикалық және химиялық компоненттері өзара тәуелді. Кері транскрипция сатысы бар полимеразды тізбекті реакция (КТ-ПТР) – көбінесе тіндердің шектеулі үлгілерінен алынатын төмен деңгейлі мРНҚ-ны анықтаудағы  ең сезімтал әдіс.
Нақты уақыттағы сандық ПРТ үш сатылы кешеннен тұрады:
· кері транскриптаза (КТ) - РНҚ-ның кДНК-ға тәуелді  конверсиясы;
· ПТР-ны пайдаланумен кДНК амплификациясы;
· нақты уақытта  амплификация өнімдерін табу және сандық анықтау.
РНҚ ПТР үшін матрица ретінде бола алмайтындықтан, КТ-ПТР талдауының бірінші сатысы РНҚ матрицасын кДНҚ-ға кері транскрипциялау, одан кейін оны ПТР реакциясында экспоненциалды амплификациялау болып табылады. Кері транскрипциялық полимеразды тізбекті реакция (КT-ПТР) – көбінесе шектеулі тін үлгілерінен алынатын мРНҚ төмен деңгейлерін анықтаудың ең сезімтал әдісі болып табылады.

2.2.4 Эксперименттік егеуқұйрықтардың мРНК гендері (Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1, StAR,Cld11, Clu, Spag4, Zpbp, PrstC3, CRP1, KS3, PSP94) үшін кері транскрипция
кДНҚ-ның бірінші тізбегі 3 г жалпы РНҚ-ны 100 бірлікпен инкубациялау арқылы синтезделді. Біз Rever Tra Ace транскриптазасын (Toyobo Co., Осака, Жапония) pdN 6 гексамерлері мен 5 pmol oligo-dT праймерлері бар 20 пмоль қоспасымен қолдандық (15) (Takara Bio Inc., Kusatsu, Жапония).
1. Микробайланыс түтіктерінде РНҚазадан бос, әрқайсысы 10 мкл үлгі РНҚ концентрациясын стерильді сумен 0,1-0,5 мкг / мкл дейін реттедік.
2. 2 мкл oligo-dT (0,125 мкг / мкл) қосатық.
3. 10 минут 70°C, сосын 4°C инкубацияладық.
4. Төменде көрсетілгендей КТ негізгі қоспасын дайындап, 13 мкл қостық.
Мастер-микс
5x КТ буфер 5 мкл
0,1 М DTT 2,5 мкл
2,5 мМ dNTP 4 мкл
RNasin 0,5 мкл
200 U / мкл MMLV ОТ 1 мкл
5. 60 минут 370С, сосын 10 минут 900С инкубацияладық. Оны 40C дейін салқындаттық.
6. 50 мкл TE8 қосып, араластырдық.
Реактивтер:
І) Oligo-dT: Oligo (dT) 12-18 праймер. Invitrogen 18418-012 (0,5 мкг/мкл, 25 мкг). 0,1мкг/мкл болу үшін 200 мкг DEPC-DW қостық.
ІІ) Кері транскриптаза: M-MLV RT, құрамында 0,1 М DTT бар Invitrogen 28025-013 (200 U/мкл, 40.000U) және 5xRT буфер
ІІІ) 2,5 мМ dNTP: тең көлемдегі 10 мМ dNTP аралстырдық, dNTP (dNTP жиынтығы, әрқайсысы 10 мкмоль / 100 мМ, Promega U1330)
ІV) РНКаза ингибиторы: RNasin Plus (40u / ul), Promega N2611 2500u x5
Сандық ПТР құрылғысының көмегімен  (Step One Plus (Applied Biosystems/Life Technologies Co.) KAPA SYBR Fast qPCR Kit (Kapa Biosystems, Inc., Woburn, MA, USA) қолданып кДНК-ны өлшеуді жүргіздік. Аталық без гендерінің мРНК үшін праймерлердің жиынтығы (2 кесте) көрсетілген. Қуық асты безінің секреторлық ақуыздарына арналған Q-ПТР праймерлері бұрын сипатталған [178].

2.2.5 KAPA Sybr greenTag-пен нақты уақыттағы ПТР
1. Стандартты ерітінді
1) егер қол жетімді болса толық өлшемді кДНК, немесе
2) ПТР-ның экстрагирленген өнімі
Стандартты кДНК-ны 0,01 мкг / мкл ~ 100 мкг / мкл сұйылттық
2. Sybr KAPA Taq-пен ПТР
1) Біз бір ұңғыма үшін негізгі қоспаларды дайындадық
2xPCR-буфер 6,5 мкл
Дистилденген су 7,4 мкл
ПТР-праймерлері (20 мкМ) 0,2 мкл, әрқайсысы Rox-бояғыш 0,15 мкл
2xSybr KAPA Taq 3,5 мкл
2) 96 ұңғыма бар ПТР пластинасының әрбір ұңғымасына 2 мкл стандарттан салдық
3) 18 мкл немесе алдын ала араластырдық
* Буфер 2xPCR 20 мМ TrisHCl (pH 8,3) / 100 мМ KCl / 3 мМ MgCl2

Сандық талдау алдында ПТР өнімдері бөлек дайындалды және гель электрофорезі көмегімен тазартылды (Fasmac Co., Ltd. (Atsugi, Japan)). ДНҚ тізбегі капиллярлық ДНҚ реттегіш көмегімен расталды (310 Genetic Analyzer; Applied Biosystems / Life Technologies Co.).
Бөлініп алынған фрагменттер сандық бағалау үшін стандарт ретінде пайдаланылды. ПТР-дің негізгі шарты 30 секундтық бастапқы денатурация болды, содан кейін 95°C температурада 5 с 40 цикл және 60°C температурада 35 с. Өлшенген мРНҚ деңгейі β-актиннің мРНҚ деңгейіне қатысты қалыпқа келтірілді [178].

Кесте 2 – КТ-ПТР сандық әдісімен (Кері транскрипция сатысымен Полимеразды тізбекті реакцияның сандық әдісі) талдау кезінде қолданылған праймерлер

	
Гендер

	GenBank-тегі кезектілік жазбаның бірегей идентификаторы
	Таңдалған праймерлердің (5 '-> 3') кезектілігі

	
	
	Тура
	Кері

	Cyp11a1 
	NM_017286
	TCCTCCCTGGTTACGTGCAG
	GCAGAATAAGGAGCACCCCAG

	Cyp17a1 
	NM_012753
	CAGCCAGATCAGTTCATGCCT
	GACAAAGAGCTCCTGACGGG

	Hsd3b1 
	NM_001007719
	AGAGAGATCTGGGCTATGTGCC
	ACACCCAGAACCACATCCTTG

	StAR
	NM_031558
	ACCTGCATGGTGCTTCATCC
	GCTGGCGAACTCTATCTGGGT

	Cld11 
	NM_053457
	TCCTCCCTGGTTACGTGCAG
	GCAGAATAAGGAGCACCCCAG

	Clu
	NM_053021
	TGCTTCATTCCCTCCAGTCC
	TGGGTTGTCACTGTGGAGACC

	Spag4 
	NM_031792
	CCAAGCTGATGATGACGAGACT
	GGCCCCAGTTGCTTAAAATCT

	Zpbp
	NM_001025139
	TTCAGCAAGTGGAAGTCCTGG
	ACACAGCACTCAGGACACTTGG



2.3 Қан сарысуынан тестостерон деңгейін анықтау

Құрсақ қолқасы арқылы толық қан жинау (аутопсияның басында) әдістемесі:
1. Егеуқұйрықты анестезиялаймыз.
2. Егеуқұйрықты арқасымен тақтайшаға жатқызып, аяқтарын бекітеміз.
3. 70% этанолмен суланған мақтамен қан алатын жер терісін сүртеміз.
4. Төменгі бөлігін кесу арқылы құрсақ қуысын ашамыз.
5. Ішектің бір бөлігін қағаз сүлгі немесе дәке бөліктерін пайдаланып бір жаққа қоямыз.
6. Құрсақ қолқасының жалпы мықын артерияларына таралатын жерін табамыз.
7. Құрсақ қолқасының ұшына (төменгі) шприцпен инені енгіземіз. Инені құрсақ қолқасымен бірдей бағытта (көлденеңінен) енгізу керек.
8. Қанды жинау үшін шприцтің поршенін баяу тартамыз.
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Сурет 3 – Егеуқұйрықтардың құрсақ қолқасынан қан алу әдістемесі

Сарысудағы тестостерон деңгейін анықтау ELISA Kit жиынтығының көмегімен, (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA) компанияның нұсқаулығына сәйкес жүргізілді.

2.4 Нәтижелердің статистикалық талдауы
Деректер мәліметтерді статистикалық талдауға арналған 20 нұсқалы SPSS Statistics бағдарламасының көмегімен талданды. Деректерді визуализациялау үшін SPSS Statistics  бағдарламасының 20  және R 4.0.3 нұсқасы қолданылды.
Сандық мәліметтерді талдау үшін статистикалық критерийін таңдамас бұрын, графикалық әдістер мен Шапиро-Уилк статистикалық тестінің көмегімен таралудың қалыпты болуына тексеру жүргізілді. Деректердің қалыпты таралуы жөніндегі болжам тексеруден кейін қанағаттанарлық деп қабылданды.
Сипаттамалық статистика ретінде орташа арифметикалық және орташа шаманың стандартты қателігі пайдаланылды. Аталық без, қуық асты безі тіндеріндегі гендік экспрессияны, сонымен қатар қан сарысуындағы тестостерон деңгейін, дене салмағы мен аталық без салмағын салыстыру үшін ANOVA (Analysis of variance) статистикалық критериі қолданылды. Дисперсиялық талдауды орындау кезінде дисперсияның біркелкілігі Ливин статистикалық тестінің көмегімен тексерілді. Дисперсияның біркелкілігі жөнінде болжам қанағаттандырылмаған жағдайда, орташа мәндерді салыстыру үшін Уэлч және Браун-Форсайттың сенімді тесттері қолданылды. Бақылау тобымен салыстыру үшін апостериорлы талдау Даннеттің статистикалық тестінің көмегімен жүргізілді [179].
Айнымалылар арасындағы байланысты бағалау үшін Кендаллдың дәрежелік корреляция коэффициенті қолданылды.
0,05 мәні статистикалық маңызды деңгей ретінде қабылданды. Экспонирленген топтарды бақылаумен салыстыру кезінде бақылау тобына қатысты көрсеткіштердің төмендеуі болжамымен гипотезаларды біржақты тестілеу қолданылды. Сондай-ақ, дозалар мен зертханалық көрсеткіштер арасындағы байланысты бағалау кезінде теріс корреляция қабылданды.


3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ ЖӘНЕ ОЛАРДЫ ТАЛҚЫЛАУ

3.1 Аталық бездер мен қуық асты безінің ішкі сәулелену дозаларын анықтау нәтижелері
Радиобиологтар 56MnO2-мен ішкі сәулелеуден кейін әрбір органда жинақталған дозаны зерттеді [180]. Ішкі сәулелену дозалары экспериментальды жануарлардың мүшелері мен тіндеріндегі 56Mn белсенділігін өлшеу нәтижелері мен фотондар және электрондармен ішкі сәулеленудің сіңірілген фракцияларының есептелген мәндерінің негізінде бағаланды. 56Mn өлшенетін меншікті белсенділігі (өлшенетін орган немесе тін үлгісі салмағының бірлігіне Бк-де көрсетілген) әрбір 56Mn әсеріне ұшыраған топ үшін жартылай ыдырау кезеңін ескере отырып, жануарларды сәулелендіру басталған кезде қайта есептелді. Ішкі сәулеленудің жұтылған дозасы сәулелену басталуынан шексіздікке дейінгі уақыт аралығында өлшенді (яғни 56Mn толық ыдырауына дейін). Егеуқұйрықтар организмінде 56Mn физикалық ыдырауы MnO2 ұнтағының биологиялық қайта таралуына қарағанда айтарлықтай жылдамырақ болады деген болжам жасалды.
Радиобиологтардың зерттеу нәтижелері бойынша барлық дененің ішкі сәулелену дозалары 56Mn×1, 56Mn×2 және 56Mn×3 топтарында сәйкесінше 41±8, 91±3 және 100±10 мГр болды. Аталық бездер мен қуық асты безі үшін есептелген жұтылған доза 0,3 мГр (56Mn×1 тобы), 0,6 мГр (56Mn×2 тобы) және 1,0 мГр (56Mn×3 тобы) төмен болды (3 кесте).

Кесте 3 – Эксперименттік егеуқұйрықтардың аталық безі мен қуық асты безі тіндерінің ішкі сәулеленуден жұтылған дозасы

	
Мүшелер
	56Mn*1
	56Mn*2
	56Mn*3

	
	Доза, мГр
	Доза, мГр
	Доза, мГр

	Аталық без және қуық асты безі
	0,3
	0,6
	1,0

	Ішкі сәулелену дозасы
(барлық дененің)
	41±8
	91±3
	100±10



3.2 Зертханалық жануарлардың дене және аталық безінің салыстырмалы салмағына, тестостерон деңгейіне ингаляциялық нейтронды белсендірілген марганецтің (56Mn), белсенді емес марганец диоксидінің (MnО2) және сыртқы γ – сәуле (60Co) әсерінің (3-ші және 60-шы тәуліктегі) нәтижелері  
Радиобиологиялық зерттеулерді жүргізу кезінде жануарлардың дене салмағын ескеру қажет, себебі бұл көрсеткіш сәулеленуден туындайтын биологиялық әсерлерді жүзеге асыруда белгілі бір мәнге ие. Егеуқұйрықтардың дене салмағының 180 г-нан 350 г дейін жоғарылауы биологиялық әсердің төмендеуіне әкеледі [181]. Қойылған мақсатқа сәйкес егеуқұйрықтар нейтронды белсендендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен 41 мГр (56Mn×1), 91 мГр (56Mn×2), 100 мГр (56Mn×3) дозаларда ішкі сәулелеу, 2 Гр дозада сыртқы γ – сәуленің (60Co), сонымен қатар нейтронды белсендендірілмеген марганец диоксиді (MnO2) ұнтағымен әсер етуден кейін  3-ші және 60-шы күндері декапитацияға ұшыратылды, содан кейін олардың жалпы дене салмағы, аталық бездің жалпы салмағы өлшенді. 
Ғылыми зерттеу жұмысымызда егеуқұйрықтардың дене салмағына қатысты зерттеу нәтижелерін статистикалық талдау барысында эксперименттік жануарлар мен бақылау тобы жануарлары арасындағы көрсеткіштерде маңызды айырмашылықтар болған жоқ. Мәліметтер 4 кестеде келтірілген.
 Доза қуаттылығы жоғары сәулелендіру жасушалардың пролиферациясына кері әсерін тигізетіні және сперматогония жасушаларының және олардың кейінгі ұрпақтарының семуі және өлуін тудыратыны, осылайша аталық безінің салмағына теріс әсер ететіні жақсы белгілі [182]. Сондай – ақ аталық без салмағы тестостерон гормонымен реттелетін дифференциацияланған сперматогония, сперматоциттер мен сперматозоидтардың массасына байланысты екенін ғалымдар өз жұмыстарында дәлелдеген [183]. Статистикалық талдау барысында 3-ші және 60-шы тәулікте эксперименттік жануарлар (нейтронды белсендендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен 41 мГр (56Mn×1), 91 мГр (56Mn×2), 100 мГр (56Mn×3) дозаларда ішкі сәулелеу, 2 Гр дозада сыртқы γ – сәуленің (60Co), сонымен қатар нейтронды белсендендірілмеген марганец диоксиді (MnO2) ұнтағымен))  мен бақылау тобы жануарлары арасында аталық безінің салмағында статистикалық маңызды айырмашылықтар байқалмады. Мәліметтер 5 кестеде берілген.
Сертоли және Лейдиг интерстициальды жасушалары сперматогенезге жетілдіруші әсер ететін тестостеронды өндіретіні белгілі. Көптеген зерттеулерде тестостерон деңгейін анықтау сәулелік ем – шара жұмыстары нәтижесінде нашарлаған функцияны байқау үшін қолданылған, себебі сәулелік әсерден кейін қандағы тестостерон деңгейі төмендейтіні анықталған [184]. 
Дисперсиялық талдау экспозициядан кейін 3-ші күнгі зерттеу нәтижесінен зертханалық жануарлар топтары арасында тестостерон деңгейіне қатысты статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. Дегенмен, экспозициядан 60 күн өткен соң топтар арасында статистикалық маңызды айырмашылықтар табылды. Тестостерон деңгейі бойынша 60-күні 56Mnx2 (p<0,037) және 60Co (p<0,025) сәулесі әсеріне ұшыраған зертханалық жануарлар мен бақылау тобы жануарлары арасында статистикалық маңызды айырмашылықтар табылды. Оның деңгейі 56Mnx2 және 60Co сәулеленген топтарда бақылау тобымен салыстырғанда төмен болды. Барлық мәліметтер 6 және 7 кестелерде келтірілген.
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Кесте 4 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 3-ші және 60-шы күндердегі дене салмағы

	
Топтар
	
Күн
	
n
	
x̄ (гр)
	Станд. ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	
Бақылау
	3
	18
	247,86
	42,361
	16,011
	208,68
	287,03

	
	60
	18
	329,86
	44,05
	16,65
	289,12
	370,60

	
MnO2
	3
	18
	234,71
	38,082
	14,394
	199,49
	269,93

	
	60
	18
	337,43
	49,01
	18,52
	292,11
	382,75

	
56Mn×1
	3
	18
	234,86
	28,092
	10,618
	208,88
	260,84

	
	60
	18
	371,29
	56,16
	21,23
	319,34
	423,23

	56Mn×2

	3
	18
	245,43
	41,339
	15,625
	207,20
	283,66

	
	60
	18
	336,71
	45,77
	17,30
	294,38
	379,05

	56Mn×3
	3
	18
	237,29
	31,637
	11,958
	208,03
	266,55

	
	60
	18
	353,33
	42,16
	17,21
	309,09
	397,57

	60Co
	3
	18
	234,00
	37,934
	14,394
	198,92
	269,08

	
	60
	18
	328,00
	60,26
	22,78
	272,27
	382,75

	Бірфакторлы дисперсиялық талдау

	Күн
	Дисперсия
	Квадраттардың жиынтығы
	Еркіндік дәрежелері
	Орташа квадрат
	F
	P мәні

	3
	Топтар арасында
	1282,690
	5
	256,538
	0,188
	0,965

	
	Топтар ішінде
	49096,286
	36
	1363,786
	
	

	60
	Топтар арасында
	9509,482
	5
	1901,896
	0,755
	0,589

	
	Топтар ішінде
	88224,762
	35
	2520,707
	
	








Кесте 5 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 3-ші және 60-шы күндердегі аталық без салмағы

	
Топтар
	
Күн
	
n
	
x̄ (г/кг тела)
	Станд. ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	
Бақылау
	3
	18
	10.47
	2,30
	1,09
	7,80
	13,15

	
	60
	18
	9,28
	1,88
	0,71
	7,54
	11,02

	
MnO2
	3
	18
	11,39
	1,80
	0,68
	9,72
	13,05

	
	60
	18
	9,82
	1,13
	0,43
	8,78
	10,86

	56Mn×1
	3
	18
	11,69
	1,48
	0,56
	10,32
	13,05

	
	60
	18
	9,16
	1,62
	0,61
	7,67
	10,66

	56Mn×2

	3
	18
	11,30
	1,62
	0,61
	9,80
	12,79

	
	60
	18
	9,13
	1,33
	0,50
	7,90
	10,36

	56Mn×3
	3
	18
	12,17
	1,51
	0,57
	10,78
	13,57

	
	60
	18
	9,13
	1,25
	0,51
	7,81
	10,44

	60Co
	3
	18
	11,50
	2,12
	0,68
	9,54
	13,46

	
	60
	18
	9,44
	1,36
	0,52
	8,18
	10,71

	Бірфакторлы дисперсиялық талдау

	Күн
	Дисперсия
	Квадраттардың жиынтығы
	Еркіндік дәрежелері
	Орташа квадрат
	F
	P мәні

	3
	Топтар арасында
	10,925
	5
	2,185
	0,566
	0,726

	
	Топтар ішінде
	139,099
	36
	3,864
	
	

	60
	Топтар арасында
	2,517
	5
	0,503
	0,237

	0,943


	
	Топтар ішінде
	74,193
	35
	2,120
	
	






Кесте 6 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 3-ші және 60-шы тәуліктегі тестостерон деңгейі

	
Топтар
	
Күн
	
n
	
x̄ (пг/мл)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	
Бақылау
	3
	18
	1,20
	0,66
	0,30
	0,38
	2,03

	
	60
	18
	1,45
	0,92
	0,35
	0,60
	2,30

	MnO2
	3
	18
	0,94
	0,33
	0,13
	0,60
	1,28

	
	60
	18
	1,34
	0,35
	0,14
	0,98
	1,70

	56Mn×1
	3
	18
	0,70
	0,64
	0,24
	0,11
	1,29

	
	60
	18
	1,42
	0,36
	0,14
	1,09
	1,75

	56Mn×2

	3
	18
	0,80
	0,29
	0,17
	0,09
	1,51

	
	60
	18
	0,68
	0,70
	0,26
	0,03
	1,33

	56Mn×3
	3
	18
	0,74
	0,61
	0,22
	0,11
	1,30

	
	60
	18
	0,75
	0,51
	0,23
	0,12
	1,38

	60Co
	3
	18
	1,15
	0,80
	0,33
	0,31
	2,00

	
	60
	18
	0,59
	0,26
	0,11
	0,32
	0,86

	Бірфакторлы дисперсионды талдау

	Күн
	Дисперсия
	Квадраттардың жиынтығы
	Еркіндік дәрежелері
	Орташа квадрат
	F
	p мәні

	3
	Топтар арасында
	1,061
	4
	0,265
	0,718
	0,589

	
	Топтар ішінде
	8,132
	22
	0,370
	
	

	60
	Тесттер
	Статистика
	Еркіндік дәрежелері 1
	Еркіндік дәрежелері 2
	p мәні

	
	Уэлч
	5,788
	5
	14,362
	0,004

	
	Браун-Форсайт
	3,324
	5
	20,261
	0,024






Кесте 7 – 60-шы күндегі эксперименттік топтардың тестостерон деңгейін бақылау тобымен салыстыру бойынша апостериорлы талдау нәтижесі

	Критерий
	Топтар (I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннет (2-жақты)а
	Бақылау
	56Mnx3
	-0,70
	0,34
	0,088 
	0,10

	
	
	56Mnx2*
	-0,77
	0,31
	0,037 
	-0,04

	
	
	56Mnx1
	-0,03
	0,31
	0,814 
	0,69

	
	
	60Co*
	-0,86
	0,32
	0,025 
	0,10

	
	
	MnO2
	-0,11
	0,32
	0,724 
	0,64

	*. Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады



3.3 Нейтронды-белсендірілген марганецтің (56Mn), белсенді емес  марганец диоксиді ұнтағының (MnО2) ингаляциялық әсері және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәулемен (60Со) әсер еткеннен кейінгі, зертханалық жануарлардың аталық безі тініндегі стероидогенез-ассоциирленген Лейдиг жасушаларындағы (Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1 және StAR), Сертоли жасушаларындағы (Cld11, Clu) және арнайы ұрықтық жасушалардағы (Spag4 және Zpbp) 3 және 60 тәуліктегі гендердің мРНҚ экспрессиясының деңгейін талдауы
Зерттеудің бұл сатысының мақсаты нақты уақыттағы ПТР әдісімен нейтронды-белсендірілген марганецтің (56Mn), белсенді емес  марганец диоксиді ұнтағының (MnО2) ингаляциялық әсері және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәулемен (60Со) әсер еткеннен кейінгі 3 және 60 тәулікте аталық безі тініндегі Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1, StAR, Cld11, Clu және арнайы ұрықтық жасушалардағы Spag4, Zpbp гендердің мРНҚ экспрессиясының талдау нәтижесін бағалау болып табылды.

3.3.1 Ішкі және сыртқы сәуле әсеріне ұшыраған зертханалық жануарлардың (егеуқұйрықтар) аталық безі тініндегі стероидогенез-ассоциирленген Лейдиг жасушаларындағы Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1 және StAR гендерінің мРНҚ экспрессиясы деңгейін бақылау тобы нәтижесімен 3-ші және 60-шы тәуліктегі салыстыру.

3.3.1.1 Зерттеу және бақылау тобы жануарларындағы 3-ші және 60-шы тәуліктегі Cyp11a1 генінің мРНҚ деңгейін салыстыру.

Статистикалық талдау 3-ші күні барлық топтарда Cyp11a1 генінің мРНҚ деңгейінде статистикалық маңызды өзгерістерді көрсетпеді (8 кесте).


Кесте 8 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 3-ші тәуліктегі Cyp11a1 генінің мРНҚ деңгейі

	Топтар
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	56Mn×3
	18
	0,61
	0,23
	0,09
	0,40
	0,82

	56Mn×2
	18
	0,64
	0,27
	0,10
	0,39
	0,89

	56Mn×1
	18
	0,62
	0,36
	0,14
	0,28
	0,95

	60Co
	18
	0,96
	0,32
	0,12
	0,67
	1,25

	MnO2
	18
	0,69
	0,25
	0,10
	0,46
	0,93

	Бақылау
	18
	1,0
	0,46
	0,17
	0,57
	1,43

	Бірфакторлы дисперсионды талдау

	Дисперсия
	Квадраттардың жиынтығы
	Еркіндік дәрежелері
	Орташа квадрат
	F
	p мәні

	Топтар арасында
	1,121
	5
	0,224
	2,126
	0,085

	Топтар ішінде
	3,797
	36
	0,105
	
	



Бірақта дисперсиялық талдау 60-шы тәулікте топтар арасында Cyp11a1 генінің мРНҚ деңгейінде статистикалық маңызды айырмашылықты көрсетті (F = 6,279, p = 0,000339) (4 сурет). 

[image: C:\Users\Admin\Desktop\2.png]

Сурет 4 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 60-шы тәуліктегі Cyp11a1 генінің мРНҚ деңгейі (фмоль/фмоль βact)

Даннеттің статистикалық тестін қолданған апостериорлық талдау бақылау тобымен салыстырғанда 56Mn×3 тобындағы Cyp11a1 генінің мРНҚ деңгейінің статистикалық маңызды төмендеуін анықтады (9 кесте). Топтар арасында «56Mnx1, бақылау», «56Mnx2, бақылау», «56Mnx3, бақылау», «60Co, бақылау» және «MnО2, бақылау» жүргізілген апостериорлы салыстыру 60-шы тәулікте аталық бездегі Cyp11a1 мРНҚ генінің экспрессия деңгейінің орташа мәнінде бақылау тобымен салыстырғанда үщінші (56Mnx3) (p=0,046) топта статистикалық мәнді айырмашылықты анықтады. Ал басқа топтарда бақылау тобымен салыстарғанда 60-шы тәулікте Cyp11a1 мРНҚ генінің экспрессия деңгейінің орташа мәнінде статистикалық мәнді айырмашылықтар анықталған жоқ.

Кесте 9 – Ішкі және сыртқы сәуле әсеріне ұшыраған топтардың бақылау тобына қатысты Cyp11a1 генінің мРНҚ деңгейін апостериорлы талдау 

	Критерий
	Топтар
(I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннет (2-жақты)а
	Бақылау

	56Mnx3*
	-0,53
	0,22
	0,046
	-0,01

	
	
	56Mnx2
	-0,41
	0,22
	0,125
	0,10

	
	
	56Mnx1
	0,15
	0,21
	0,969
	0,65

	
	
	60Co
	-0,24
	0,22
	0,388
	0,28

	
	
	MnO2
	0,52
	0,21
	1,000
	1,02

	*. Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады



3.3.1.2 Зерттеу және бақылау тобы жануарларындағы 3-ші және 60-шы тәуліктегі Cyp17a1 генінің мРНҚ деңгейін салыстыру.

Дисперсиялық талдау зертханалық жануарлар топтары арасында 3-ші тәулікте, яғни жедел кезеңде Cyp17a1 генінің мРНҚ деңгейінде статистикалық маңызды айырмашылықтар бар екенін анықтады (F = 2.647, p = 0.039) (5 сурет).
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Сурет 5 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 3-ші тәуліктегі Cyp17a1 генінің мРНҚ деңгейі (фмоль/фмоль βact)

Даннеттің статистикалық тестінің көмегімен Post hoc бағалау 3-ші тәулікте топтар арасында «56Mnx1, бақылау», «56Mnx2, бақылау», «56Mnx3, бақылау», «60Co, бақылау» және «MnО2, бақылау» 3-ші тәулікте аталық бездегі Cyp17a1 мРНҚ генінің экспрессия деңгейінің орташа мәнінде бақылау тобымен салыстырғанда 56Mn ұнтағының  ингаляциялық әсеріне ұшыраған бірінші (56Mnx1, p=0,009), екінші (56Mnx2, p=0,044) және үшінші  (56Mnx3, p=0,014) топтарында статистикалық мәнді айырмашылықты анықтады (10 кесте). 

Кесте 10 – Зерттеу топтарындағы Cyp17a1 генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобына қатысты 3-ші тәуліктегі зерттеу нәтижелерін апостериорлы талдауы

	Критерий
	Топтар
(I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннет (2-жақты)а
	Бақылау
	56Mnx3*
	-0,60
	0,21
	0,014
	-0,12

	
	
	56Mnx2*
	-0,49
	0,21
	0,044
	-0,01

	
	
	56Mnx1*
	-0,64
	0,21
	0,009
	-0,16

	
	
	60Co
	-0,27
	0,21
	0,291
	0,21

	
	
	MnO2
	-0,34
	0,21
	0,178
	0,14

	*. Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады





Статистикалық талдау 60-шы күні барлық зерттеу тобы жануарлары мен бақылау тобы арасында Cyp17a1 генінің мРНҚ деңгейінде статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. Деректер 11 кестеде берілген.

Кесте 11 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 60-шы тәуліктегі Cyp17a1 генінің мРНҚ деңгейі
	Топтар
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	56Mn×3
	18
	0,86
	0,90
	0,37
	-0,08
	1,80

	56Mn×2
	18
	0,85
	0,61
	0,23
	0,28
	1,42

	56Mn×1
	18
	1,50
	0,78
	0,30
	0,77
	2,23

	60Co
	18
	0,51
	0,27
	0,10
	0,25
	0,76

	MnO2
	18
	1,12
	0,55
	0,21
	0,61
	1,64

	Бақылау
	18
	1,00
	0,63
	0,24
	0,42
	1,58

	Бірфакторлы дисперсионды талдау

	Дисперсия
	Квадраттардың жиынтығы
	Еркіндік дәрежелері
	Орташа квадрат
	F
	p мәні

	Топтар арасында
	3,832
	5
	0,766
	1,832
	0,132

	Топтар ішінде
	14,640
	35
	0,418
	
	



3.3.1.3 Зерттеу және бақылау тобы жануарларындағы 3-ші және 60-шы тәуліктегі Hsd3b1 генінің мРНҚ деңгейін салыстыру.
3-ші күні Hsd3b1 генінің мРНҚ деңгейінің орташа мәндерін дисперсиялық талдау көмегімен салыстыру статистикалық маңызды айырмашылықтардың бар екенін көрсетті. Деректер 12 кестеде көрсетілген.

Кесте 12 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 3-ші тәуліктегі Hsd3b1 генінің мРНҚ деңгейі

	Топтар
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	56Mn×3
	18
	0,61
	0,22
	0,08
	0,41
	0,81

	56Mn×2
	18
	0,72
	0,16
	0,06
	0,57
	0,87

	56Mn×1
	18
	0,51
	0,15
	0,06
	0,37
	0,65

	60Co
	18
	0,84
	0,23
	0,09
	0,63
	1,06

	MnO2
	18
	0,66
	0,26
	0,10
	0,42
	0,91

	Бақылау
	18
	1,00
	0,34
	0,13
	0,68
	1,32


12 - кесте  жалғасы
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Дисперсия
	Квадраттардың жиынтығы
	Еркіндік дәрежелері
	Орташа квадрат
	F
	p мәні

	Топтар арасында
	1,071
	5
	0,214
	3,797
	0,007

	Топтар ішінде
	2,031
	36
	0,056
	
	



Апостериорлық талдаудан кейін бақылау тобымен салыстырғанда 56Mnx3, 56Mnx1 және MnO2 ингаляциялық әсер еткен топтарда Hsd3b1 генінің мРНҚ деңгейінің төмендеуі анықталды (13 кесте). Ондағы айырмашылықтар «56Mnx3, бақылау», «56Mnx1, бақылау», «MnО2, бақылау» топтары арасында сәйкесінше p=0,009, p=0,001 және p=0,024 тең болды.

Кесте 13 – Зерттеу топтарындағы Hsd3b1 генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобына қатысты апостериорлы талдауы

	Критерий
	Топтар
(I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннет (2-жақты)а
	Бақылау
	56Mnx3*
	-0,39
	0,13
	0,009
	-0,10

	
	
	56Mnx2
	-0,28
	0,13
	0,062
	0,01

	
	
	56Mnx1*
	-0,49
	0,13
	0,001
	-0,20

	
	
	60Co
	-0,16
	0,13
	0,323
	0,14

	
	
	MnO2*
	-0,34
	0,13
	0,024
	-0,04

	*. Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады



60-шы тәулікте Hsd3b1 генінің мРНҚ деңгейіне қатысты зерттеу және бақылау топтары көрсеткіштерінің нәтижелеріне жүргізілген дисперсиялық талдау статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. Деректер 6 суретте көрсетілген.

[image: C:\Users\Admin\Desktop\4а.png]
Сурет 6 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 60-шы тәуліктегі Hsd3b1генінің мРНҚ деңгейі (фмоль/фмоль βact)

3.3.1.4 Зерттеу және бақылау тобы жануарларындағы 3-ші және 60-шы тәуліктегі StAR генінің мРНҚ деңгейін бағалау.

	Дисперсиялық талдау 3-ші тәулікте зерттеу мен бақылау тобы жануарлары арасындағы көрсеткіштер нәтижелерінен StAR генінің мРНҚ деңгейінде статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. Деректер 14 кестеде берілген.

Кесте 14 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 3-ші тәуліктегі StAR генінің мРНҚ деңгейі

	Топтар
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	56Mn×3
	18
	0,93
	0,60
	0,23
	0,38
	1,48

	56Mn×2
	18
	0,84
	0,30
	0,11
	0,56
	1,11

	56Mn×1
	18
	0,80
	0,22
	0,21
	0,29
	1,31

	60Co
	18
	1,39
	0,48
	0,18
	0,94
	1,83

	MnO2
	18
	0,98
	0,46
	0,17
	0,56
	1,40

	Бақылау
	18
	1,00
	0,44
	0,17
	0,59
	1,41

	Дисперсия
	Квадраттардың жиынтығы
	Еркіндік дәрежелері
	Орташа квадрат
	F
	p мәні

	Топтар арасында
	1,543
	5
	0,309
	
1,342

	
0,269


	Топтар ішінде
	8,282
	36
	0,230
	
	


	60-шы тәулікте StAR генінің мРНҚ деңгейіне қатысты дисперсиялық талдау топтар арасында статистикалық маңызды айырмашылықтар бар екенін көрсетті (F = 2.935, p = 0.026). Деректер 7 суретте көрсетілген.
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Сурет 7 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 60-шы тәуліктегі StAR генінің мРНҚ деңгейі (фмоль/фмоль βact)

Даннеттің статистикалық тестін қолданған апостериорлық талдау топтар арасында («56Mnx1, бақылау», «56Mnx2, бақылау», «56Mnx3, бақылау», «60Co, бақылау» және «MnО2, бақылау») 60-шы тәулікте аталық бездегі StAR генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобымен статистикалық айырмашылықты анықтады (15 кесте). Оның деңгейі радиобелсенді 60Со (p=0,046) сәулелендірілген зертханалық жануарлар тобында төмендеді. Ал басқа топтарда бақылау тобымен салыстарғанда 60-шы тәулікте StAR мРНҚ генінің экспрессия деңгейінің орташа мәнінде статистикалық мәнді айырмашылықтар анықталған жоқ.




Кесте 15 – Зерттеу топтарындағы 60-шы тәуліктегі StAR генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобына қатысты апостериорлы талдауы

	Критерий
	Топтар
(I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннет (2-жақты)а
	Бақылау
	56Mnx3
	-0,083
	0,208
	0,697
	0,402

	
	
	56Mnx2
	-0,202
	0,200
	0,418
	0,264

	
	
	56Mnx1
	0,028
	0,200
	0,876
	0,494

	
	
	60Co*
	-0,519
	0,208
	0,035
	-0,034

	
	
	MnO2
	0,229
	0,200
	0,990
	0,695

	*. Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады



3.3.2 Ішкі және сыртқы сәуле әсеріне ұшыраған зертханалық жануарлардың (егеуқұйрықтар) аталық безіндегі Сертоли жасушаларындағы Cldn11, Clu және ұрық жасушаларындағы арнайы Spag4, Zpbp мРНҚ гендерінің экспрессиясы деңгейін бақылау тобы нәтижесімен 3-ші және 60-шы тәуліктегі бағалау 

Сонымен, статистикалық талдау Cyp11a1 мРНҚ генінің экспрессия деңгейінде бақылау тобымен салыстырғанда 3-ші күні барлық топтарда статистикалық маңызды өзгерістерді көрсетпеді. Апостериорлық талдау 60-шы тәулікте бақылау тобымен салыстырғанда 56Mn×3 тобындағы Cyp11a1 генінің мРНҚ деңгейінің статистикалық маңызды төмендеуін анықтады. Ал басқа топтарда бақылау тобымен салыстарғанда Cyp11a1 мРНҚ генінің экспрессия деңгейінің орташа мәнінде статистикалық мәнді айырмашылықтар анықталған жоқ.
Аталық бездегі Cyp17a1 генінің мРНҚ деңгейі  3-ші тәулікте ішкі сәулеленуге  (56Mn) ұшыраған егеуқұйрықтардың бірінші, екінші және үшінші топтарында бақылау тобымен салыстырғанда статистикалық мәнді төмендеді. Бұл топтарда анықталған айырмашылықтар қысқа мерзімді болды және 60-шы тәулікте бақылау тобымен салыстырғанда статистикалық айырмашылықтар анықталған жоқ.
Тәжірибелік топтардың аталық безі тіндеріндегі Hsd3b1 генінің мРНҚ деңгейінің орташа мәндерін дисперсиялық талдау көмегімен салыстыру 3-ші күні статистикалық маңызды айырмашылықтардың бар екенін көрсетті. Оның деңгейі ішкі сәулеленуге  (56Mn) ұшыраған егеуқұйрықтардың бірінші, үшінші топтарында және нейтронды – белсенді емес 56MnО2 әсер еткен топтарда бақылау тобымен салыстырғанда статистикалық мәнді төмен болды. 
Зертханалық жануарлардың аталық безі тініндегі стероидогенез-ассоциирленген Лейдиг жасушаларындағы StAR генінің мРНҚ экспрессиясы деңгейін бақылау тобына қатысты апостериорлы талдау 3-ші тәулікте бақылау тобына  қатысты зерттеу топтарында статистикалық мәнді айырмашылықты анықтамады. Оның деңгейі зерттеудің алшақ кезеңінде (60-шы тәулікте) сыртқы γ-сәулемен (60Co) әсер еткен топта статистикалық мәнді төмендеді.

	3.3.2.1 3-ші және 60-шы тәуліктегі Сертоли жасушаларындағы Cldn11, Clu гендерінің мРНҚ деңгейінің салыстырмалы талдауы

	мРНҚ гендерінің экспрессиясының сандық мәліметтерінің қалыпты таралуын ескере отырып салыстырмалы талдау ANOVA  дисперсиялық талдауын қолданып жүргізілді. Бұл талдау 3-ші және 60-шы тәулікте зертханалық жануарлар топтары арасында аталық бездегі Сертоли жасушаларындағы Cldn11 генінің мРНҚ деңгейінің экспрессиясында статистикалық маңызды айырмашылықтарды көрсетпеді (16 кесте). 
Сондай – ақ Сертоли жасушаларындағы Clu генінің мРНҚ деңгейін бағалау бойынша ANOVA статистикалық әдісін қолданып жүргізілген талдау 3 -ші және 60-шы тәулікте зертттеу тобы жануарларынан (56Mn×1, 56Mn×2, 56Mn×3, 60Co, MnO2)  бақылау тобында қатысты статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. Барлық нәтижелер 16 кестеде көрсетілген.




Кесте 16 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 3-ші және 60-шы тәуліктегі Cldn11, Clu гендерінің мРНҚ деңгейі 

	Cldn11

	

Топтар
	3 тәулік
	60 тәулік

	
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі
	
	
	
	
	
	

	56Mn×3
	18
	0,96
	0,14
	0,05
	0,84
	1,09
	18
	1,02
	0,20
	0,08
	0,81
	1,23

	56Mn×2
	18
	1,11
	0,33
	0,13
	0,80
	1,42
	18
	1,21
	0,10
	0,04
	1,11
	1,31

	56Mn×1
	18
	0,99
	0,33
	0,13
	0,68
	1,30
	18
	1,03
	0,23
	0,09
	0,83
	1,24

	60Co  
	18
	1,03
	0,13
	0,05
	0,91
	1,15
	18
	0,93
	0,10
	0,04
	0,83
	1,02

	MnO2
	18
	0,96
	0,10
	0,04
	0,87
	1,05
	18
	1,13
	0,24
	0,09
	0,91
	1,35

	Бақылау
	18
	1,00
	0,17
	0,06
	0,84
	1,16
	18
	1,00
	0,49
	0,18
	0,55
	1,45

	Clu

	56Mn×3
	18
	0,77
	0,17
	0,06
	0,61
	0,92
	18
	0,92
	0,22
	0,09
	0,70
	1,15

	56Mn×2
	18
	0,96
	0,29
	0,11
	0,69
	1,24
	18
	1,08
	0,12
	0,04
	0,97
	1,19

	56Mn×1
	18
	0,93
	0,37
	0,14
	0,58
	1,28
	18
	1,09
	0,38
	0,15
	0,74
	1,45

	60Co  
	18
	0,96
	0,16
	0,06
	0,81
	1,11
	18
	0,90
	0,20
	0,07
	0,72
	1,08

	MnO2
	18
	1,01
	0,18
	0,07
	0,85
	1,18
	18
	0,88
	0,12
	0,04
	0,77
	0,98

	Бақылау
	18
	1,00
	0,21
	0,08
	0,80
	1,20
	18
	1,00
	0,22
	0,08
	0,80
	1,20

	Бірфакторлы дисперсионды талдау

	Күн
	Дисперсия
	Квадраттардың жиынтығы
	Еркіндік дәрежелері
	Орташа квадрат
	F
	p мәні

	
	
	                                                                     Cldn11

	3
	Топтар арасында
	0,109
	5
	0,022
	0,442
	0,816

	
	Топтар ішінде
	1,773
	36
	0,049
	
	

	60
	Топтар арасында
	0,334
	5
	0,067
	0,952

	0,460


	
	Топтар ішінде
	2,388
	34
	0,070
	
	

	
	               Clu

	3
	Топтар арасында
	0,276
	5
	0,055
	0,928
	0,474

	
	Топтар ішінде
	2.140
	36
	0,059
	
	

	60
	Топтар арасында
	0,308
	5
	0,062
	1,195
	0,332

	
	Топтар ішінде
	1,801
	35
	0,051
	
	



Осылайша, Сертоли жасушаларындағы Cldn11, Clu гендерінің мРНҚ деңгейін салыстырмалы талдау зертттеу тобы жануарларынан (56Mn×1, 56Mn×2, 56Mn×3, 60Co, MnO2)  бақылау тобында қатысты 3-ші және 60-шы тәулікте де статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. 

3.3.2.3 3-ші және 60-шы тәуліктегі ұрық жасушаларындағы арнайы Spag4 генінің мРНҚ деңгейінің салыстырмалы талдауы

Статистикалық талдау барысында 3-ші тәулікте топтар арасында ұрық жасушасындағы арнайы Spag4 генінің мРНҚ деңгейінде статистикалық маңызды айырмашылықты анықталды (F = 8.125, p = 0.000033). Деректер 8 суретте көрсетілген.

[image: C:\Users\Admin\Desktop\7а.png]
Сурет 8 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 3-ші тәуліктегі Spag4 арнайы генінің мРНҚ деңгейі (фмоль/фмоль βact)
	
Топтар арасында апостериорлы салыстыру үшін t Даннеттің (2-жақты) статистикалық тесті қолданып жүргізілді. Топтар арасында «56Mnx1, бақылау», «56Mnx2, бақылау», «56Mnx3, бақылау», «60Co, бақылау» және «MnО2, бақылау» жүргізілген апостериорлы салыстыру 3-ші тәулікте аталық безіндегі ұрық жасушасындағы Spag4 арнайы генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобымен салыстырғанда 56Mnx1 (p=0,001), 56Mnx2 (p=0,000), 56Mnx3 (p=0,021) топтарда статистикалық мәнді айырмашылықтарды көрсетті. Нәтижелер 17 кестеде көрсетілген.



Кесте 17 – Зерттеу топтарындағы 3-ші тәуліктегі Spag4 арнайы генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобына қатысты апостериорлы талдауы

	Критерий
	Топтар
(I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннет (2-жақты)а
	Бақылау
	56Mnx3*
	-0,23
	0,08
	0,021
	-0,03

	
	
	56Mnx2*
	-0,44
	0,08
	0,000
	-0,24

	
	
	56Mnx1*
	-0,33
	0,08
	0,001
	-0,13

	
	
	60Co
	-0,14
	0,08
	0,170
	0,06

	
	
	MnO2
	-0,03
	0,08
	0,692
	0,16

	*.Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады


	
Алайда, статистикалық талдау 60-шы күні аталық бездегі арнайы ұрық жасушаларындағы Spag4 спецификалық генінің мРНҚ деңгейінде топтар арасында статистикалық маңызды айырмашылықтарды таппады. Нәтижелер 18 кестеде көрсетілген.

Кесте 18 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 60-шы тәуліктегі Spag4 спецификалық генінің мРНҚ деңгейі 

	Топтар
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	56Mn×3
	18
	1,12
	0,14
	0,06
	0,97
	1,27

	56Mn×2
	18
	1,27
	0,18
	0,07
	1,10
	1,43

	56Mn×1
	18
	1,38
	0,52
	0,20
	0,90
	1,87

	60Co
	18
	1,34
	0,35
	0,13
	1,02
	1,66

	MnO2
	18
	1,14
	0,27
	0,10
	0,89
	1,38

	Бақылау
	18
	1,00
	0,40
	0,15
	0,63
	1,37

	Тесттер
	Статистика
	Еркіндік дәрежелері 1
	Еркіндік дәрежелері 2
	p мәні

	Уэлч
	1,194
	5
	16,087
	0,355

	Браун-Форсайт
	1,326
	5
	22,521
	0,289



3.3.2.4 3-ші және 60-шы тәуліктегі ұрық жасушаларындағы арнайы Zpbp генінің мРНҚ деңгейінің салыстырмалы талдауы
	Үшінші күні дисперсиялық талдауды қолдана отырып, Zpbp арнайы генінің мРНҚ деңгейін салыстырмалы бағалау топтар арасындағы статистикалық маңызды айырмашылықтарды көрсетті (F = 15.267, p <0.001). Нәтижелер 9 суретте көрсетілген.
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Сурет 9 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 3-ші тәуліктегі Zpbp арнайы генінің мРНҚ деңгейі (фмоль/фмоль βact)

Топтар арасында апостериорлы салыстыру үшін t Даннеттің (2-жақты) статистикалық тесті қолданып жүргізілді. Топтар арасында «56Mnx1, бақылау», «56Mnx2, бақылау», «56Mnx3, бақылау», «60Co, бақылау» және «MnО2, бақылау» жүргізілген апостериорлы салыстыру 3-ші тәулікте аталық безіндегі ұрық жасушасындағы Zpbp арнайы генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобымен салыстырғанда 56Mnx1 (p=0,000), 56Mnx2 (p=0,000), 56Mnx3 (p=0,002) топтарда статистикалық мәнді айырмашылықтарды көрсетті. Нәтижелер 19 кестеде көрсетілген.
	
Кесте 19 – Зерттеу топтарындағы 3-ші тәуліктегі Zpbp арнайы генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобына қатысты апостериорлы талдауы

	
Критерий
	
Топтар
(I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннет (2-жақты)а
	Бақылау
	56Mnx3*
	-0,34
	0,07
	0,000 
	-0,17

	
	
	56Mnx2*
	-0,43
	0,07
	0,000 
	-0,27

	
	
	56Mnx1*
	-0,25
	0,07
	0,002 
	-0,09

	
	
	60Co
	-0,13
	0,07
	0,135 
	0,04

	
	
	MnO2
	0,08
	0,07
	0,987 
	0,24

	*. Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады



Zpbp спецификалық генінің мРНҚ деңгейіне қатысты статистикалық талдау 60-шы  тәулікте топтар арасында статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. Нәтижелер 20 кестеде көрсетілген.

Кесте 20 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы зертханалық жануарларының 60-шы тәуліктегі ұрық жасушаларының Zpbp спецификалық генінің мРНҚ деңгейі
	Топтар
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	56Mn×3
	18
	1,18
	0,24
	0,10
	0,92
	1,43

	56Mn×2
	18
	1,11
	0,19
	0,07
	0,93
	1,28

	56Mn×1
	18
	0,99
	0,21
	0,09
	0,77
	1,21

	60Co
	18
	1,07
	0,19
	0,08
	0,87
	1,28

	MnO2
	18
	1,05
	0,25
	0,09
	0,82
	1,28

	Бақылау
	18
	1,00
	0,36
	0,14
	0,67
	1,33

	Дисперсия
	Квадраттардың жиынтығы
	Еркіндік дәрежелері
	Орташа квадрат
	F
	p мәні

	Топтар арасында
	0,148
	5
	0,030
	0,475

	0,792


	Топтар ішінде
	2,059
	33
	0,062
	
	



Сонымен, ұрық жасушаларындағы арнайы Spag4 генінің мРНҚ деңгейінің экспрессиясын талдау 3-ші тәулікте ішкі сәулеленуге  (56Mn) ұшыраған егеуқұйрықтардың бірінші, екінші және үшінші топтарында бақылау тобымен салыстырғанда статистикалық мәнді төмендеді. Бұл топтарда анықталған айырмашылықтар қысқа мерзімді болды және 60-шы тәулікте бақылау тобымен салыстырғанда статистикалық айырмашылықтар анықталған жоқ.
Ұрық жасушаларындағы Zpbp спецификалық генінің мРНҚ деңгейі де 3-ші тәулікте ішкі сәулеленуге  (56Mn) ұшыраған егеуқұйрықтардың бірінші, екінші және үшінші топтарында бақылау тобымен салыстырғанда статистикалық мәнді төмендеді. 60-шы тәулікте бақылау тобымен салыстырғанда статистикалық маңызды айырмашылықтар анықталған жоқ.

3.4 Нейтронды-белсендірілген марганецтің (56Mn), белсенді емес  марганец диоксиді ұнтағының (MnО2) ингаляциялық әсері және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәулемен (60Со) әсер еткеннен кейінгі, зертханалық жануарлардың 3 және 60 тәуліктегі қуық асты безі тініндегі секреторлық ақуыздар генінің (PrstC3, CRP1, KS3 және PSP94) мРНҚ экспрессиясының деңгейін талдауы
Зерттеу жұмысының бұл сатысының міндеті нейтронды-белсендірілген марганецтің (56Mn), белсенді емес марганец диоксиді ұнтағының (MnО2) ингаляциялық әсері және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәулемен (60Со) әсер еткеннен кейінгі 3 және 60 тәуліктен соң зертханалық жануарлардың қуық асты безі тініндегі секреторлық ақуыздар генінің (PrstC3, CRP1, KS3 және PSP94) мРНҚ экспрессиясын нақты уақыттағы ПТР әдісімен нәтижелерді бағалау болып табылады.  

3.4.3.1 Секреторлық ақуыз PrstC3 генінің мРНҚ деңгейін 3-ші және 60-шы тәуліктегі салыстырмалы талдау

PrstC3 спецификалық генінің мРНҚ деңгейіне қатысты статистикалық талдау 3-ші тәулікте топтар арасында статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. 60-шы тәуліктегі зерттеу нәтижелерін талдау кезінде дисперсияның біртектілігі туралы болжам қабылданбағандықтан, топтар арасындағы орташа мәнді салыстыру үшін әрі қарай Уэлч пен Браун-Форсайттың сенімді тесттері қолданылды. Уэлч критерийі 60-шы тәулікте статистикалық маңызды айырмашылықтардың болуын көрсетті.  Деректер 21 кестеде берілген.

Кесте 21 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы зертханалық жануарларының 60-шы тәуліктегі секреторлық ақуыз PrstC3 генінің мРНҚ деңгейі

	Топтар
	Күн
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	56Mn×3
	60
	18
	483,21
	58,97
	24,07
	421,33
	545,10

	56Mn×2
	60
	18
	611,47
	271,56
	102,64
	360,31
	862,62

	56Mn×1
	60
	18
	716,03
	200,41
	81,82
	505,71
	926,36

	60Co
	60
	18
	557,47
	208,42
	78,78
	364,71
	750,23

	MnO2
	60
	18
	565,67
	100,65
	38,04
	472,58
	658,76

	Бақылау
	60
	18
	650,73
	118,97
	44,97
	540,70
	760,76

	Тесттер
	Статистика
	Еркіндік дәрежелері 1
	Еркіндік дәрежелері 2
	p мәні

	Уэлч
	2.932
	5
	15,317
	0,048

	Браун-Форсайт
	1.314
	5
	21,503
	0,295



Алайда, Даннетт тестін қолданып жүргізілген апостериорлы статистикалық талдау бақылау тобымен салыстырғанда факторлар әсер еткен топтар (56Mn×1, 56Mn×2, 56Mn×3, 60Co, MnO2) арасында статистикалық маңызды айырмашылықтарды көрсетпеді. Нәтижелер 22 -кестеде көрсетілген.



Кесте 22 – Зерттеу топтарындағы 60-шы тәуліктегі PrstC3 арнайы генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобына қатысты апостериорлы талдауы

	Критерий
	Топтар
(I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннетт (2-жақты)а
	Бақылау 
	56Mnx3
	-167,519
	98,560
	0,163
	61,988

	
	
	56Mnx2
	-39,266
	94,693
	0,689
	181,237

	
	
	56Mnx1
	65,302
	98,560
	0,962
	294,808

	
	
	60Co
	-93,260
	94,693
	0,430
	127,243

	
	
	MnO2
	-85,064
	94,693
	0,470
	135,439

	*. Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады



3.3.3.2 Секреторлық ақуыз CRP1 генінің мРНҚ деңгейін 3-ші және 60-шы тәуліктегі салыстырмалы талдау.

	мРНҚ гендерінің экспрессиясының сандық мәліметтерінің қалыпты таралуын ескере отырып салыстырмалы талдау ANOVA  дисперсиялық талдауын қолданып жүргізілді. Бұл талдау 3-ші тәулікте зертханалық жануарлар топтары арасында қуық асты безіндегі секреторлық ақуызының негізгі гендерінің бірі CRP1 мРНҚ деңгейінің экспрессиясында статистикалық маңызды айырмашылықтарды көрсетпеді. Бірақта бірфакторлы дисперсиялық талдау 60-шы күні топтар арасында CRP1 секреторлы ақуыз генінің мРНҚ деңгейінде статистикалық маңызды айырмашылықтар бар екенін көрсетті.  Нәтижелер 23 кестеде көрсетілген.

Кесте 23 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 60-шы тәуліктегі секреторлық ақуыз CRP1 генінің мРНҚ деңгейі

	Топтар
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	56Mn×3
	18
	91,29
	25,67
	10,48
	64,35
	118,23

	56Mn×2
	18
	76,78
	37,38
	14,13
	42,21
	111,36

	56Mn×1
	18
	206,27
	82,24
	33,58
	119,97
	292,58

	60Co
	18
	79,21
	49,68
	18,78
	33,26
	125,16

	MnO2
	18
	168,43
	70,00
	26,46
	103,69
	233,17

	Бақылау
	18
	158,12
	57,72
	21,82
	104,74
	211,51

	Тесттер
	Статистика
	Еркіндік дәрежелері 1
	Еркіндік дәрежелері 2
	p мәні

	Уэлч
	4,821
	5
	15,488
	0,007

	Браун-Форсайт
	5,992
	5
	22,937
	0,001



	Post hoc бағалау бақылау тобымен салыстырғанда 56Mnx2 (р=0,023) және 60Co (р=0,028) топтарындағы CRP1 секрециялы ақуыз генінің мРНҚ деңгейінің статистикалық маңызды төмендеуін анықтады. Нәтижелер 24 кестеде көрсетілген.

Кесте 24 – Зерттеу топтарындағы 60-шы тәуліктегі CRP1 арнайы генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобына қатысты апостериорлы талдауы

	Критерий
	Топтар
(I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннетт (2-жақты)а
	Бақылау
	56Mnx3
	-66,831
	31,602
	0,077
	6,759

	
	
	56Mnx2*
	-81,340
	30,362
	0,023
	-10,638

	
	
	56Mnx1
	48,153
	31,602
	0,997
	121,742

	
	
	60Co*
	-78,909
	30,362
	0,028
	-8,207

	
	
	MnO2
	10,307
	30,362
	0,918
	81,010

	*. Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады



3.3.3.3 Секреторлық ақуыз KS3 генінің мРНҚ деңгейін 3-ші және 60-шы тәуліктегі салыстырмалы талдау.
мРНҚ гендерінің экспрессиясының сандық мәліметтерінің қалыпты таралуын ескере отырып салыстырмалы талдау ANOVA  дисперсиялық талдауын қолданып жүргізілді. Бұл талдау 3-ші тәулікте зертханалық жануарлар топтары арасында қуық асты безіндегі секреторлық ақуызының негізгі гендерінің бірі KS3 мРНҚ деңгейінің экспрессиясында статистикалық маңызды айырмашылықтарды көрсетпеді. 
60-шы тәуліктегі дисперсиялық талдауды қолдана отырып, секреторлық ақуыз KS3 генінің мРНҚ деңгейін салыстырмалы бағалау топтар арасында статистикалық маңызды айырмашылықтарды көрсетті (F = 3.613, p <0,010). Нәтижелер 10 суретте көрсетілген.


[image: C:\Users\Admin\Desktop\9а.png]
Сурет 10 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 60-шы тәуліктегі KS3 генінің мРНҚ деңгейі (фмоль/фмоль βact)

Даннеттің статистикалық тестін қолданып апостериорлы талдау 56Mn×3 (р=0,014) тобы мен бақылау тобы арасында, 56Mn×2 (р=0,003) мен бақылау тобы арасында және 60Co (р=0,041) пен бақылау тобы арасында статистикалық маңызды айырмашылықтарды көрсетті. Нәтижелер 25 кестеде көрсетілген.

Кесте 25 – Зерттеу топтарындағы 60-шы тәуліктегі KS3 арнайы генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобына қатысты апостериорлы талдауы

	Критерий
	Топтар
(I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннетт (2-жақты)а
	Бақылау
	56Mnx3*
	-10,247
	3,538
	0,014
	-2,007

	
	
	56Mnx2*
	-11,701
	3,400
	0,003
	-3,784

	
	
	56Mnx1
	-1,652
	3,538
	0,667
	6,587

	
	
	60Co*
	-8,223
	3,400
	0,041
	-0,306

	
	
	MnO2
	-6,499
	3,400
	0,113
	1,418

	*. Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады



3.3.3.4 Секреторлық ақуыз PSP94 генінің мРНҚ деңгейін 3-ші және 60-шы тәуліктегі салыстырмалы талдау.

PSP94 спецификалық генінің мРНҚ деңгейіне қатысты статистикалық талдау 3-ші тәулікте топтар арасында статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. Секреторлық ақуыз PSP94 генінің мРНҚ деңгейінің орташа мәндерін 60-шы күні дисперсиялық талдау көмегімен салыстыру статистикалық маңызды айырмашылықтардың бар екенін көрсетті. Деректер 26 кестеде көрсетілген.

Кесте 26 – 56MnO2, белсенді емес MnO2 және 60Co әсеріне ұшыраған және бақылау тобы жануарларының 60-шы тәуліктегі секреторлық ақуыз PSP94 генінің мРНҚ деңгейі

	Топтар
	n
	x̄ (фмоль/фмоль βact)
	Станд.ауытқу
	Орташа шаманың стандартты қателігі
	95% СИ

	
	
	
	
	
	Төменгі шегі
	Жоғарғы шегі

	56Mn×3
	18
	49,10
	26,11
	10,66
	21,70
	76,49

	56Mn×2
	18
	74,89
	23,85
	9,01
	52,83
	96,94

	56Mn×1
	18
	85,96
	75,56
	33,79
	-7,86
	179,77

	60Co
	18
	71,04
	22,97
	9,38
	46,93
	95,15

	MnO2
	18
	83,34
	29,63
	11,20
	55,93
	110,74

	Бақылау 
	18
	102,55
	16,27
	7,28
	82,35
	122,75

	Тесттер
	Статистика
	Еркіндік дәрежелері 1
	Еркіндік дәрежелері 2
	p мәні

	Уэлч
	3,231
	5
	13,427
	0,040

	Браун-Форсайт
	1,211
	5
	8,531
	0,381



Апостериорлы талдаудан кейін 56Mnx3 (р=0,04) тобында бақылау тобымен салыстырғанда секреторлық ақуыз PSP94 генінің мРНҚ деңгейінің статистикалық маңызды төмендеуі табылды (27 кесте).

Кесте 27 – Зерттеу топтарындағы 60-шы тәуліктегі PSP94 арнайы генінің мРНҚ деңгейінің бақылау тобына қатысты апостериорлы талдауы

	Критерий
	Топтар
(I)
	Салыстырылған топтар
(J)
	Орташалардың айырмашылығы
(I-J)
	Стд.
қате
	p мәні
	Жоғарғы шегі

	t Даннетт (2-жақты)а
	Бақылау 
	56Mnx3*
	-53,45
	21,73
	0,04
	-3,18

	
	
	56Mnx2
	-27,67
	21,01
	0,27
	20,95

	
	
	56Mnx1
	-16,60
	22,69
	0,52
	35,91

	
	
	60Co
	-31,51
	21,73
	0,23
	18,76

	
	
	MnO2
	-19,22
	21,01
	0,44
	29,40

	*. Орташалардың айырмашылығы 0,05 деңгейінде маңызды

	a. Даннеттің t-критериі бір топты бақылау тобы ретінде қарастырады және онымен басқаларын салыстырады



Сонымен, қуық асты безі тініндегі секреторлық ақуыздағы негізгі гендердің бірі PrstC3 мРНҚ деңгейін салыстырмалы талдау зертттеу тобы жануарларынан (56Mn×1, 56Mn×2, 56Mn×3, 60Co, MnO2)  бақылау тобында қатысты 3-ші және 60-шы тәулікте де статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. 
Қуық асты безіндегі секреторлық ақуыздағы CRP1 генінің мРНҚ деңгейінің статистикалық талдау зертттеу тобы жануарларынан (56Mn×1, 56Mn×2, 56Mn×3, 60Co, MnO2)  бақылау тобында қатысты 3-ші тәулікте статистикалық маңызды айырмашылықтарды анықтамады. Post hoc бағалау бақылау тобымен салыстырғанда 56Mnx2 және 60Co топтарында маңызды төмендеуін анықтады. 

3.5 Иондаушы сәулелену дозасына байланысты аталық безі мен қуықасты безі тіндерінің гендерінің мРНҚ экспрессиясы деңгейінің корреляциясын талдау
Корреляциялық талдау тек ішкі сәулелену дозасына (41, 91, және 100 мГр) жүргізілді, себебі сыртқы сәуле дозасы бір ғана көрсеткішке (2 Гр) ие. 
Айнымалылар арасындағы байланысты бағалау үшін Кендаллдың дәрежелік корреляция коэффициенті қолданылды.
Ішкі сәулелену дозасы мен зерттеліп отырған көрсеткіштер  арасындағы «доза-әсер» тұжырымдамасы тестостерон деңгейі, аталық және қуықасты бездері тіндеріндегі гендердің мРНҚ деңгейі бойынша анықталды. 3-ші тәуліктегі тестостерон, аталық без, қуық асты безі тіндері гендерінің мРНҚ деңгейі мен ішкі иондаушы сәулелену дозасы арасында статистикалық маңызды корреляция табылған жоқ. Нәтижелер 28 кестеде көрсетілген.

Кесте 28 – Ішкі иондаушы сәулелену дозасы мен гендер экспрессиясының деңгейлері арасындағы 3-ші тәуліктегі корреляциялық байланыс

	Айнымалылар
	Доза – корреляция коэффициенті
	р мәні

	Тестостерон 
	0,42
	0,93

	Cyp11a1
	0,02
	0,54

	Cyp17a1
	0,01
	0,51

	Hsd3b1
	0,17
	0,82

	Spag4
	0,18
	0,18

	Zpbp
	-0,19
	0,14



Зерттеудің 60-шы тәуліктегі зертханалық нәтижелеріне келер болсақ Лейдигтің стероидогенез – ассоциирленген арнайы гендерінің, атап айтқанда  Cyp11a1 (τ=-0,475, р=0,006), Cyp17a1 (τ=-0,321, р=0,039) мРНК экспрессиясының деңгейі, қуықасты безінің секреторлық ақуыздары гені CRP1 (τ=-0,489, р=0,004), KS3 (τ =-0,377, р=0,022) мРНК экспрессиясының деңгейі және тестостерон деңгейі бойынша (τ=-0,386, р=0,020) көрсеткіштер мен  ішкі сәуле  дозасы  арасында корреляциялық байланыс орташа күшті және теріс болды. Мәндері 29-ші кестеде келтірілген.

Кесте 29 – Ішкі иондаушы сәулелену дозасы мен гендер экспрессиясының деңгейлері арасындағы 60-шы тәуліктегі корреляциялық байланыс

	Айнымалылар
	Доза – корреляция коэффициенті
	р мәні


	Тестостерон*
	-0,386
	0,020

	Cyp11a1**
	-0,475
	0,006

	Cyp17a1*
	-0,321
	0,039

	Hsd3b1
	-0,195
	0,141

	Spag4
	-0,157
	0,193

	Zpbp
	0,237
	0,102

	CRP1**
	-0,489
	0,004

	KS3*
	-0,377
	0,022

	PSP94
	-0,148
	0,220



*Корреляция 0.05 деңгейінде маңызды (1–жақты).				
**Корреляция 0.01 деңгейінде маңызды (1–жақты).	

Алдыңғы ғылыми зерттеулер көрсеткендей Сертоли жасушалары Лейдиг жасушаларымен салыстырғанда иондаушы сәуле әсеріне біршама тұрақты болып келеді [190,191], бұл жағдай біздің зерттеуіміздің нәтижесінде де дәлелденді. Зерттеу нәтижелері тестостеронның негізгі көзі болып табылатын Лейдиг жасушаларындағы стероидогенез үрдісіне иондаушы  сәуле әсерінің болатынын растайды. 

	



4   ҚОРЫТЫНДЫ

Ядролық қарудың алғашқы сынақтары мен олардың қолданылуынан бері 75 жылдан астам уақыт ішінде иондаушы сәулелердің адам ағзасына әсері туралы көптеген ғылыми зерттеулер жүргізілді. Радиобиология мен радиациялық медицинаның дамуымен қатар ғылыми әлем алдында біршама күрделі мәселелер пайда болды. Шынында да, жоғары ену қабілеті бар толқындық сәулелену арқылы бүкіл организмді сыртқы сәулелендірудің қарапайым модельдері алғашында басым корпускулярлық сәулеленетін біркелкі таралатын инкорпорирленген радионуклидтердің әсері туралы мәліметтермен және нақты мүшелер мен тіндерде жинақталатын біркелкі емес таралу моделімен толықтырылды. Иондаушы сәулеленудің шағын дозаларының әсеріне қатысты тұжырымдамалық даулар орын алды. Жеке организмдерге қатысты шағын дозалар мен сәулелену интенсивтілігінің оң биологиялық рөлін растайтын гормезис теориясының жақтастары әлі де бар. 
Алайда, сәулеленудің кез-келген түрі күрделі организмдер үшін теріс әсерлер көрсететіні жөнінде, яғни иондаушы сәуле әсерінің шегі жоқ тұжырымдамасын растайтын мәліметтер көбірек жиналуда. 
Сәулеленудің ағзаға әсерін талдағанда, тіндік, жүйелік және организмдік әсерлерді нақтылау негізгі қағида болып табылады. Олар сәулелену түріне, оның дозасы мен дозалық жүктемеге және радионуклидтің организмде таралуына байланысты айтарлықтай ерекшеленуі мүмкін. Дәл осы саладағы аспектілер әлі күнге дейін аз зерттелген болып отыр.
Жоғары ену қабілеті бар сыртқы сәулеленудің әсерін бағалау біршама оңай. Себебі барлық тіндердің сәулелену тығыздығы бірдей және γ-кванттың немесе жылдам нейтронның затпен соқтығысу энергиясының бөлінуінің тікелей әсерінің даму ықтималдығы бірдей. Бұл жағдайда бүкіл организм физикалық тұрғыдан біртекті деп есептеледі, ал биологиялық тұрғыдан сәулеленудің әсері әсер ететін тін мен жасушалардың ерекшеліктеріне байланысты болады.
Қоршаған ортада радиобелсенді нуклидтердің әсерінен болатын зақымдалу радиациялық биология тұрғысынан әлдеқайда күрделі жағдай болып табылады. Нуклидтердің ағзаға ену жолдары, олардың шырышты қабықтан өту қабілеті, соның ішінде белсенді сіңіру, дененің белгілі бір ұлпаларында шөгу, жартылай шығарылу кезеңі мен белсенділік ерекшеліктері қосымша факторлар ретінде орын алады. Осындай факторлардың көптігі сәулеленудің әсерін нақты жағдайда дәл талдауды қиындатады. 
Сіңірілген және тиімді дозаның көрсеткіштері нақты элементке, оның ағзаға ену факторларына және ары қарай тіндерде таралуына байланысты күрт өзгеруі мүмкін.
Mn радиобелсенді изотоптары ядролық реакторлармен байланысты апаттарда жиі кездесетіндер қатарына жатады [96, 185]. Осы уақытқа дейін олардың ағзаға әсері әлі толық зерттелмеген болып отыр. Бұрын айтылғандай, ядролық ыдырауға сезімтал изотоптармен тіндердің сәулеленуі олардың радиобелсенділік түрімен анықталады. Тұрақты 55Mn изотобының бір нейтронды сіңіруі нәтижесінде пайда болған 56Mn үшін орташа энергияның β- және γ-белсенділігі тән (энергияның барлығы дерлік энергиясы 0,8 МэВ болатын β-бөлшектермен есептеледі), оның жартылай ыдырау кезеңі 2,58 сағат және реактивтілігі жоғары химиялық элемент болып табылады. Көп жағдайда атмосфералық оттегімен реакцияға түсу арқылы (MnO2) марганец диоксиді түзіледі. Оның дисперсия дәрежесі жану кезінде және ыдырау өнімдеріне және нейтронды сәулеленуге жылулық әсер етудің басқа нұсқаларында өте жоғары болуы мүмкін. 
Сондықтан біз радиоэкологиялық апаттар кезінде MnO2-нің организмді радиациялық зақымдануына қатысты келесі сценарийлерін ұсына аламыз. Субмикродисперстің (нанобөлшектердің) қоршаған ортаға көп түсуі және оларды ингаляциялық жолмен және сумен немесе тағаммен оргнизмге түсуі, тері жабынының, өкпенің, ішек түтігінің мүшелерінің зақымдалуына әкелуі мүмкін, сонымен қатар пассивті және белсенді биологиялық тасымалдау мен жалпы β-сәулелену есебінен организмнің барлық тіндеріне енуіне әкелуі мүмкін. 
Жұтылған және жинақталмаған радионуклидтердің әсерінен болатын радиациялық зақымдану радиоэкологиялық апаттарда өте кең таралған нұсқа болып табылады, сондықтан біз зерттеуге алған тәсілді адекватты және қажет деп санаймыз.
Алынған мәліметтер кейбір радионуклидтердің, соның ішінде 56Mn радиобиологияда организмге түсу жағдайы ескерілмеген немесе белгісіз ерекшеліктерінің болуын анық көрсетеді.
Зертханалық жануарларға жасалған эксперименттер - иондаушы сәулелердің биологиялық ағзаға әсері туралы ақпарат көздерінің бірі болып табылады. Егеуқұйрықтардың мүшелері мен тіндерінің химиялық құрамы, олардың тығыздығы адам ағзасына ұқсас, бұл оларды эксперименттік модель ретінде қолдануға болатынына дәлел [170]. 
Жоғарыда айтылғандардың барлығын ескере отырып, марганец диоксидінің нейтронды-белсендірілген ұнтағымен (56Мn) ингаляциялау арқылы ішкі сәулеленудің әсерін зерттеу мақсатында зертханалық жануарларға эксперименттік зерттеу жүргізілді. Эксперименттік жұмыс «Семей медицина университеті» КеАҚ-ның «Нейтрондық белсендендіруден кейінгі қалдық радиоактивтіліктен организмнің әр түрлі деңгейіндегі ішкі сәулеленудің әсері: ядролық реактор нейтрондарын пайдаланып мультиорталықты эксперименттік зерттеу» ғылыми жобасы шеңберінде орындалды, мемлекеттік тіркеу номері 0118РКИ0544.  
Марганец ұнтағын нейтронды белсендендіру (56Mn) Курчатов қаласындағы «Байкал-1» ядролық реактор кешенінде орындалды. Жылулық нейтрондардың флюенсі 4×1014 н/см2, 8×1015 н/см2 және 1,2×1015 н/см2 (шағын дозадағы иондаушы сәулеленудің ингаляциялық әсеріне ұшыраған бірінші, екінші және үшінші тобы үшін) құрады. Сәулелену соңында 56Mn үлгісінің белсенділігі 2,75×108 Бк (7,43 мКи) болды. Бұл физикалық интеграл 1949 жылғы Хиросимадағы атом бомбасы кезінде нейтрондық өлшеміне сәйкес келеді [176, 185].
Эксперименттік жануарлар 6 топқа бөлінді: І топ – 56Mn (41±8 мГр), ІІ топ - 56Mn (91±3 мГр); ІІІ топ - 56Mn (100±10 мГр) ішкі сәулелеу; ІV топ – сыртқы 60Co (2 Гр) γ-сәулелеу; V– радиобелсенді емес марганец диоксиді (MnO2) әсер еткен топ және VІ –бақылау тобы. Диссертациялық жұмыс тақырыбына сәйкес алға қойылған мақсат пен міндеттерге қол жеткізу үшін барлық зерттелген топ жануарлары 3-ші және 60-шы күндері изофлуран пайдаланылып эвтанизацияланды.
Аталық бездер мен қуық асты безінің сәуле әсерінен зақымдануын ерте диагностикалау бұл мүшелердің ауруларының алдын алу мен емдеуде өте маңызды. Сондықтан, аталық безі мен қуық асты безінің радиациялық индуцирленген зақымдалуын болжау, диагностикалау үшін молекулярлық-генетикалық әдістерді қолдану анағұрлым маңызды (асқынуларды ерте ескерту, қосымша радиациялық әсер жоқ), сонымен қатар экономикалық жағын да ескеру қажет.
Айта кету керек, бұл экспериментте ішкі және сыртқы сәулеленудің ерлердің репродуктивті функциясына әсері аталық безі мен қуық асты безі тіндеріндегі гендер экспрессиясының және тестостерон деңгейінің өзгеруін анықтау арқылы зерттелген. Сәулелену дозасы 110 мГр-ден төмен болса да, 3 және 60-шы күндері стероидогенезге байланысты гендердің мРНҚ деңгейінің өзгеруі, сондай-ақ қуық асты безі ақуыздарының гендерінің экспрессиясының өзгеруі де болды.
Эндокриндік жүйеге ди (н-бирил) фталаттың әсерін талдайтын зерттеу ұрық гендерінің экспрессиясының өзгеруін көрсетті, олар SD егеуқұйрықтарында сезімтал маркер болып шықты [186]. Зерттеу нәтижелері стероидогенезге байланысты гендер мен жыныс жасушаларының маркерлік гендері химиялық агенттердің уыттылығын бағалауға мүмкіндік беретінін көрсетеді. SD егеуқұйрықтарын қолдану арқылы жүргізілген зерттеулерде авторлар уыттылықты және аталық безге қатысты бағалау кезінде стероидогенезге байланысты гендерді, сондай-ақ патологиялық өзгерістер табылмаған арнайы Сертоли жасушаларының гендерін қосқанда, мРНК экспрессиясының ерекше өзгерістері анықталды [187]. Радиобиологтардың еңбектерінде 1 Гр рентген сәулесінің жергілікті әсеріне ұшыраған тышқандардың аталық безінде жүйелі транскриптомды профильдеу туралы бұрынырақта хабарланған [188]. 56Mn әсер ету нәтижесінен кейін аталық бездердің гендерінің экспрессиясы туралы зерттеулердің жоғарыда келтірілген мәліметтеріне сүйене отырып, біз стероидогенезге байланысты гендердің, Лейдиг пен Сертоли жасушаларының спецификалық гендерінің, сондай-ақ Spag4 пен Zpbp қоса алғанда, жыныс жасушаларының гендерінің экспрессиясын анықтауды шештік. Экспозициядан кейін 3-ші күні жыныс және соматикалық жасушалар қызметінің бұзылуын көрсететін гендер экспрессияның төмендеуі байқалады. Бір қызығы, сыртқы сәулелендіру (60Co) Spag4 және Zpbp гендерінің экспрессиясын аз дәрежеде төмендетеді, ал ішкі сәулелену (56Mn) айтарлықтай айқын төмендеу әсерімен сипатталды. Айта кету керек, 56Mn және 60Co аталық бездердің гендеріне әр түрлі әсер етеді. Экспозициядан кейінгі 60-шы күні 56Mn×3 тобында Cyp11a1 мРНҚ деңгейі айтарлықтай төмен болды, ал 60Co тобында StAR генінің экспрессиясы төмендеді. Сондай-ақ, авторлар жүргізген Wistar егеуқұйрықтарының аталық бездерінің гендерінің экспрессиясын зерттеуде гамма сәулеленуден кейін StAR генінің экспрессиясының айтарлықтай төмендеуіне негізделген ұқсас әсерді тапты [189]. Осылайша, зерттеу нәтижелері бойынша ішкі және сыртқы сәуле стероидогенез гендерінің экспрессиясына әсер етеді, бұл тестостерон өндірілуінің төмендеуіне әкелуі мүмкін. Иондаушы сәулелену нәтижесінде Лейдиг жасушаларының функционалдық бұзылыстары, мүмкін, аталық безінің гистологиялық өзгерістерімен байланысты емес [190,191]. Лейдиг жасушаларының қызметін реттейтін стероидогенезге байланысты гендердің экспрессиясының өзгеруі бұл жұмыста көрсетілгендей қандай да бір морфологиялық өзгерістерге әкелмеуі мүмкін. Алдыңғы эксперименттік зерттеулер көрсеткендей Сертоли жасушалары Лейдиг жасушаларымен салыстырғанда иондаушы сәулеге төзімді болып келеді [190,191], біздің зерттеген гендеріміздің экспрессиясы да осыны көрсетті. 3-ші күні 56Mn×3 тобындағы Clu генінің мРНҚ деңгейінің статистикалық мәнді емес төмендеуін қоспағанда, экспозициядан кейін Cld11 және Clu гендерінің мРНҚ деңгейлерінде өзгерістер болмағанын атап өткен жөн.
Зерттеу жұмысының екінші міндетіне сәйкес 56Mn ерлердің репродуктивті функциясына әсерін толығырақ бағалау үшін біз қуық асты безінің қызметін де зерттедік. Кеміргіштердің қуық асты бездері вентральды, дорсолатеральды және алдыңғы (ұю бездері) бөліктерден тұрады, олардың әрқайсысы әр түрлі ақуыз бөледі [192]. Біз қуық асты безінің вентральды бөлігінен бөлінетін ақуыздар prstC3, CRP1 және KS3, сонымен қатар дорсолатеральды бөлігі секреттейтін PSP94 ақуызының мРНҚ экспрессиясы деңгейін анықтадық. Экспозициядан кейін 60-шы күні ингаляциялық жолмен енген шағын дозадағы 56Mn және сыртқы 60Co иондаушы сәуле әсер еткен  топтарда CRP1, KS3, PSP94 ақуыздарының мРНҚ деңгейінің айтарлықтай төмендеуі байқалды, бұл иондаушы сәуле  әсерінен қан сарысуындағы тестостерон деңгейінің төмендеуі салдарынан қуық асты безінің дисфункциясын тудырады деп болжауға болады.
Негізінен  екі  айнымалы  арасында  қандай  да  бір тәуелділіктің бар немесе жоқ екенін корреляциялық талдаулар  арқылы анықтауға болады. Сондықтан зерттеуіміздің тағы бір міндеті алынған  нәтижелерге сәйкес аталық бездегі стероидогенез – ассоциирленген Лейдиг жасушалары гендерінің (Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1), арнайы ұрықтық жасушалары гендерінің (Spag4 және Zpbp), қуықасты безі ақуыздарының (CRP1, KS3, PSP94) гендерінің мРНК экспрессиясы өзгеру деңгейінің көрсеткіштері, тестостерон көрсеткіштері мен ішкі сәулелену дозасы арасында дозаға тәуелділікті  анықтау мақсатында корреляциялық талдау жүргізілді. Зерттелген  басқа  да  көрсеткіштер  мен  ішкі  сәуле  дозасы  арасында  корреляциялық  талдаудың жүргізілмеу  себебі  бұл  көрсеткіштер  ішкі  сәулелену  жағдайында  радиация дозасына тұрақты болды. Яғни зерттеу нәтижесі бойынша аталық бездегі Лейдиг жасушасындағы StAR, Сертоли жасушасындағы Cldn11, Clu,  аталық бездегі PrstC3 гендерінің мРНК экспрессиясы деңгейінде  әсер етуден  кейін  бақылау  тобымен  салыстырғанда  статистикалық  мәнді айырмашылықтар анықталған  жоқ.  Сондықтан  бұл  көрсеткіштер  мен  ішкі сәулелену дозалары арасында корреляциялық талдауды жүргізудің маңызы болмады. Зерртеу нәтижесіне сәйкес Лейдигтің стероидогенез – ассоциирленген арнайы гендерінің, атап айтқанда  Cyp11a1, Cyp17a1 мРНК экспрессиясының деңгейі, қуықасты безінің секреторлық ақуыздары гені CRP1, KS3 мРНК экспрессиясының деңгейі және тестостерон деңгейі бойынша көрсеткіштер мен  ішкі сәуле  дозасы  арасында корреляциялық байланыс орташа күшті және теріс болды.
Ішкі сәулеленуден кейін белгілі бір радионуклидтердің организмде таралуы олардың химиялық сипатына байланысты болады [193, 194]. Егеуқұйрықтар тұрақты және ерімейтін MnO2 молекулаларына ұшыраған кезде олар асқазан-ішек жолдарына, теріге және өкпеге жеткізіледі. Радиобелсенді бөлшектерден болатын сәулелену канцерогенез тұрғысынан онша қауіпті емес деп есептеледі. Алайда, радиобелсенді бөлшектер «нысана мүшеде» біршама айқын биологиялық әсер көрсетуі мүмкін, себебі ғалымдар бұрын 56Mn әсер еткеннен кейін егеуқұйрықтардың өкпесінде және аш ішегінде гистологиялық өзгерістерді анықтаған [195]. Бұл зерттеуде де шағын дозадағы радиобелсенді бөлшектердің белгілі бір нысана мүшелерге биологиялық әсерін көрсеткені байқалды. 56Mn әсері аталық без генінің экспрессиясына 2 Гр дозадағы сыртқы сәулелендіру әсеріне қарағанда әлдеқайда айқын болды.
Бұл эксперименттік зерттеуде біз нейтронмен белсендірілген марганец (56MnO2) әсеріне ұшыраған егеуқұйрықтарда стероидогенезге байланысты, сонымен қатар Лейдиг жасушаларының гендері мен ерлердің репродуктивті қызметінің реттелуіне жауап беретін қуық асты бездерінен синтезделетін ақуыздардың экспрессиясының төмендеуі болатынын анықтадық [203].
Әдеби дереккөздерден белгілі болғандай, аталық бездегі гендер экспрессиясының өзгеруі иондаушы сәулелену немесе химиялық заттардың әсерінен болған аталған мүшенің функционалдық бұзылыстарын анықтау үшін пайдалы маркер болып табылады [158-160].
Осылайша, алынған нәтижелер бірқатар мРНҚ гендерінің экспрессия деңгейінің сезімталдығы клиникалық симптомдар мен патоморфологиялық белгілер пайда болғанға дейін, аталық безі мен қуық асты безінің зақымдалуын молекулалық деңгейде анықтайтын маркер бола алатынын көрсетеді.
Олай болса, иондаушы сәуле әсерінен болатын аталық және қуықасты безі тіндеріндегі деструкциялық, дистрофиялық, қабынулық және некроздық үдерістерді, сонымен қатар аталған мүшенің функционалдық бұзылыстарын молекулярлы – генетикалық деңгейде ерте болжау маңызды болып табылады, ал оларды ерте анықтау үшін аталық без және қуықасты безі тіндеріндегі кейбір гендердің экспрессиясын зерттеудің маңызы зор. Осы уақытқа дейінгі жүргізілген эксперименттік зерттеулер сыртқы сәулелену жағдайында және жоғары дозада зерттелген, ал шағын дозадағы ингаляциялық жолмен ішкі сәулелену жағдайында аталық және қуықасты безі тіндеріндегі гендердің эспрессиясы туралы мәліметтер жоқ. Сондықтан жоғарыда аталған гендердің ішкі сәулелену жағдайында иондаушы сәуле әсерінен кейінгі экспрессиясы деңгейін зерттеу аталық және қуықасты безіндегі радиация әсерінен болатын зақымдануларды, олардағы функционалдық бұзылыстарды  ерте болжауға мүмкіндік беруі мүмкін.


ТҰЖЫРЫМ
Ингаляциялық жолмен шағын дозадағы нейтронды-белсендендірілген марганец (56Mn) ұнтағымен, белсендендірілмеген марганец диоксидімен (MnО2) және 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәулемен (60Со) әсер еткеннен кейінгі егеуқұйрықтардың аталық без тіндеріндегі (Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1, StAR, Cld11, Clu, Spag4 және Zpbp), қуық асты безі тіндеріндегі (PrstC3, CRP1, KS3 және PSP94) мРНК гендерінің экспрессиясын және тестостерон деңгейін бағалау бойынша зерттеу нәтижесі негізінде келесі тұжырымға келдік:
1. А) Аталық безі тініндегі стероидогенез – ассоциирленген Лейдиг жасушаларындағы гендердің мРНҚ экспрессиясының деңгейін бағалау нәтижелері бойынша ішкі сәулелену 56Mn*3 тобында (p=0,046) 60-шы тәулікте  Cyp11a1 генінің экспрессиясы бақылау тобымен салыстырғанда төмендеді. Cyp11a1 ақуызының мРНК экспрессиясының төмендеуі тестостерон синтезі үшін қажет прегненолонның мөлшерін азайтуы мүмкін, соның салдарынан тестостерон синтезі де тежеледі. 
Cyp17a1 генінің мРНК экспрессиясы 56Mn*1, 56Mn*2, 56Mn*3 топтарда (сәйкесінше p=-0,16, p=0,01, p=-0,12) төмендеді. Cyp17a1 гені 17α-гидроксилазды және де 17,20-лиазды белсенділікке ие, ал бұл андрогендердің синтезін белсендендіреді, сондықтан бұл геннің мРНК экспрессиясының төмендеуі салдарынан андрогендер синтезі бұзылады. 
Hsd3b1 генінің экспрессиясы жедел кезеңде (3-ші тәулікте) ішкі сәуле әсер еткен топтарда (56Mn*1, p=0,009; 56Mn*3, p=0,001; 56MnО2, p=0,024) төмендеді, 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәуле (60Co, p=0,046) алшақ кезеңде (60-шы тәулікте) StAR генінің экспрессиясын өзгертеді. 
Б) Ұрық жасушаларындағы Spag4 (56Mn*1, p=0,001; 56Mn*2, p=0,000; 56Mn*3, p=0,001), Zpbp (56Mn*1, p=0,000;  56Mn*2, p=0,000;  56Mn*3, p=0,002) гендерінің мРНК экспрессиясы да ішкі сәуле топтарында төмендеді. Spag4 ақуызы сперматогенезге қатысады, сперматозоидтың бас бөлігінің қалыптасуына қажет. Акросомалді матриксте Zpbp ақуызының азаюы акросоманың биогенезін және сперматозоидтардың морфогенезін бұзады. 
2) Қуық асты безінің тіндерінде гендердің мРНҚ экспрессиясының деңгейін бағалау нәтижелері бойынша анықталды: CRP1 (56Mn*2, р=0,023), KS3 (56Mn*2, р=0,003; 56Mn*3, р=0,014) және PSP94 (56Mn*3, р=0,04) гендерінің экспрессиясы бақылау тобымен салыстырғанда 60-шы тәулікте төмендеді, 2 Гр дозадағы сыртқы γ-сәуле (60Co) CRP1 (р=0,028), KS3 (р=0,041) гендерінің мРНҚ экспрессиясын өзгертеді. 
3) Нейтронды-белсенді марганец ұнтағы әсер еткен эксперименттік топта (56Mn*2, p=0,037) тестостерон деңгейі (60-шы тәулікте) статистикалық мәнді өзгерді. Аталық бездегі Лейдиг жасушаларындағы тестостерон синтезіне қатысатын гендердің мРНК экспрессиясының өзгеруі тестостерон деңгейінің өзгеруіне әкелуі мүмкін. Сыртқы γ-сәулеленуге ұшыраған  топтың көрсеткіштері тұрақты болып шықты. 
4) 3-ші тәуліктегі тестостерон, аталық без, қуық асты безі тіндері гендерінің мРНҚ деңгейі мен ішкі иондаушы сәулелену дозасы арасында статистикалық маңызды корреляция табылған жоқ. Зерттеудің 60-шы тәуліктегі зертханалық нәтижелеріне келер болсақ Лейдигтің стероидогенез – ассоциирленген арнайы гендерінің, атап айтқанда  Cyp11a1 (τ=-0,475, р=0,006), Cyp17a1 (τ=-0,321, р=0,039) мРНК экспрессиясының деңгейі, қуықасты безінің секреторлық ақуыздары CRP1 (τ=-0,489, р=0,004), KS3 (τ=-0,377, р=0,022) мРНК экспрессиясының деңгейі және тестостерон деңгейі бойынша (τ=-0,386, р=0,020) көрсеткіштер мен  ішкі сәуле  дозасы  арасында корреляциялық байланыс орташа күшті және теріс болды. Бұл ішкі сәуле дозасына тәуелді аталық және қуықасты безі мРНК гендерінің экспрессия деңгейін және тестостерон деңгейін зерттеу кезеңіне байланысты репродуктивті жүйенің зақымдануының әртүрлі кезеңдерінің дамуымен және оның ауырлық дәрежесімен байланысты болуы мүмкін.
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