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БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР
	БД 
	- бронх демікпесі

	ӨСОА
	- өкпенің созылмалы обструктивті аурулары

	БДӨАС
	- БД мен ӨСОА айқас синдромы

	ADRB2
	- бета-2-адренергиялық рецепторы (Adrenoceptor Beta 2)

	MDR1
	- бірнеше дәріге төзімділік (multidrug resistance)

	FOXP3
	- forkhead box P3

	Tregs 
	- Т-клеткаларын реттеуші

	IL 
	- интерлейкин

	TNF-α
	- ісік некрозының факторы (Tumor necrosis factor-α)

	IFN-γ
	- ɣ -интерферон (ɣ -interferon)

	TSLP
	- тимустық стромалды лимфопоэтин  (Thymic stromal lymphopoietin)

	IgE
	- иммуноглобулин Е (Immunoglobulin E)

	SNP 
	- бір нуклеотидті полиморфизм (single nucleotide polymorpysm)

	1МТШК
	- 1 секундтағы мәжбүрлі тыныс шығару көлемі

	МӨӨК
	- мәжбүрлі өкпенің өмірлік көлемі

	Th1 
	- Т-хелпер 1 

	Th2 
	- Т-хелпер 2

	БАЛ 
	- бронхоальвеолярлы лаваж

	цАМФ  
	- циклдік аденозинмонофосфаты

	АҮФ
	- аденозинүшфосфат

	NBF
	- нуклеотидпен байланысқан қыртыстар (nucleic binding fold)

	кДНҚ
	- комплементарлы дезоксирибозануклеин қышқылы

	UTR
	- трансляцияланбаған аймақ (untranslated region)

	CDS
	- кодталатын реттілік(coding sequence)

	кДа
	- килодальтон

	RISC
	- РНҚ –индуцирленген эффекторлы кешен (RNA-induced silencing complex)

	NF-κB
	- кВ ядролық факторы (nuclear factor κB)

	GOLD
	- ӨСОА бойынша жаһандық стратегиясы (Global Strategy for the Treatment and Prevention of COPD)

	GINA
	- Бронх демікпесі бойынша жаһандық стратегиясы (Global Strategy for Asthma)

	ЭДТҚ
	- этилендиаминтетрасірке қышқылы

	ROC
	- операциялық жұмыстың сипаттамасы (receiver operating characteristic)

	AUROC
	- операциялық жұмыстың сипаттамасы асты көлемі (area under the receiver operating characteristics)

	mMRC
	- ентігудің айқындылық шкаласы (modified Medical Research Council)

	САТ
	- ӨСОА бойынша бағалау тесті (COPD Assessment Test)





КІРІСПЕ

Зерттеудің жалпы сипаттамасы. Диссертациялық жұмыста бронх демікпесі (БД) мен өкпенің созылмалы обструктивті аурулары (ӨСОА), сондай-ақ, БД мен ӨСОА айқас синдромы (БДӨАС) анықталған ауру адамдардағы генетикалық және эпигенетикалық зерттеулердің нәтижелері көрсетілген. Бронх-өкпе аурулар (БД, ӨСОА және БДӨАС) патогенезіндегі ADRB2, MDR1 гендер полиморфизмі мен микроРНҚ экспрессиясының профилі сонымен қатар, иммунологиялық жағдайы зерттелді. 
Зерттеу тақырыбының өзектілігі. Бронх демікпесі (БД) және өкпенің созылмалы обструктивті ауруы (ӨСОА) – айтарлықтай және үнемі ұлғайып отыратын экономикалық және әлеуметтік залалға әкелетін жаһандық созылмалы аурулардың бірі [1-3]. Әлемде халықтың шамамен 4% - ында бронх демікпесі диагнозы қойылған, ал өлім саны жылына 250 000 адамға жетеді, сондай-ақ, дамушы елдерде аурудың өсу тенденциясы байқалады [1,2]. Шамамен әр түрлі елдердегі халықтың 0,2% - дан 37% - на дейін ӨСОА диагнозымен өмір сүреді және бұл патология барлық тыныс алу аурулары арасындағы өлім себебі бойынша ең көп таралған [4]. 
Қазақстанда демікпе балалар арасында ересектерге қарағанда екі есе жиі кездеседі. Егер 2018 жылы 18 жастан асқан 100 мың адамға орта есеппен 75,9 жағдай тіркелсе, онда 0 мен 14 жас аралығындағы 100 мың қазақстандыққа 149,2 жағдай тіркелді. Денсаулық сақтау министрлігінің (2018 ж) мәліметтері бойынша  бронх демікпесімен ауыру 100 мың адамға шаққанда 56,3 жағдайды құрайды, бұл шамамен 10 000 адамға тең. Бұл мультифакторлы аурудың патологиялық механизмі әлі толық зерттелген жоқ. Ресми статистикаға сәйкес, Қазақстанда ӨСОА -мен ауыру 100 мың ересек тұрғындардың 360- шегінде, Дүниежүзілік денсаулық саутау ұйымының сарапшыларының болжамы бойынша бұл көрсеткіш шын мәнінде 7-9 есе жоғары болуы мүмкін [5].
Соңғы жылдары БД және ӨСОА айқас синдромы (БДӨАС) ретінде БД және ӨСОА белгілері бар науқастарды жеке топқа бөле бастады [6]. Зерттеу жұмыстары бойынша, спирометрия көмегімен анықталған ӨСОА диагнозы бар науқастардың шамамен 15% БДӨАС табылып отыр. БДӨАС-ның жеке ауру ма, әлде бұл коморбидті жағдай ма деген сұрақ кеңінен талқыланып келе жатыр [7,8].
БД, ӨСОА және БДӨАС арасында дифференциалды диагностика жүргізілетін негізгі белгілер өкпенің функционалды көрсеткіштеріне негізделген. Өкпе функциясын бағалаудың негізгі және жалғыз әдісі-спирометрия, ол аурудың белсенділігін емес, негізінен ауырлықты көрсетеді. Сонымен қатар, оны өлшеу, көбінесе науқастың күш-жігеріне, дәрігердің тәжірибесіне және деректерді дұрыс түсіндіруге байланысты. Аурулар тарихы туралы ақпарат пен функционалды өкпе тестілерінің жеткіліксіз болуы бронх-өкпе патологиясының жаңа мүмкін болатын биомаркерлерін іздеуге бағытталған зерттеулерге жол ашады.
Сонымен қатар, бронх-өкпе ауруларында ADRB2 рецепторы және MDR1 транспортер маңызды рөл атқарады. 
β2-адренергиялық рецептор (ADRB2) бронх-өкпе аурулары кезінде тыныс алу жолдарының тегіс бұлшықеттерінің тонусын реттейтін негізгі рецептор болып табылады [9]. ADRB2 функциясын бұзатын геннің полиморфты нұсқалары аурудың пайда болу қаупін арттыруы немесе эндогендік және ингаляциялық адренергиялық агонистерге реакцияны төмендетуі мүмкін.
MDR1 генінің ақуыз өнімдері (бірнеше дәріге төзімді ген) антиоксиданттық белсенділікке ие және өкпе ұлпасын тотығу стрессінен және темекі шегу кезінде ағзаға енетін улы қосылыстардан қорғайды [10]. АҮФ тәуелді трансмембраналық транспортер болып табылатын 12 трансмембраналық доменнен тұрады. MDR1 көптеген иммундық жасушалар арқылы экспрессияланып, олардың миграциясына дифференцировкасына қатысып, цитокиндердің концентрациясына әсер етеді [11]. 
Сондықтан, ADRB2 мен MDR1 гендерінде орналасқан полиморфизмдерді қазақстандық популяцияда БД, ӨСОА және БДӨАС бар науқастарды зерттеу маңызды болып табылады. 
Соңғы жылдары гендердің посттрансляциялық репрессиясына және жасушалық функциялардың маңызды реттегіші болып табылатын шамамен 21 нуклеотидтен тұратын кіші кодталмаған РНҚ - микроРНҚ қарқынды түрде зерттелуде [12]. МикроРНҚ бронх-өкпе ауруларын емдеудің жаңа әдістерін табу үшін диагностикалық биомаркер және нысана ретінде пайдаланудың үлкен әлеуетіне ие [13]. Олар эукариот жасушаларының мРНҚ-ның шамамен 60% - ын нысанаға ала алатындығы белгілі [14]. МикроРНҚ көптеген жасуша түрлеріндегі сигнал беру жолдарын басқаруда, фенотиптің қалыптасуында және иммундық жүйе жасушаларының дамуында, сонымен қатар көптеген тіндердегі қабыну реакциясын реттеуде маңызды рөл атқарады [15]. МикроРНҚ тыныс алу жолдарының созылмалы ауруларының патогенезі мен дамуындағы негізгі реттеушілер ретінде танылуы мүмкін [12].
Бронх демікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті аурулары жүйелік қабыну болғандықтан, қанда  интерлейкин-6 (IL-6), интерлейкин-4 (IL-4), ісік некрозының факторы (TNF-α), ɣ -интерферон (ᵧ-INF), тимустық стромалды лимфопоэтин (TSLP) цитокиндер концентрациясының өзгеруімен байланысты. Цитокиндер - гормон тәрізді ақуыздар, кең спектрге ие жасуша-медиаторлармен синтезделетін (лимфоциттері, моноциттер, гранулоциттер, эндотелиоциттер және т. б.) қабыну реакциясы кезіндегі жасушааралық өзара әрекеттесулерге және биологиялық белсенділікке ықпал етеді [16]. Диагностикада қабыну және қабынуға қарсы цитокиндердің концентрациясы, олардың патогенездегі және клиникалық көріністегі рөлі туралы ақпарат жеткіліксіз. Осы сұрақтарға жауап алу үшін цитокиндердің патогенезінде алатын орнын зерттеу жұмыстары жалғастыруда.
Сондықтан, БД, ӨСОА және БДӨАС ауруларында генетикалық (ADRB2 және MDR1 гендерінің полиморфизмдері), эпигенетикалық аспектілердің (микроРНҚ экспрессиясының деңгейі) және цитокиндердің рөлін зерттеу инвазивті емес диагностика үшін жоғары сезімтал және спецификалық биомаркерлерді және жекелендірілген медицинада емдеудің жолын табудың маңызды көрсеткіші болып табылады.
Зерттеудің мақсаты мен міндеттері. Бронх-өкпе ауруларының патогенезіндегі (БД, ӨСОА және БДӨАС) генетикалық, эпигенетикалық механизмдердің (ADRB2 және MDR1 гендерінің полиморфизмдері, микроРНҚ экспрессиясының профилі) және цитокиндер деңгейінің рөлін зерттеу. 
Осы мақсатқа жету барысында алға төмендегідей міндеттер қойылды:
1. Қазақстандық популяциядағы БД, ӨСОА және БДӨАС науқастар тобынан маңызды ақуыздардың гендер полиморфизмін зерттеу: бета-адренорецоптор - ADRB2 және бірнеше дәріге төзімді ген – MDR1.
2. БД, ӨСОА және БДӨАС диагнозы анықталған адамдар тобындағы қан плазмасынан еркін-айналмалы микроРНҚ экспрессиясының hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-320c профилін зерттеу.
3. Цитокиндер спектрін (IL-4, IL-6, TNF-α, ɣ-INF және TSLP) және зерттелетін ауру және бақылау топтарындағы қан плазмасынан жалпы иммуноглобулин Е деңгейін зерттеу. 
4. ADRB2 және MDR1 гендер полиморфизмінің цитокиндерге тәуелділігін анықтау.
5. Еркін-айналмалы hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-320c экспрессиясының цитокиндерге тәуелділігін анықтау.
Зерттеу нысаны. БД, ӨСОА, БДӨАС, қан плазмасы, цитокиндер, ген полиморфизмі, микроРНҚ. 
Зерттеу әдістері: иммунологиялық әдістер, нуклеин қышқылдарын бөліп алу, спректрофотометриялық әдістер, кері транскрипциялық ПТР, нақты уақыттағы ПТР, сонымен қатар, алынған нәтижелерді GraphPAd Prism 8.0 және MedCal 9.1 платформаларында статистикалық өңдеуден өтті.  
Ғылыми жаңалығы. Алғаш рет бронх демікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті аурулары және олардың айқас синдромы анықталған науқастардан алынған биоматериалдан мультиомикстік зерттеу жұмыстары жүргізілді. Яғни, ADRB2 және MDR1 гендерінің бір нуклеотидті полиморфизмдері бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың айқас синдромы патогенезіндегі популяциялық маңыздылығы алғаш рет қазақ популяциясында зерттелді және эпигенетикалық деңгейде еркін-айналмалы микроРНҚ экспрессиясының салыстырмалы деңгейі, протеомикалық деңгейде цитокиндер концентрациясы қарастылды. Сонымен қатар, бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың айқас синдромы ауруларының патогенезіне қатысатын жаңа микроРНҚ түрлері (hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-320c) қан плазмасынан анықталды.
Зерттеудің теориялық және практикалық маңыздылығы. Бронх демікпесі және өкпенің созылмалы обструктивті аурулар диагностикасы үшін клиникалық тәжірибеде қолданылатын қазіргі заманғы молекулалық биомаркерлер осы аурулардың пайда болуы мен ағымын болжау үшін жеткілікті сезімталдыққа ие емес. Генетикалық және эпигенетикалық механизмдерді, атап айтқанда микроРНҚ экспрессиясын зерттеу гендер мен қоршаған ортаның өзара әрекеттесуі туралы біздің түсінігімізді кеңейтуге ықпал етеді және пациенттерді диагностикалау мен емдеудің жаңа тәсілдерін жасауға мүмкіндік береді. Ұсынылып отырған зерттеу жұмыстарының нәтижелері Л.Н. Гумилев атындағы ЕҰУ жалпы биология және геномика кафедрасының «7М05107-Биология» мамандығының оқу бағдарламасына арналған «негізгі молекулалық-генетикалық процестер» атты пәндерінде арнайы лекция, практика сабақтары өткізілді. Диссертациялық жұмыстың нәтижелерін оқу үрдісіне ендіру актісі қосымша В берілген.
Диссертацияның қорғауға ұсынылатын негізгі қағидалар.
1. Қазақстандық популяциядағы БД, ӨСОА және БДӨАС науқастарының ADRB2 генінің Gln27Glu мен Arg16Gly және MDR1 генінің C3435T бір нуклеотидті полиморфизмдері және гендер полиморфты нұсқаларының БД, ӨСОА және БДӨАС және олардың типтері арасындағы байланысы зерттелді.
2. Созылмалы обструктивті өкпе ауруы және бронх демікпесі бар науқастардың қан плазмасындағы еркін-айналмалы микроРНҚ экспрессиясының панельдік талдау нәтижелері және БД, ӨСОА және БДӨАС бар науқастарда және олардың типтері мен бақылау тобындағы еркін-айналмалы hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320c салыстырмалы экспрессия деңгейі талданды. 
3. БД, ӨСОА және БДӨАС науқастарының қан плазмасындағы цитокиндердің рөлі анықталды.
4. БД, ӨСОА және БДӨАС науқастарындағы ADRB2 генінің Gln27Glu мен Arg16Gly, MDR1 генінің C3435T полиморфизмінің цитокиндермен байланысы анықталды.
5. БД және БДӨАС пациенттерінің қан плазмасындағы еркін-айналмалы микроРНҚ экспрессиясы мен цитокиндер деңгейіне корреляциялық талдау жасалынды.
Жұмыстың ғылыми-зерттеу бағдарламаларымен байланысы. Диссертациялық жұмыс ҚР БҒМ бағдарламасы бойынша  AP05131899 «Бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және бронх демеікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті ауруының айқас синдромына дербестелген терапия мен молекулалық диагностика әзірлеу үшін бронх-өкпе ауруларының генетикалық және эпигенетикалық механизмдерін зерттеу» ғылыми зерттеу жұмысы 2018-2021 жж. гранттық қаржыландыру жобасы шеңберінде орындалды. Жұмыс Л.Н.Гумилев атындағы Еуразия ұлттық университетінің Клеткалық биология және биотехнология ғылыми-зерттеу институтының молекулалық генетика зертханасында (Нұр-сұлтан, Қазақстан) және Генуя университетінің экспериментальды медицина департаментінде (Генуя қ., Италия) орындалды.
Зерттеу нәтижелері.
1. ADRB2 генінің полиморфизмі Arg16Gly бақыланбайтын БД дамуына әсер етуі мүмкін. ADRB2 генінің гаплотиптері Arg16Gly/Gln27Gln мен Arg16Gly/Gln27Glu қазақ популяциясының БД науқастар тобында жиі кездеседі. MDR1 C3435T полиморфизмінің С/Т генотипі ӨСОА науқастар тобында жоғарғы жиілікте кездестірілді.
2. ӨСОА науқастарындағы еркін-айналмалы hsa-miR-19b-3p салыстырмалы деңгейі бақылау тобына қарағанда 2,6 есе жоғары болды. БД және БДӨАС-мен ауыратын науқастардың қан плазмасында hsa-miR-19b-3p мөлшері сәйкесінше, 1,3 есе және 2 есе төмен екендігі анықталды. БД және БДӨАС-мен ауыратын науқастардың қан плазмасында hsa-miR-125b-5p концентрациясының 27 және 12 есе жоғарылауы байқалды. ӨСОА-мен ауыратын науқастарда hsa-miR-125b-5p деңгейінің 1,4 есе төмендеуі байқалды. hsa-miR-320c экспрессиясының салыстырмалы деңгейін анықтау барысында БД диагнозы бар науқастарда бақылау тобымен салыстырғанда оның концентрациясының 25 есе төмендегені көрсетілді. hsa-miR-320c экспрессиясының жоғары деңгейі ӨСОА және БДӨАС науқастарына тән.
3. Қан плазмасындағы IgЕ жоғарылауы БД, ӨСОА және БДӨАС бар науқас топтары арасында айтарлықтай айырмашылықсыз байқалады. Қан плазмасында IL-4 концентрациясы ӨСОА бар науқастарда 62 пг/мл, ал БД науқастар тобында 14 пг/мл құрады, ол бақылау тобымен салыстырғанда, тиісінше, 21 есе және 4,6 есе жоғары. БДӨАС науқастар тобында IL-4 деңгейі 6,2 пг/мл құрады. Қан плазмадағы TNF-α деңгейі ӨСОА тобында 10,9 пг/мл сәйкес келіп, сенімді түрде бақылау тобынан 11 есеге жоғарылады. IL-6 деңгейі бақылаумен салыстырғанда ӨСОА науқастар тобында 1,45 есе жоғарласа, БД мен БДӨАС науқастарында 12 мен 11 есеге төмендегені анықталды. БД, ӨСОА, БДӨАС және бақылау тобы арасындағы қан плазмасындағы TSLP деңгейінің сенімді айырмашылығы табылмады.
	4. ADRB2 генінің полиморфизмі Arg16Gly қан плазмасындағы IL-4 деңгейіне, сондай-ақ, ӨСОА өршу қаупіне әсер етеді. MDR1 генінің полиморфизм C3435T ӨСОА байланысты және қан плазмасындағы IL-6 деңгейін өзгертеді.
5. БД тобының Th2 төмен қабынуымен ауыратын науқастардың қан плазмасындағы hsa-miR-320c экспрессиясының деңгейі IL-4 және IgE деңгейімен оң корреляцияланды. БДӨАС -мен ауыратын науқастарда hsa-miR-320c экспрессия деңгейі мен IgE концентрациясы арасында сенімді оң корреляция анықталды. БДӨАС науқастарында TSLP деңгейі мен hsa-miR-19b-3p экспрессия деңгейі арасындағы сенімді оң корреляция анықталды.
Зерттеу нәтижелерінің апробациясы. Зерттеу нәтижелері мен диссертацияның негізгі ережелері халықаралық және республикалық конференцияларда баяндалды және ұсынылды: "Аллергология және иммунология" демікпе, ӨСОА және иммунопатология бойынша ХІІ Дүниежүзілік конгресс (Мәскеу, Ресей, 2018); "Шоқан оқулары -22" халықаралық ғылыми-практикалық конференциясы (Көкшетау, Қазақстан, 2018); VII Вавиловского общества генетиков и селекционеров (Санкт-Петербург, 2019); «Генетика-медицина мен селекциядағы инновациялардың іргелі негізі» атты VIII халықаралық ғылыми-практикалық конференция (Ресей, Ростов-на-Дону, 2019); Халықаралық конференция «Modern perspectives for biomedical sciences: from bench to bedside» (Қазақстан, Нұр-Сұлтан, 2020); "Ғылым және білім – 2020" халықаралық конференциясы (Нұр-сұлтан, Қазақстан, 2020); 45th FEBS Congress, Molecules of life: Towards New Horizons (Любляна, Словения, 2021). 
Мақалалар. Зерттеудің негізгі нәтижелері 15 баспа жұмысында баяндалған, оның ішінде: Scopus және Web of science деректер базасына кіретін шетелдік журналдарда 1 мақала: Clinical Respiratory Journal (IF-2.57, Q3); 2 мақала шетелдік журналда: MicroRNA; ҚР БҒМ Ғылым комитеті ұсынған ҚР журналдарындағы 5 мақала: ҚР ҰҒА баяндамалары (2018), ЕҰУ хабаршысы (2018,2019,2020), Астана медицина университеті журналы (2019); ҚР халықаралық конференция материалдарындағы 3 тезис және шетелдік конференция материалдарындағы 3 жарияланым, Web of science: Febs Open BIO 11 (IF-2.69, Q3) индекстелетін халықаралық конференция материалында 1 тезис жарияланды. 
Диссертацияның көлемі мен құрылымы. Диссертация белгілер мен қысқартулардан, кіріспе, әдебиетке шолудан, материалдар мен зерттеу әдістерінен, нәтижелер мен оларды талқылаудан, қорытынды және пайдаланылған әдебиеттер тізімінен тұрады.

ӘДЕБИЕТКЕ ШОЛУ

1.1  Бронх демікпесі және өкпенің созылмалы обструктивті аурулар патогенезіне әсер ететін факторлар
Бронх демікпесі және өкпенің созылмалы обструктивті аурулары - ересек адамдар арасында бронх-өкпе жүйесінің ең көп таралған ауруларының бірі болып табылады, бұл пациенттердің өмір сүру сапасының төмендеуіне және денсаулық сақтау жүйесінің дәрі-дәрмектерді өмір бойы қолдануға, ұзақ мерзімді еңбекке жарамсыздыққа алып келетін жаһандық медициналық-әлеуметтік мәселе болып табылады [17]. 
Бронх демікпесі – мультифакторлы аурулардың бірі. БД ауруының дамуына үш негізгі қауіп факторлары: бейімділік, әсер етуші және аурудың дамуын жоғарлататын факторлар тобының әсер етуімен сипатталады (сурет 1). 
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Сурет 1- Бронх демікпесі ауруын тудыратын қауіп факторлары

1-суретте көрсетілген қауіп факторлары әсерінен бронхтың тегіс бұлшықеті қысқарады, тыныс алу жолдары шырышқа толып және альвеолалардың ісіну процесі нәтижесінде бронх демікпесі ауруының дамуына алып әкеледі. Соның есебінен төрт формадағы бронхтың обструкциясы пайда болады [18]:
· Қайтымды: 1) жедел (бронхоспазм пайда болады);
2) жедел асты (бронх қабырғасында ісік пайда болады);
3) созылмалы (гипер- және дискретті);
· Қайтымсыз: 4) Бронх қабырғасының қайта қалпына келуі.
Бронх демікпесі патогенезіне көптеген қабыну жасушалары қатысады: 1) мастикалық жасушалардан медиаторлардың босап шығуы, өз кезегінде бронхоспазмның болуын тудыртады. Оларға гистамин, лейкотриендер және простогландиндер D2 жатады. 2) Эозинофильді жасушалардың саны тыныс алу жолында артады және бронх эпителий жасушаларын бұзатын ақуыздарды синтездейді. 3) Макрофагтардың саны тыныс алу жолында көбейеді. Активтенген макрофагтар қабыну медиаторлары мен цитокиндердің синтезделіп босап шығуын қамтамасыз етеді. 4) Т-лимфоциттер өз кезегінде, тыныс алу жолдарында саны артып, спецификалық IL–4, IL–5, IL–6 цитокиндерінің босап шығуына ықпал етеді. 5) В- лимфоциттер Т-лимфоциттерді активтендіреді, сондай-ақ, спецификалық Ig E антиденесін бөліп шығарады [19].  
Бронх демікпесінің этиологиясына, аурудың ауырлығына және бронх обструкциясының пайда болуына байланысты төмендегі 1-кестеде көрсетілгендей жіктеледі [20].

Кесте 1 – БД ауырлығының клиникалық көрінісі бойынша классификациялануы

	Классификациясы
	Сипаттамасы

	І жеңіл аралық демікпе
	Белгілі бір аллергенмен байланысқан кезде пайда болады. Бірақ байланыс болмаған жағдайда ауру симптомдары болмайды, өкпенің функция көрсеткіші қалыпты жағдайдағы шегіне тең болады.

	ІІ жеңіл тұрақты демікпе
	Аурудың симптомдары аптасына бір рет байқалады, 1 секундтағы мәжбүрлі тыныс шығару көлемі қалыпты жағдайдан 80% құрайды. 

	ІІІ орташа ауыр тұрақты демікпе
	Демікпе симптомдары күн сайын пайда болады. 1 секундтағы мәжбүрлі тыныс шығару көлемі қалыпты жағдайдан 60% - 80% арасын құрайды.

	IV ауыр тұрақты демікпе
	Демікпе симптомы күніне бірнеше рет байқалады. Физикалық белсенділік шектеледі. 1 секундтағы мәжбүрлі тыныс шығару көлемі қалыпты жағдайдан шамамен 60% құрайды.



А.Г. Чучалин демікпелік статустың анафилактикалық және метаболикалық деп екі формасын қарастырды. Анафилактикалық формада гипоксемиялық команың болуымен сипатталады, әдетте оның алдында жедел және ауыр тұншығу ұстамасы болады. Тұншығу ұстамасының комаға айналу себебінің бірі науқастарда антибиотиктерге, сульфаниламидке сезімталдығы жоғарылаған дәрілерді қолдану болып табылады. Метаболикалық форма бірнеше күнде баяу пайда болады. Бронходилататорлар уақытша әсер беру нәтижесінде, қақырық қоймалжың және оны бөліп алу қиын, ірің тәрізді болып келеді. Бұның нәтижесінде жаппай бронхоспазм пайда болады [21]. 
Өкпенің созылмалы обструктивті ауруы – әдетте ауа ағынының тұрақты шектелуімен сипатталады. Ингаляциялық зақымдайтын бөлшектер мен газдардың әсеріне ұшырау нәтижесінде, ауру прогрессивті және тыныс алу жолдары мен өкпе тіндерінің созылмалы қабынуынан пайда болатын ауру түрі [22]. 
ӨСОА қауіп факторлары экзогендік (симптомдардың пайда болуын тудыратын) және эндогендік (аурудың дамуын тудыратын) болып бөлінеді (сурет 2).
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Сурет 2 - Өкпенің созылмалы обструктивті ауруларын тудыратын қауіп факторлары

Өкпенің созылмалы обструктивті аурулары кезінде тыныс алу жолдары мен өкпеде нейтрофилл, макрофаг және Т-лимфоциттер (оның ішінде СD8+) санының жоғарылауы байқалады. Кейбір жағдайда науқастарда эозинофилл саны артады [23]. 
2011 жылы өкпенің созылмалы обструктивті ауруы бойынша жаһандық бастама (GOLD-Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) құжатын қайта қарау барысында ӨСОА науқастарының ауырлығын интегралды бағалауға негізделген жаңа классификация ұсынылды [24]. Ол спирометриялық зерттеу нәтижелері бойынша бронх обструкциясының ауырлық дәрежесін (бронх өтімділігінің бұзылу дәрежесін) ғана емес, сондай-ақ пациент туралы клиникалық деректерді де ескереді: бір жылдағы ӨСОА асқынуларының саны және ентігудің айқындылық шкаласы (mMRC -modified Medical Research Council Dyspnea Scale) және ӨСОА бойынша бағалау тесті (CAT -COPD Assessment Test) бойынша клиникалық симптомдардың айқындылығы. GOLD бағдарламасының ұсыныстарын ескере отырып, төмендегі кестедегідей ӨСОА жіктелді (кесте 2) [25].

Кесте 2 – 2011 жылғы GOLD бойынша ӨСОА классификациясы [25]

	Науқас
тобы
	Сипаттама
	Спирометрия-
лық классификация
	1 жыл ішіндегі асқынулар
	mMRC

	CAT

	A
	асқыну қаупі төмен, симптомдар анықталмаған
	GOLD 1-2
	≤1
	0-1
	<10

	B
	асқыну қаупі төмен, симптомдар анықталған
	GOLD 1-2
	≤1
	>2
	>10

	C
	асқыну қаупі жоғары, симптомдар анықталмаған
	GOLD 3-4
	>2
	0-1
	<10

	D
	асқыну қаупі жоғары, симптомдар анықталған
	GOLD 3-4
	>2
	>2
	>10



1.2 Бронх демікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті ауруының айқас синдромы
Бронх демікпесі және өкпенің созылмалы обструктивті ауруы - тыныс жолдарының обструкциясымен сипатталатын респираторлық аурулар. Ұқсас негізгі симптомдардың болуына қарамастан, олардың патогенезі мен ауруларды бақылауда айырмашылықтары бар. Бір науқаста екі аурудың симптомдары кездесуі мүмкін, сол себепті қазіргі таңда екі аурудың қосарланған тобы ретінде БД және ӨСОА айқас синдромы (БДӨАС) деп жеке топқа қарастыруда [6].
БД мен ӨСОА арасындағы байланысты талқылау барысында негізгі екі гипотеза қалыптасты. Оның бірі «голландық гипотеза», бұл жерде БД мен ӨСОА бір ауруды құрайды деп сипаттаса, «британдық гипотезада» екі аурудың дамуы бір-біріне тәуелсіз деп түсіндіреді [26,27].
Ғылыми әдебиеттерде БДӨАС этиологиясын сипаттайтын мәліметтер жоқ. Тұмаумен тек өкпенің созылмалы обструктивті ауруы бар пациенттерге қарағанда бронх демікпесі ӨСОА-мен бірлескен адамдар жиі ауыратыны анықталды [28]. Зерттеуге сәйкес БДӨАС-ның, БД мен ӨСОА-нан айырмашылығы  Streptococcus pneumoniae, Neisseria perflava және Haemophilus influenzae-ге IgG деңгейі жоғарылайды; бұл жағдайда БДӨАС пациенттерін БД-мен салыстырғанда науқастардың IgG деңгейіне сенімді айырмашылығы байқалды, ал ӨСОА-мен салыстырғанда аз сенімді айырмашылық бар екендігі анықталды [29].
Ghebre et al [27] зерттеуінде ӨСОА және БД диагнозы бар науқастардың қақырығынан цитокиндер мөлшері анықтап, науқастарды 3 кластерге бөлді:
* 1-кластерге негізінен эозинофильді қабынуы бар БД және 2-типті Т-Хелпер (Th-2) қабыну медиаторларының көп мөлшері бар науқастар;
* 2-кластерге-тыныс алу жолында нейтрофильді қабынуы басым, интерлейкин (IL)-1β деңгейі жоғары, ісік некрозының факторы-α және бактериялық колонизациясы жоғары БДӨАС бар пациенттер;
* 3-кластерге-көбінесе ӨСОА-мен тыныс алу жолы аралас (гранулоциттік және эозинофильді) қабынуы және IL-6 және CCL-13 жоғары деңгейі бар пациенттер.
БДӨАС сипаттайтын белгілердің кең спектріне қарамастан, осы аурумен ауыратын науқастардың барлық тобына тән бірде-бір симптом әлі анықталған жоқ, бұл осы популяцияның гетерогенділігімен байланысты [30].
Клиникалық тұрғыдан алғанда, БДӨАС, әдетте, астматикалық темекі шегушілерге сәйкес келеді, олар тыныс алу жолдарының толық қайтымсыз обструкциясы дамиды, алайда егер анамнезде БД болмаса, нақты биомаркерлердің болмауына байланысты БДӨАС диагнозы қиынға соқтыруы мүмкін. Көптеген жағдайларда БДӨАС диагнозын қою клиникалық көріністерді талдауды, бронходилатациялық тестті жүргізу арқылы спирометрияны, эозинофильді қабынуды идентификациялауды, өкпе көлемін анықтауды, көміртегі монооксидінің диффузиялық қабілетін бағалауды және кейбір жағдайларда компьютерлік томографияны қамтитын кешенді тәсілді қажет етеді [29].
ӨСОА кезіндегі БДӨАС-тың маңызды диагностикалық ерекшелігі қақырықтың эозинофилиясының болуы мүмкін. БД науқастарындағы қабыну негізінен эозинофильді болып саналады және CD4+-Т-лимфоциттермен жанасады, ал ӨСОА-да ол нейтрофильді және CD8+-жасушаларымен байланысты. Papi және оның әріптестері [31] бронхиальды қайтымсыз ӨСОА науқастарымен салыстырғанда ауа ағынын шектеудің ішінара қайтымдылығы бар тұрақты ӨСОА бар науқастарда қан мен қақырықтағы эозинофилдердің мөлшері едәуір жоғары екенін байқады. Қақырық эозинофилиясын зерттеу, әдетте, клиникалық тәжірибеде жүргізілмегендіктен, қабынудың осы түрінің жанама маркерлері анықталды. Chou және әріптестері [32] эозинофильді тыныс жолдарының қабынуы бар ӨСОА-мен ауыратын науқастардың (индукцияланған қақырықтағы эозинофилдер > 3%) тыныс шығаруда азот оксидінің (NO) жоғары деңгейін көрсетті. Бір қызығы, ингаляциялық глюкокортикостероидтарды (ИГКС) алатын перифериялық эозинофильді қабынуы бар ӨСОА науқастарында, қан эозинофилиясының төмен деңгейі бар науқастарға қарағанда аз айқын асқыну байқалады [33].
Қазіргі уақытта БДӨАС диагностикалау барысында плазма мен қақырықтың мүмкін биомаркерлері зерттелуде. Iwamoto және әріптестері [34] ӨСОА - ның төрт ықтимал биомаркерлерін зерттеді: 1) A беттік белсенді зат ақуызы; 2) гликолизденудің соңғы өнімдеріне арналған еритін рецептор; 3) миелопероксидаза; 4) нейтрофильді желатиназамен байланысты липокалин. БДӨАС-мен ауыратын науқастарды БД науқастарымен салыстырғанда, қақырықтағы миелопероксидаза және плазмада A беттік белсенді зат ақуызы едәуір артты, ал ӨСОА науқастарымен салыстырғанда БДӨАС-пен ауыратын науқастарда нейтрофильді желатиназамен байланысты липокалин қақырықта көбейген. Fu және әріптестері [35] БД, ӨСОА және БДӨАС бар науқастарда IL-6 цитокинінің жүйелік қабыну маркерлерінің деңгейлерін зерттеді және осы биомаркерлермен байланысты ықтимал клиникалық сипаттамаларды анықтады. Олар БДӨАС бар егде жастағы адамдарда жүйелі қабынудың жоғары таралуын және БД науқастарымен салыстырғанда IL-6 жоғарылауын анықтады. Чарлсонның коморбидті индексі, жас және IL-6 өздігінен БДӨАС-мен байланысты екендігі көрсетілген, ал IL-6 ауа ағынының обструкциясымен және жүрек-қан тамырлары ауруларымен ассоциацияланды, бұл оның осы екі процеске қатыса алу мүмкіндігі болжайды [35].
БДӨАС патогенезі мен клиникалық көрінісі көбінесе БД және ӨСОА - ға ұқсас. БДӨАС пациенттерінде БД және ӨСОА үшін әдеттегі белгілердің қосарланып келуі этиологияда, патогенезде, клиникалық көріністе және емдеуде БД және ӨСОА-нан ерекшеленетін жаңа нозологиялық форманы құрайды. БДӨАС, сонымен қатар бірнеше фенотиптері бар көп жақты патологиялық жағдай болып табылады. Осы ауру тобының этиологиясын, фенотиптерді анықтау және БДӨАС –ның жеке терапиясы бойынша зерттеулер әлі жүргізілген жоқ, бірақ бұл белгілі бір қажеттілікке ие, өйткені аурудың ауырлығы, таралуы және осы патологиялық жағдайдың жеткіліксіз зерттелгені барған сайын айқын бола түсуде.

1.3 Бронх демікпесі мен өкпенің обструктивті созылмалы аурулар патогенезіндегі ADRB2 және MDR1 гендер полиморфизмінің рөлі
БД мен ӨСОА - тұқым қуалайтын аурулар екені бұрыннан белгілі, сондықтан аурудың даму қаупінде генетикалық компоненттер мен экологиялық факторлар маңызды рөл атқарады. Аурудың дамуына ықпал ететін генетикалық вариацияларды анықтау көптеген себептерге байланысты маңызды, соның ішінде қауіп төндіретін аллельдерін табу, аурудың негізгі механизмдерін түсіну және емдеудің жаңа әдістерін әзірлеу. Сондықтан бір нуклеотидті полиморфизмге негізделген генетикалық механизмдерді бронх-өкпе ауруларында зерттеу маңызды рөл атқарады.
Көбінесе SNP (Single nucleotide polymorphisms) деп аталатын бір нуклеотидті полиморфизмдер адамдар арасында генетикалық өзгергіштіктің ең көп таралған түрі болып табылады. Әрбір SNP нуклеотид деп аталатын ДНҚ -ның бір құрылыс блогындағы айырмашылықты білдіреді. SNP - бұл ДНҚ -ның белгілі бір аймағындағы бір нуклеотидтің басқа нуклеотидпен алмастырылуы [36].
SNP, әдетте, әр 1000 нуклеотид үшін бір рет кездеседі, яғни адам геномында шамамен 4-5 миллион SNP болады. Бұл вариациялар бірегей болуы мүмкін немесе көптеген адамдарда болуы мүмкін; ғалымдар бүкіл әлем бойынша популяциялардан 100 миллионнан астам SNP тапты. Көбінесе бұл өзгерістер гендер арасындағы ДНҚ -да кездеседі. Олар белгілі бір аурулармен байланысты биологиялық маркерлер ретінде әрекет ете алады, тіпті олар адамның белгілі бір препараттарға реакциясын, қоршаған орта факторларына сезімталдығын болжауға көмектеседі. SNP геннің ішінде немесе генге іргелес реттеуші аймақта пайда болған кезде, олар ген қызметіне әсер ету арқылы ауруда тікелей рөл атқаруы мүмкін [36].
Бүгінгі таңда ғалымдардың назары курстың ауырлығымен, дәрілік препараттарды тұтынудың ұлғаюымен және БД, ӨСОА және БДӨАС үшін дәрілік терапияның жеткіліксіз тиімділігімен байланысты. Осыған байланысты, препараттарға төзімділікпен байланысты гендерді - ADRB2 және MDR1 - зерттеу айрықша өзектілікке ие.

1.3.1 β2-адренорецептор нұсқалары
Адренорецепторлар - бұл симпатикалық жүйке жүйесіндегі орталық медиаторлар, олар бүкіл денеде гомеостазды сақтау үшін ағзалардың қызметін реттейді. Бұл рецепторлар жедел стреске жауап беруге қабілетті. Стресс жағдайлары адреналинді бүйрек үсті безінен қанға және симпатикалық жүйке ұштарынан норадреналинге шығарады. Катехоламиндердің екеуі де (адреналин мен норадреналин) адренорецепторлардың үш тұқымдас тармағын байланыстырады және белсендіреді: α1-адренорецепторлар (ADRα1 - ADRα1A, ADRα1B және ADRα1D), α2-адренорецепторлар (ADRα2 - ADRα2, және ADRα2) және β-адренорецепторлар (ADRβ - ADRβ1, ADRβ2 және ADRβ3 болып бөлінеді) [37]. Сонымен қатар, адренорецепторлар орталық жүйке жүйесінде нейротрансмиттер ретінде шығарылатын катехоламиндерді тануға қызмет етеді. Әр түрлі этникалық топтардағы адамдардың популяцияларындағы тиісті геномдық локустардың реттілігі адренорецепторлардың кіші түрлерін кодтайтын гендердің полиморфты екенін көрсетті, яғни кодтау және реттеу аймақтарындағы геномдық реттілік белгілі бір қалдықтар бойынша жеке адамдарда әр түрлі болады [38]. Жалпы, аминқышқылдарының кез-келген өзгерісі осы рецепторлардың құрылымын немесе қызметін өзгертуі мүмкін. N-ұшындағы, жасушадан тыс ілмектердегі немесе лигандты байланыстыратын қалтадағы өзгерістер лигандты байланыстыратын белсенді орталықтың қол жетімділігін өзгертуі мүмкін және осылайша лигандтың жақындығы мен жасушаішілік сигналды индукциялау қабілетін өзгерте алады. Адренорецепторлардағы кейбір лигандтар бірнеше жасушалық сигнал беру жолдарын белсендіре алады (мысалы, әртүрлі G ақуыздары немесе аррестин арқылы) [39], бұл адренорецепторлардың өзгеруіне қосымша әсер етуге мүмкіндік береді. Адренорецепторлардың белгілі бір лигандалары нақты бір сигнал жолын жақсырақ белсендіретіні көрсетілген бұл тұжырымдама функционалды селективтілік немесе біржақты сигнализация деп аталады [40]. Адренорецептор ақуыздарының жасушаішілік бөліктеріндегі өзгерістер өз кезегінде G ақуыздарымен немесе басқа өзара әрекеттесетін ақуыздармен өзара әрекеттесуді өзгертеді деп күтуге болады.
Адамның β2-адренорецепторлық рецепторларының кодтау аймағында синонимдық емес он үш нұсқа анықталды (ADRβ2; сурет 3). Екі N-соңғы нұсқалары с.46G>A (Gly16Arg) және c.79G>C (p.Gln27Glu), сондай-ақ TM4-тегі c.491C>T (p.Thr164Ile) in vitro және in vivo рецепторларының функционалды қасиеттеріне әсер ететіні көрсетілген. Қосымша нұсқалар 5'-UTR старт кодонының жоғарғы жағында орналасқан [41]. Олардың ішінде c.-47T>C функционалды мәні бар сияқты. Бұл нұсқа β2-адренорецептор 5'-жетекшісінің β-жоғарғы пептидті немесе цистроны деп аталатын қысқа ашық оқу шеңберінде орналасқан және бұрын Arg19Cys деп аталды. 16 мен 27 кодондарының арасындағы байланыстың күшті теңгерімсіздігі Arg16 мен Gln27 комбинациясына ықпал етеді [41]. 
Агонистермен [43] немесе антагонистермен [44] байланысты адамның β2-адренорецептор ақуызының кристалдануының айтарлықтай сәттілігіне қарамастан, β2-адренорецептордың ең көп таралған екі нұсқасының құрылымдық әсері (екеуі де N-соныңда орналасқан) түсініксіз болып қалады. N-соңы бөлік құрылымдарда көрінбеді немесе алдын-ала әдейі бөлініп, T4 лизоцимі кесілген N-ұшымен біріктірілді [45]. Агонистерді байланыстыру рецептордың жасушадан тыс аймақтарының конформациясына әсер етеді, бұл аймақтағы аминқышқылдарының өзгеруі лигандыны байланыстыруға тікелей қатыспаса да, рецепторлардың белсенділенуіне әсер етуі мүмкін [46]. 164 позициясы TM4 жоғарғы жағында орналасқан (3Б-сурет). Треонинді изолейцинмен алмастыру полярлы қалдықты гидрофобқа айналдырады. β1-адренорецептордың құрылымына сүйене отырып, Warne және т.б. [47] бұл 4 пен 5 спираль арасындағы өзара әрекеттесуге әсер етуі мүмкін және осылайша активтендірілген күйге өту ықтималдығына да әсер етуі мүмкін деп болжады.
β2-адренорецепторлардың нұсқалары p.Gly16Arg, р.Gln27Glu және p.Thr164Ile, сондай-ақ 5`-UTR-дегі c.-47T>C in vitro жағдайында гетерологиялық жасушалық жүйелерде шамадан тыс экспрессияда бағаланды [48].
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(А) ADRβ2 генінің локализациясы (5 хромосома: 148, 206, 156 – 148, 208, 196 кері тізбек) (Б) ADRβ2 генінің  кодталатын аймағының функционалды зерттелген нұмқалардың локализациясы (p.Gly16Arg, p.Glu27Gln, and p.Trp164Ile и c.-47T>C) CDS- coding sequenceUTR- untranslated regions

Сурет 3 – Адамның ADRβ2 генінің синонимдық емес полиморфты нұсқалары 

Ескерту – [42] әдебиеттен алынды



1.3.1.1 β2-адренорецептордың N-соңын өзгертудің функционалдық әсері
Жасушадан тыс N-ұшындағы полиморфты локустардың әсері, р.Gly16Arg және р.Gln27Glu алғаш рет ADRβ2 нұсқаларын білдіру үшін конструкциялармен берілген қытайлық кәдімгі аламан (хомяк) фибробласттарының мембраналық препараттарында зерттелді. Генотиптер арасында лиганд байланыстырушы да, аденилилциклазалық белсенділік те өзгерген жоқ. Керісінше, HEK-293 жасушаларында шамадан тыс стресс және қысқа мерзімді адреналинді ынталандыру кезінде Gly16 (Gly16/Gln27 және Gly16/Glu27) нұсқалары β2-адренорецептор цАМФ түзілуіне қатысты Arg16 (Arg16/Gln27) нұсқасымен салыстырғанда гиперфункционалдылықты көрсетті. Gly16 нұсқаларының бұл гиперфункционалдылығы рецепторлардың активтену жылдамдығына байланысты болды, өйткені Arg16 гипофункционалды нұсқасымен салыстырғанда конформациялық өзгерістер тезірек болды. β2-адренорецепторлардың активтенуіндегі бұл дифференциалды өзгерістер GRK рецепторларының фосфорлануына байланысты болды. Одан әрі in vitro талдауы β-аррестин 2-мен тезірек әрекеттесуді көрсетті, бұл десенсибилизацияның жоғарылауының негізін көрсетеді. Сондай-ақ, Gly16 нұсқасы үшін қатаң реттеу туралы хабарланды, ол Arg16/ Glu27-мен бірге агонист-стимуляцияланған төмен реттеуге төзімді болып шықты [49]. Алайда, in vitro зерттеген гаплотиптердің бұл комбинациясы адамдарда өте сирек кездеседі.
Адамның оқшауланған, ауыстырылмаған жасушаларында цАМФ түзілуін зерттеген бірнеше зерттеулер (N-соңы β2 - адренорецепторлардың эндогендік нұсқаларын зерттеу) қарама-қайшылықты нәтижелер бергенін атап өткен жөн. Бұл зерттеулер цАМФ-ны рецепторлардың ұзақ мерзімді ынталандыруынан кейін ғана зерттеді (яғни, 24 сағаттан кейін, рецепторлардың айтарлықтай десенсибилизациясын қамтитын уақыт кезеңі), бірақ десенсибилизация басталғанға дейін рецепторлардың жекелеген нұсқаларының ықтимал айырмашылықтарын анықтаған жоқ [50]. 

1.3.1.2 ADRB2 генінің демікпе және созылмалы обструктивті өкпе ауруларындағы рөлі
Өкпе β2-адренорецепторларының активтенуі бронхтың тегіс бұлшықеттерінің күшті релаксациясын тудырады. Демек, β2-адренорецепторлық агонисттер демікпемен емдеудің маңызды бөлігіне айналды, онда олар бронходилататор ретінде қолданылады [51]. Кандидат гендерді зерттеудің едәуір бөлігі p.Gly16Arg, р.Gln27Glu және p.Thr164Ile нұсқаларының демікпе және ӨСОА-мен байланысын зерттеді (кесте 3). 
Осы зерттеулердің ең үлкені (.60 000 адам) 164-позициядағы Ile нұсқасының өкпе қызметінің төмендеуімен және жалпы популяциядағы ӨСОА қаупінің жоғарылауымен (салыстырмалы түрде әлсіз) ассоциациясын жариялады, дегенмен 16 және 27-позициялардағы нұсқалардың өкпе қызметінің, демікпенің немесе ӨСОА-ның төмендеуімен байланысы туралы хабарланған жоқ [52]. Кандидат гендердің соңғы зерттеуінен айырмашылығы, 18 масштабтың ешқайсысы (n .1000) толық геномдық ассоциативті зерттеулер β2-адренорецепторлар нұсқасының маңызды қауымдастығы туралы хабарламады. Бұл β2-адренорецепторлардың генетикалық өзгерістері демікпе немесе ӨСОА прогрессиясы мен ауырлығына айтарлықтай әсер етпейтінін көрсетеді.

Кесте 3 - β2-адренорецепторлар нұсқаларының демікпе фенотипіне және ӨСОА-ға әсері

	Полиморфты нұсқалар
	Этникалық топ
	Полиморфизмнің әсері
	Үлгілер саны
	Әдебиет тізімі

	с.46G>A (p.Gly16Arg)
	Бразилиялық
	Arg16Arg

	Аллергиялық демікпесі бар 88 науқас
	[53]

	
	Қазақстандық
	Arg16Gly
	Демікпесі бар 70 науқас
	[54]

	
	Мысырлық
	Arg16Gly
Arg16Arg
	Бронх демікпесі бар 104 науқас
	[55]

	
	Еуропалық
	Arg16Arg
	604 демікпесі бар науқастар
	[56]

	с.79G>C (p.Gln27Glu)
	Бразилиялық
	Gln27Gln
Gln27Glu
	88 аллергиялық демікпемен
	[53]

	
	Сербиялық
	Gln27Gln

	Демікпесі бар 171 науқас
	[57]

	с.46G>A; с.79G>C
(p.[Gly16Arg;Gln27Glu])
	Бразилиялық
	Arg16Arg-Gln27Gln
Gly16Gly-Glu27Glu
	88 аллергиялық демікпемен
	[55]

	
	Қазақстандық
	Arg16Gly/Gln27Gln Arg16Gly/Gln27Glu
	Демікпесі бар 70 науқас
	[54]

	
	Нидерландық
	Arg16Gly/Gln27Gln
	ӨСОА-мен 1053 науқас
	[58]




Осылайша, p.Gly16Arg және р.Gln27Glu N-соңы генетикалық нұсқалары өте аз функционалды әсерге ие, Gly16 нұсқасы in vitro жүргізген кейбір зерттеулерде гиперфункционалды деп саналады (бірақ бәрінде бірдей емес). In vivo бұл нұсқа қан қысымының жоғарылауымен байланысты болды, бірақ негізгі механизм түсініксіз. Салыстырмалы түрде сирек кездесетін p.Thr164Ile вариациясы β2-адренорецепторлардың қызметін көбірек анықтай алады. Ile164 нұсқасы әр түрлі in vitro және ex vivo жүйелерінде гипофункционалды. Ол, сондай-ақ, гипертонияға бейім болып көрінеді және сау еріктілерде зерттеу кезінде аз тиімді болып көрінеді, сондықтан оны функцияның жоғалу нұсқасы ретінде жіктеуге болады.
1.3.2 MDR1 генінің жасушалық локализациясы және құрылымы
Бірнеше дәріге төзімді ақуыз 1 (MDR1/P-gp) ABC транспортерлер тұқымдасына жатады (АҮФ байланыстыратын кассета), адамдарда 48 өкілі белгілі [59]. Адамдарда Р-гликопротеин әртүрлі химиотерапиялық агенттерге төзімді адамның KB карцинома жасушаларында табылды. Р-гликопротеиннің бірнеше изоформалары көптеген түрлерде, соның ішінде жәндіктер, балықтар, қосмекенділер, бауырымен жорғалаушылар, құстар мен сүтқоректілерде табылды. Кеміргіштерде бұл ақуыздың үш изоформасы анықталды: MDR1a, MDR1b және MDR2, ал адамдарда екеуі: I класс-MDR1 және II класс - MDR2 [59]. Геннің MDR1 өнімдері көптеген дәрілерге төзімділік береді, ал MDR2 физиологиялық қызметтерге ие. Ол гепатоциттердің өт түтікшелі мембранасында фосфатидилхолинді өтке шығарады. Бұл изоформалар айтарлықтай құрылымдық қабаттасуды көрсетеді, ал адам мен егеуқұйрық гендерінің өнімдері шамамен 80% гомологты екенін көрсетеді [60].
Р-гликопротеин 1280 аминқышқылынан тұрады. Ол АҮФ байланыстырушы домендердің реттілігі мен ұйымдастырылуына негізделген ABC тасымалдаушысы ретінде жіктеледі, сонымен қатар, ядролық қатпарлы нуклеотидтер (NBFs) деп те аталады. NBFs құрамында шамамен 90-120 аминқышқылдарымен бөлінген, α және β аминқышқылдары тән. ABC ақуызында Walker B торабының жоғары жағында орналасқан қосымша элементі бар (C) белгісі бар. Функционалды PGP әдетте екі NBF және екі трансмембраналық (TM) доменді қамтиды. TM домендерінде мембраналарды жабатын 6-11 α-спираль бар және субстраттың ерекшелігін қамтамасыз етеді. NBFs цитоплазмада орналасқан және субстратты мембрана арқылы тасымалдау үшін энергияны жібереді. ABC насостары негізінен бір бағытты болып табылады. Эукариоттарда ABC ақуыздарының көпшілігі қосылыстарды цитоплазмадан жасушаның сыртына немесе жасушаішілік бөлікке (эндоплазмалық ретикулум, митохондрия және пероксисомалар) жылжытады [61].
MRP отбасында 13 мүше бар, олардың тоғыз мүшесін мембраналардың болжамды топологиясы негізінде қосымша екі түрге бөлуге болады [62]. MRP1-MRP3, MRP6 және MRP7 құрамында үш трансмембраналық домен бар. MDR1 сияқты ядродан басқа, MRP1 құрамында шамамен 280 аминқышқылынан тұратын қосымша N-соңы сегмент бар. Бұл аймақтың көп бөлігі бес трансмембраналық спиральды мембранамен қоршалған, ал шамамен 80 аминқышқылынан (L0) тұратын кішкентай цитоплазмалық ілмек осы аймақты негізгі аймаққа қосады. L0 аймағының болуы (негізгі аймақпен бірге) тасымалдау белсенділігі үшін де, ақуызды жасушаішілік дұрыс бағыттау үшін де қажет [63]. MRP4, MRP5, MRP8 және мүмкін MRP9 "қысқа" MRP болып саналады, өйткені олардың құрамында TM домені жоқ, бірақ цитоплазмалық байланыстырғышты сақтайды.
ABCG2 (MXR/BCRP) - бұл ABC N соңында орналасқан ерекше домендік тасымалдаушы. Бұл ақуыз, көптеген басқа ABC жартылай тасымалдаушыларынан айырмашылығы, плазмалық мембранада локализацияланған. N-гликозилденген жетілген түрінде ол жасушалардан оң зарядталған молекулаларды ығыстырады [64].

1.3.2.1 Аллельдік нұсқалары және адамның MDR1 генінің функционалдық полиморфизмдері
MDR1 гені 7q21. 1 хромосомасымен салыстырылады және 49-дан 209 дейін негіз жұптан тұратын 28 экзоннан тұрады, ал кодталған мРНҚ мөлшері 4,5 м.н. тұрады. 1987 жылы Ueda және оның әріптестері [65] MDR генінің кДНҚ-ның толық өлшемді көшірмесін сәтті жасап, оны ретровирустық экспрессия векторына енгізді, ол өз кезегінде көптеген дәрілерге төзімділіктің толық фенотипін алды.
PGP тәуелді дәрі-дәрмек тасымалын құрайтын «жалпы MDR1 белсенділігі» MDR1 генінің экспрессиясына байланысты, ол өз кезегінде жасушаларда синтезделген PGP мөлшерін бақылайды [66]. MDR1 генінің жеке тізбектеріндегі с аллельдік айырмашылықтар экспрессия деңгейіне әсер етуі мүмкін. MDR1 адам генінде реттіліктегі айырмашылығы оның экспрессия деңгейлерін өзгерте алатын бірнеше маңызды орын бар. Промоутер және/немесе энхансер аймағы пре- мРНҚ-ны жасалу режиміне немесе тиімділігіне әсер ететін және мРНҚ тұрақтылығына әсер ететін реттіліктер болып табылады [65].
MDR1 12 трансмембраналық домендерде және циклде орналасқан АҮФ байланыстыратын екі цитоплазмалық домендерден тұрады. Алғашқы жасушадан тыс цикл гликозилденген. Ең жиі кездесетін 3 SNP MDR1 (C1236T, G2677T / A және C3435T) молекулада тиісті амин қышқылының орналасуына сәйкес байланысады. Амин қышқылындағы өзгерістер де көрсетілген. Үш SNP-нің екеуі (C1236T және C3435T) үнсіз мутация болып табылады. Алайда, олар транскрипция процестерін жақсартады (сурет 4) [12].
Hoffmeyer және оның әріптестері [67] 2000 жылы адам популяциясындағы MDR1 генінде 15 полиморфизмді сипаттады. Осы полиморфизмдердің бірі MDR1 экспрессия деңгейімен және PGP in vivo белсенділігімен айтарлықтай байланысты екендігін көрсетті. Он екі елі ішектегі PGP экспрессиясы мен функциясын вестерн блот және сандық иммуногистология әдісімен, сондай-ақ дигоксинді пероральді қабылдауынан кейін қан плазмасындағы концентрацияны өлшеу арқылы анықталды. MDR1 генінің 26 экзонындағы 3435С/T ауысуы экспрессия деңгейі мен функциясын байланыстырды. Осы полиморфизм бойынша гомозиготалы адамдарда он екі елі ішекте MDR1 экспрессиясы едәуір төмен және қан плазмасындағы дигоксиннің ең жоғары деңгейі болды. Бұл нұсқадағы гомозиготалылық зерттелген 188 адамның 24% - ында байқалды. Осылайша, бұл полиморфизм көптеген басқа MDR1 субстраттарының тіндеріндегі сіңу мен концентрацияға әсер етеді деп күтілуде [67].
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Жұлдызша - Субстратты тануға қатысатын аминқышқылдарының орналасуы, SNP-аминқышқылының өзгеруі 

Сурет 4 – MDR1 құрылымы мен конформациясы.

Ескерту – [12] әдебиеттен алынды
 
Әр түрлі зерттеу топтары барлығы MDR1 геніне байланысты 50 SNP және ДНҚ-да инсерция/делецияны тапты. Жалпы алғанда, 25 SNP ABC1 генінің экзондық аймақтарында реттілік арқылы анықталды, олардың көпшілігі 150,000 және 200,000 ж.н. арасындағы аймақта болды [68]. Табылған 25 экзон полиморфизмдерінің оны синонимдік полиморфизм болып табылады (алынған кодон жабайы формамен бірдей амин қышқылын кодтайды), ал 15-і синонимдық емес. Американдық популяцияда зерттелген 95-тің 56-ында синонимдық емес полиморфизм 2677G>T/A/C болды, нәтижесінде, сәйкесінше, аминқышқылдары серин, треонин және пролин пайда болды. Бес адамда 2959 орында синоним емес SNP болды, бұл аланиннің пролинге өзгеруіне әкелді (соңғысы әдетте спиральдың соңын кодтайды). Барлық синонимдық емес SNP жасушаішілік болып табылады және олардың ешқайсысы АҮФ байланыстыру сайттарында табылмаған.
MDR1 гені синонимдық полиморфизм болып табылады және аминқышқылдарының тізбегінде өзгеріс тудырмайды. 3435C > Т жерде орналасқан SNP ABC1 генінің гаплотиптерін болжауда маңызды рөл атқарады [68].
Әр түрлі этникалық популяцияларда 3435С/T полиморфизмінің таралуында үлкен айырмашылық бар: Батыс Африка тұрғындарының 83% - ы және афроамерикандықтардың 61% - ы С аллелінде гомозиготалы болды, ал тек 26% кавказдықтар мен жапондардың 34% - ы осы генотипті көрсетті [69].
Жақында PGP генетикалық полиморфизмі тіркелді, ол демікпе мен ӨСОА бейімділігіне әсер етіп, дәрі-дәрмекке әртүрлі әсерлерін тудыруы мүмкін. PGP экспрессиясының өзгеруі демікпе мен ӨСОА емдеу кезінде дәрі-дәрмектерге төзімділікті жеңуге болатын потенциалды механизмдердің бірі болуы мүмкін.
Осылайша, MDR1, ADRB2 гендерінің полиморфизм ассоциациясын ӨСОА және БДӨАС зерттеу осы аурулардың молекулалық патогенезі туралы түсініктерді тереңдетуге мүмкіндік береді және олардың диагностикасы мен фармакотерпиясын жақсартуға жаңа мүмкіндіктер береді.

1.4 МикроРНҚ жалпы сипаттамасы және биогенезі
1993 жылы Ли және басқалар [70] Caenorhabditis elegans алғашқы микроРНҚ (Lin-4) тапты. Олар Lin‐4 ген экспрессиясын реттеуде маңызды рөл атқаратынын анықтады. Содан кейін Reinhart et al. [71] 2000 жылы екінші микроРНҚ let‐7 ашты. Содан бері көптеген зерттеулер табиғаты, сонымен қатар бірқатар аурулардың патогенезіндегі микроРНҚ рөлін зерттеді [72]. микроРНҚ-бұл негізінен РНҚ полимераза II транскрипциялаған ~21 нуклеотидтен тұратын кодталмайтын бір тізбекті РНҚ-ның шағын тобы. Олар әдетте мақсатты мРНҚ-ның 3'-аударылмайтын аймағына (3' - UTR) байланысады және транскрипциядан кейінгі немесе трансляция процестерін реттейді [73]. Шағын құрылымы арқасында микроРНҚ ерекше ерекшеліктерге ие. МикроРНҚ-ны өңдеу және биогенезі ядро мен цитоплазмада жүзеге асырылады. Ядро ішінде РНҚ полимераза II микроРНҚ гендерін 3' ұшындағы поли-а аймағын және 5' ұшындағы 7-метилгуанозинді қамтитын аралық құрылымы бар микроРНҚ транскрипциялайды. Бұл құрылым Drosha/DGCR8 кешенімен анықталады және пре-микроРНҚ дейін бөлінеді. Пре-микроРНҚ цитоплазмаға Exportin5 және Ran-GTP арқылы ядродан тасымалданады. Dicer, цитоплазмада орналасқан РНҚ эндонуклеаза ферменті-микроРНҚ-ның соңғы процессоры. Dicer TRBP (Dicer/TRBP кешені) деп аталатын қос тізбекті РНҚ байланыстыратын ақуызбен бірге бағыттаушы және жолаушы тізбегі бар қос тізбекті микроРНҚ түзіп, пре- микроРНҚ соңғы циклын кесіп тастайды [74]. РНҚ‐индукцияланған сайленсинг кешенін құру үшін әрі қарай бұзылып, бағыттаушы тізбек ақуыз Аргонавтпен байланысады [75]. RISC кешені комплемент мақсатты РНҚ-ны анықтау үшін цитозолды мРНҚ-ны сканерлейді (сурет 5). 
Егер мақсатты микроРНҚ немесе мРНҚ тізбегі толығымен байланысса, ол жойылады (транскрипция үнсіздігі), ал егер сәйкессіздіктер табылса, трансляция блокталады. Соңында, екі механизм де мақсатты гендерді үнсіз қалдырады [76]. Жасушааралық сигналдан басқа, кейбір микроРНҚ жасушаішілік сигнал беруде және жасушааралық байланыста рөл атқарады. Бір қызығы, қан, зәр, сүт, тер, қақырық және көз жасы сияқты дене сұйықтықтарында еркін-айналмалы микроРНҚ деп аталатын арнайы микроРНҚ бар. Қалыпты немесе зақымдалған жасушалардан бөлінетін бұл микроРНҚ [77] нуклеазаларға төзімді. Негізінен айналмалы микроРНҚ рибонуклеазалардан қорғау үшін бөлінетін бөлшектерге оралады. Бұл микроРНҚ бірнеше рет мұздату және еріту, тұздардың жоғары концентрациясы, сондай-ақ рН ауытқуы сияқты стресс факторларына төзімді [78]. 
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При-микроРНҚ: бастапқы микроРНҚ; DGRC8: DiGeorge syndrome critical region gene 8; Ran-GTP: Ras-related nuclear protein-guanosine-5’-triphosphate; TRBP: trans-activation response RNA-binding protein; Ago: Argonaute protein; RISC: RNA-induced silencing complex; UTR: трансляцияланбайтын аймақтар.

Сурет 5 -МикроРНҚ биогенезі

Ескерту- [75] әдебиеттен алынды

Демікпе және ӨСОА бар науқастарда айналмалы микроРНҚ-ның эпигенетикалық, генетикалық және иммундық жауаптың өзара әрекеттесуі күрделі болып келеді. 
МикроРНҚ Бронх демікпесі және ӨСОА патологияға тән бірнеше процестерді реттеу арқылы шешуші рөл атқарады. Демікпеде көптеген микроРНҚ-ның дерегуляциясы қабыну процестеріне (miR-221-3p), Th1/Th2 реакциясының теңгерімсіздігіне (miR-21), цитокиндердің босап шығуына (miR-629-5p, miR-142-3p және miR-223-3p), эпителийдің зақымдалуына (miR-221), макрофагтардың М2 фенотипіне поляризациясына (miR-146A/b, miR-21) және тыныс алу жолдарын қалпына келтіру (mir-3162). Алайда, микроРНҚ қабынуды әлсіретуі мүмкін (miR-146a) және цитокиндердің босап шығуын төмендетуі мүмкін (miR-24 және miR-27). Темекі түтінің әсерінен ӨСОА патогенезінде микроРНҚ экспрессиясы өзгеріп және олар шырышты гиперсекрецияға (miR-218) және цитокин өндірісіне (miR-149-3p) қатысады. Сонымен қатар, бірнеше реттелмейтін микроРНҚ өкпе фиброзына (miR-135b, miR-145 және miR-452) және тіндердің зақымдалуына (miR-218) қатысады. Демікпе және ӨСОА-да сияқты кейбір микроРНҚ TGF-β (miR-1343), TNF-α және IL-1b (miR-344B-1-3p) сияқты бірнеше цитокиндердің секрециясын төмендетеді [79].

1.4.1 Бронх демікпесінің дамуындағы еркін- айналмалы микроРНҚ рөлі
Бұл мультифакторлы аурудың патологиялық механизмі әлі толық зерттелген жоқ. Ең көп таралған фенотип-бұл Th2 реакциясымен және қатар жүретін атопиялық аурулармен байланысты эозинофильді қабыну. Алайда, кейбір науқастарда нейтрофильді, аралас түрі немесе Pauci-гранулоциттік үлгісі бар. Астматикалық популяцияның гетерогенділігі бірқатар зерттеулерге айтарлықтай шектеу болып табылады, өйткені әр тұжырым тек зерттелген бір фенотипке қатысты болуы керек және жалпыланбауы керек.
Қан сарысуындағы ұлғайған құрам miR-16, miR -21, miR-125b, miR -126, miR -145, miR-146а, miR-148a, miR-221, miR miR 223, miR -338, miR-485-3p қоса алғанда, бірнеше микроРНҚ демікпемен ауыратын науқастарда табылды [80-83].
Soujalehto et al. [84] аллергиялық және аллергиялық емес фенотип арасындағы айырмашылықсыз демікпесі бар науқастарда мұрын биоптаттарында miR-18a, miR-126, let-7e, miR-155, miR-224 төмен регуляциясы және miR-498, miR-187, miR-874, miR-143, miR - 886 - 3p жоғары регуляциясы анықталды. MiR-296-5p, miR-16-5p, miR-203 және miR-30d-5p бронх гиперреактивтілігімен, ал miR-155 фракциялық дем шығаратын азот оксидімен, мұрын азот оксидімен және IgE-мен байланысты екендігі анықталды [85]. MiR-155-тің босанғаннан кейінгі иммундық реттеу мен атопияны дамытудағы шешуші рөлі туралы болжам жасалды [86]. Бір жағынан, Williams et al. [87] сау бақылау топтары мен жеңіл демікпесі бар науқастар арасында тыныс алу жолдарының биоптаттарында ешқандай айырмашылық табылған жоқ, ал Jardim et al. [88] аурудың ауырлығына ешқандай байланысы жоқ бронх эпителиоциттері культурасында астматиктер мен бақылау топтары арасындағы микроРНҚ көрінісінде 66 айырмашылық анықтады (оның ішінде miR-487b, miR-181, let-7f және төменгі-miR-203).
MiR-150, miR-371-5p, miR-718, miR-940, miR-1181, miR-1207-5p, miR-1915 және miR-3663-3p митогенді стимуляциядан және кортикостероидтармен емдеуден кейін адамның ASM бастапқы жасушаларында сараланған түрде реттелетіні анықталды және олардың экспрессиясы IL-6 шығарылуымен байланысты [89].
Осылайша, жеке микроРНҚ-ның сараланған экспрессиясы олардың БД патогенезіне қатысуын көрсетеді. Патологиялық процестерді оң және теріс реттеуге қатысатын микроРНҚ-ның негізгі жиынтығы анықталды. Кейбір микроРНҚ-ны немесе олардың жиынтықтарын БД және оның фенотиптерінің биомаркерлері ретінде қолдану көзделеді, сондай-ақ микроРНҚ-ны жаңа дәрілік препараттарды әзірлеу үшін әлеуетті нысана ретінде пайдалану мүмкіндігі қаралады.

1.4.2 Өкпенің созылмалы обструктивті ауруының патогенезіндегі еркін-айналмалы микроРНҚ рөлі
БД сияқты, ӨСОА да өкпе жасушаларында микроРНҚ экспрессиясының патофизиологиялық мәні белсенді зерттелуде [90-92]. 
Wang және әріптестер [93] ӨСОА, БД және сау науқастардың плазмасындағы микроРНҚ профилін зерттеді. ӨСОА мен бақылау үлгілері арасындағы барлық микроРНҚ-ның айтарлықтай айырмашылықтары табылды. ӨСОА ауыратын науқастарда экспрессиясы жоғарылаған жеті микроРНҚ анықталды. Сонымен қатар, miR-145-5p, miR-338-3p және miR-3620-3p деңгейлерінің өзгеруі ABCD категориясы бойынша ӨСОА жаңа классификациясына сәйкес келді. МикроРНҚ анықтаған мақсатты гендерді анықтау олардың қабыну, жасушалардың көбеюі және саралануы, тотығу стрессі және басқалары сияқты процестерді реттеуді қамтиды.
Lacedonia және әріптестері [94] БД және БДӨАС ауыратын науқастардың қан сарысуынан және қақырықты супернатантынан miR-145 және miR-338 экспрессиясын зерттеді. Перифериялық қан үлгілерімен салыстырғанда бронх-өкпе аурулары бар барлық зерттелген пациенттердің қақырық супернатантында miR-338 экспрессиясы жоғары екендігі анықталды, ал miR-145 тек БД науқастарының супернатантында жоғары болды. Супернатанттағы екі микроРНҚ-ның көрінісі бақылаумен салыстырғанда БД және ӨСОА бар науқастарда айтарлықтай жоғары болды. Қақырықтағы микроРНҚ экспрессиясының профильдерінің айырмашылығы БДӨАС, БД немесе ӨСОА арасында байқалды, бұл микроРНҚ-ның осы нозологияларды ажырата алатын биомаркерлер ретіндегі ықтимал рөлін көрсетті.
Сонымен қатар, Donaldson және әріптестер [95] тұрақты ӨСОА ағымы бар науқастардың плазмасындағы бұлшықетке тән микроРНҚ деңгейінің жоғарылауын анықтады, бұл бұлшықет гипотрофиясы тіпті тұрақты ӨСОА бар науқастарда да пайда болуы мүмкін деп болжайды. Зерттеу көрсеткендей, бұлшықетке тән miR-499 плазмалық деңгейлері NF-кВ p50 ядролық NF-кВ p50 жеңіл/орташа ӨСОА-мен байланысты, ал ауыр және өте ауыр miR-206 және miR-133 аурулары айналымдағы цитокиндермен байланысты. Бұл бақылау қабынудың пациенттердің осы кіші тобындағы бұлшықет гипотрофиясының маңызды факторы екенін көрсетеді.
ӨСОА патогенезімен байланысты көптеген қабыну медиаторларының көрінісі NF-κB арқылы басқарылады. ӨСОА кезінде бронх биоптаттарында және науқастардың қабыну жасушаларында белсендірілген NF-κB жоғары деңгейі байқалады [96].
Molina-Pinelo және әріптестері [92] жариялаған зерттеуде әртүрлі микроРНҚ экспрессиясының профильдері (66 микроРНҚ) анықталды. miR-132 және miR-212 активтілігі анықталды. ӨСОА ауыратын науқастарда; алайда темекі шегу мәртебесі мен микроРНҚ экспрессиясының сипаты арасында нақты байланыс анықталған жоқ. Сонымен қатар, авторлар α1-антитрипсиннің мРНҚ мен miR-132-212 кластерінің көрінісі арасындағы теріс корреляцияны анықтады. Осы мәліметтерге сәйкес мРНҚ α1-антитрипсин miR-132-212 кластерінің нысаны ретінде ұсынылды, ал оның жетіспеушілігі ӨСОА дамуымен байланысты [97].
БД және ӨСОА - күрделі аурулар, олардың дамуына көптеген гендер мен қоршаған орта факторлары қатысады. Зерттеулер көрсеткендей, микроРНҚ профилінің БД және ӨСОА өзіндік ерекшеліктері бар және кейбір микроРНҚ пациенттердің көптеген типтерінде әр түрлі көрінеді. Клиникалық тұрғыдан алғанда, кодталмайтын РНҚ-ны жаңа емдік тәсілдер ретінде бағыттау олардың функциялары мен әсер ету механизмін тереңірек түсінуді қажет етеді. Алайда, микроРНҚ деңгейінің өзгеруі бронх-өкпе ауруларында дифференциалды диагностикалау және/немесе дәрі-дәрмектердің әсерін бағалау үшін биомаркер ретінде пайдаланылуы мүмкін [98].

1.5 Бронх демікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті ауру патологиясындағы цитокиндердің рөлі
Цитокиндер-бұл әдетте 80 кДа-дан аспайтын жасушадан тыс сигналдық  ақуыздар. Бұл медиаторлар бронх демікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті аурулары қабынуының тұрақтылығында маңызды рөл атқарады, дегенмен әр цитокиннің нақты рөлін әлі анықтау қажет [9]. Цитокиндер реттеуші пептидтер болып табылады, сондықтан организмдегі ядрошықтық жасушалардың кез-келген түрімен өндіріле алады және олар иесін қорғау мен репарация процестеріне қатысатын гемопоэтикалық және басқа да көптеген жасушалар түрлеріне плейотропты реттеуші ретінде әсер етеді [99]. Цитокиндер мен олардың рецепторлары бір-біріне өте жоғары аффинділікті көрсетеді. Осы жоғары аффинділіктің есебінен цитокиндердің пикомолярлық концентрациясы биологиялық әсер ету спектріне делдал бола алады. Олар жақын орналасқан жасушаларға әсер етеді, сондықтан негізінен паракринді түрде жұмыс істейді. Олар сонымен қатар қашықтықта әрекет ете алады (эндокриндік) және бастапқы жасушаға әсер етеді (аутокринді) [100]. Цитокиндердің негізгі топтары – лимфокиндер (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15, IL-16 және IL-17), қабыну цитокиндер (IL-1, TNF-α, IL-6, IL-11, GM-CSF және SCF), ингибиторлық цитокиндер (IL-10, IL-12, IL-18 және IFN-γ), өсу факторлары (PDGF, TGF-β) және хемокиндер (CXCL8 және CXCL10) [100].
Бронх демікпесі-бұл тыныс жолдарының эозинофилиясына, шырышты гиперпродукцияға, бронхтың жоғары сезімталдығына  және иммуноглобулин Е (IgE) синтезіне ықпал ететін 2 типті интерлейкин-4, IL-5 және IL-13 цитокиндерімен байланысты тыныс жолдарының созылмалы қабыну ауруы [101]. IgE сонымен қатар аллергиялық реакцияда басты рөл атқарады. IgE белсенділігі ақуыздар желісіне, әсіресе оның жоғары және төмен жақындығы бар Fc рецепторларына байланысты. Соңғы кездері тимустық стромальды лимфопоэтинді бронх демікпесімен байланыстыруда [102]. Тимустық стромальды лимфопоэтин (TSLP) плейотропты цитокин бастапқыда өкпе және ішек эпителий жасушаларында, кератиноциттерде, фибробласттардан бөлініп шығатындығы анықталды, алайда дендритті жасушалар, мастикалық жасушалар және иммундық клеткалар арқылы да синтезделеді. Адам TSLP 5q22.1 хромосомасында атопиялық цитокиндердің жанында орналасқан [103] және тікелей Th2 клеткаларын дифференцациалайды[104]. Адам тінінде TSLP екі нұсқада болатындығы анықталды: 1) қысқа формада негізгі изоформасы төзімді жағдайда, бұл кезде гомеостаздық рөлін атқарады. 2) ұзақ формада қабыну жағдайлары пайда болғанда өндіріледі. Тимустың стромальды лимфопоэтині аллергиялық және созылмалы қабынумен тығыз байланысты [104].
Алайда, демікпесі бар пациенттердің жартысында ғана Th2 типті реакцияның өршу белгілері байқалады [101].
Демікпе кезіндегі 2-ші типті (Th2) Т-көмекші цитокиндердің плейотропты белсенділігі төмендегі 6-суретте бейнеленген. Антигенді таныған соң және антигенді танитын жасушалар (APC-antigen presenting cells) белсендірілгеннен кейін, Т0 жасушалар Th2 жасушаларына дифференциацаланады, бұл процесс интерлейкин 4 (IL-4) қоздырады. Белсендірілген Th2 жасушалары IL-4-ке және аз дәрежеде IL-13 немесе IL-9-ға жауап ретінде IgE антиденелерін шығаруға В жасушаларын ынталандырады. IgE фибробласттардан алынған мастикалық жасушалардың өсу факторы сияқты басқа факторлармен синергияда IL-9-ны көбейтуге және саралауға ықпал ететін мастика жасушаларының бетіндегі IgE жоғары аффинді рецепторын байланыстырады. Антигенмен байланысқан кезде мастикалық жасушалар түйіршіктерінің құрамын, соның ішінде бронхоспазмды тудыратын гистаминді, жақында синтезделген простагландиндер, лейкотриендерді (PGD2 және LTC4) және тимустық стромальды лимфопоэтин (TSLP) өндіреді. TSLP тікелей Th2 клеткаларын дифференцациалайды. Мастикалық жасушалар, сонымен қатар қабыну жасушаларын, әсіресе эозинофилдерді тартуға ықпал ететін химотаксикалық факторларды шығарады, олардың көбеюі мен бөлінуі сүйек кемігінің прекурсорларынан IL-5 және IL-9 ықпал етеді. Сонымен, эпителий жасушалары IL-4 Th2 цитокиндеріне жауап ретінде шырыш пен химокин өндірісін реттейді [105,106]. 
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Сурет 6-  Аллергиялық демікпе кезіндегі 2-ші типті (Th2) Т-көмекші цитокиндердің плейотропты белсенділігі

Ескерту - [106] әдебиет бойынша құрастырылды

Өкпенің созылмалы обструктивті аурулары патогенезінде дендриттік жасушалар көптеген қабыну және иммундық жасушаларды, соның ішінде макрофагтарды, В және Т лимфоциттерін және нейтрофилдерін белсендіруде маңызды рөл атқаратыны көрсетілген [107]. 
ӨСОА патогенезіндегі цитокиндердің желісі төмендегі 7-суретте көрсетілген. Темекі түтіні және басқа тітіркендіргіштер эпителий жасушалары мен макрофагтарды белсендіреді. Өкпенің қабынуынан моноцит, нейтрофилдер санының арутына және өкпеде макрофагтардың дифференцациалануына жағдай жасайды. Сонымен бірге, Th1 көмекші жасушаларын және IFN-γ шығаратын T (Tc1)1 типті цитотоксикалық жасушаларды стимулдау үшін TNF-α, IL-6 әсер етеді. Бұл қабыну жасушалары макрофагтармен және эпителий жасушаларымен бірге эластин мен эмфиземаның деградациясын тудыратын матрицалық металлопротеиназа-9 (MMP-9) сияқты протеазаларды шығарады. Нейтрофилдер ММР-9 эластазасы есебінен шырыштың гиперсекрецияны тудырады. Эпителий жасушалары мен макрофагтар сонымен қатар трансформациялық өсу факторын (TGF)-β және фибробласттардың өсу факторларын (FGFs) өндіреді, олар өз кезегінде тыныс алу жолдарында фиброзға әкеледі [108]. 
Қалыптыдан жоғарылаған немесе төмендеген цитокиндер бронхтардың өзгеруіне және нәтижесінде БД кезінде қайтымсыз обструкцияға, ӨСОА патологиясына әкеліп соқтырады. БД және ӨСОА қабынуымен иммундық механизм күрделене түседі және тыныс алу жолдарының гистопатологиясындағы айырмашылықтармен ерекшеленеді (кесте 4).
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Сурет 7 -ӨСОА кезіндегі цитокиндік желі

Ескерту - [108] әдебиет бойынша құрастырылды

Кесте 4 - Тыныс алу жолдарының гистопатологиясындағы бронх демікпесі мен ӨСОА арасындағы айырмашылықтар

	
	БД
	ӨСОА

	гранулоциттер
	Жоғарылайды және белсенді
	Қалыпты

	дендритті жасушалар
	Жоғарылайды
	Белгісіз

	эозинофилдер
	Жоғарылайды
	Қалыпты

	нейтрофилдер
	Қалыпты
	Жоғарылайды

	
	
	Жалғасы кесте 3

	лимфоциттер
	Th2
	Th1, Tс1

	құтыша тәрізді жасушалар
	Жоғарылайды
	Жоғарылайды

	Тыныс алу жолдарының тегіс бұлшық еттері
	Жоғарылайды
	Минималды мөлшерде үлкейеді

	Фиброз
	Субэпителиалды
	Перибронхиолярлы



Жетекші цитокиндердің индукцияланған өнімдерінің рөлі мен мәнін зерттеу дәрігерге қажетті терапияның таңдауына және ұзақтығын анықтауға көмектеседі. ӨСОА және БД науқастарын емдеуге жеке көзқарас патологияның фенотипімен, қабынудың түрімен, ауырлығымен және қарқындылығымен анықталады.
Жоғарыда келтірілген әдебиеттік шолуды талдай отырып, БД және ӨСОА – бұл мультифакторлы ауру және бұл пациенттердің өмір сүру сапасын нашарлатады және емделуі қиын бронх-өкпе ауруларға жатады. Кейде, БД және ӨСОА арасында дифференциалды диагноз қою қиынға соғады. БД, әдетте, бала кезден бастап дамиды, ол қайталанатын кеуде қуысының қысылуының, жөтелдің және ентігудің классикалық белгілерімен көрінеді және әдетте атопиялық бұзылулармен байланысты. ӨСОА. Әдетте, жасы үлкен адамдарда кездеседі және жөтелмен және ентігумен байқалмайды. Сонымен қатар, көбінесе, темекі шегумен байланысты. Науқаста екі ауру да (БД және ӨСОА) бір уақытта пайда болуы мүмкін. Соңғы жылдары бронх-өкпе ауруларының үшінші тобы да ерекшеленеді: бронх демікпесі мен ӨСОА айқас синдромы (БДӨАС). Алайда, бұл аурулар патофизиологиясында, клиникалық көріністерінде, өкпенің функционалды көрсеткіштерінің өзгеруінде және дәрілік терапияға жауаптарында ерекшеленеді. Дұрыс емес диагноз және дұрыс емес емдеу науқастарға қажетті көмек көрсетпеуге және болашақта одан да ауыр зардаптарға әкелуі мүмкін екенін атап өткен жөн. 
Сонымен бірге, бүгінгі күні әлем бойынша БДӨАС науқастарындағы генетикалық және эпигенетикалық механизмдер туралы толық түсінік қалыптаспады. Сондай-ақ, қазақ популяциясындағы БД, ӨСОА және БДӨАС науқастарындағы ADRB2 генінің Gln27Glu, ADRB2 генінің Arg16Gly, MDR1 генінің C3435T генінің полиморфизмдері зерттелмеген. ӨСОА -дағы эпигенетикалық өзгерістерді одан әрі түсіну өкпе қатерлі ісігінің жаңа биомаркерлеріне әкелуі мүмкін, өйткені ӨСОА өкпе қатерлі ісігінің дамуының бірден-бір факторы болып табылады.
Жоғарыда айтылғандарға байланысты генетикалық және эпигенетикалық механизмдердің (MDR1 және ADRB2 гендерінің полиморфизмдері және микроРНҚ экспрессиясының профилі) бронх-өкпе ауруларының патогенезіндегі (бронх демікпесі, ӨСОА және БДӨАС) олардың молекулалық диагностикасы мен жеке терапиясының инвазивті емес әдістерін жасау үшін зерттеу қазіргі заманғы молекулалық медицинаның маңызды міндеті болып табылады.

2 ЗЕРТТЕУДІҢ МАТЕРИАЛДАРЫ МЕН ӘДІСТЕРІ

2.1 Зерттеу объектілері
Зерттеу материалы ретінде БД, ӨСОА диагнозы бар пациенттердің және сау адамдардың перифериялық қанынан бөлініп алынған ДНҚ мен қан плазмасынан бөлініп алынған микроРНҚ және цитокиндер пайдалынылды. Клиникалық-лабораториялық көрсеткіштерді ескере отырып, БД және ӨСОА диагнозы бірдей кезедесетін пациенттер бар екендігі анықталды. Оларды жеке БДӨАС (бронх демікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті аураларының айқас синдромы) науқастар тобы ретінде қарастырып зерттедік. Зерттеуге БД диагнозы қойылған 100 науқас, ӨСОА-мен ауыратын 100 науқас және БДӨАС анықталған 50 науқас (39 жастан 68 жасқа дейін) кірді. Зерттеуге қатысушылардың барлығы Қазақстанда кемінде 5 жыл тұрған және материал алу кезінде Нұр-сұлтан қаласының №2 қалалық ауруханасының пульмонологиялық бөлімшесінде стационарлық емделуде болды. БД, ӨСОА және БДӨАС диагнозын GINA (Бронх демікпесі бойынша жаһандық стратегиясы, Global Strategy for Asthma) және ӨСОА бойынша жаһандық стратегиясы (the Global Strategy for the Treatment and prevention of COPD - GOLD) бойынша пульмонология бөлімінің дәрігерлері қойды. Бақылау тобын 100 сау адам құрады және материалды Нұр-сұлтан қаласының Ұлттық трансфузиология ғылыми-өндірістік орталығында медициналық мекеменің қызметкерлері егжей-тегжейлі сауалнамамен (қосымша А,Ә) таныстырып алынды. Бақылау тобын таңдауда мына критерийлерге мән берілді: неврологиялық аурулардың, аутоиммундық, аллергиялық және созылмалы аурулардың болмауы. Сондай-ақ, қант диабеті, жүйелік және жергілікті қабыну аурулары, жақында гипертермия немесе инсоляция (талдаудан 2-3 апта бұрын) болған жағдайда зерттеуден алынып тасталды. Зерттеу үшін перифериялық қанды пациенттердің келісімімен және этикалық комиссияның рұқсатымен (қосымша Б) 9 мл этилендиаминтетрасірке қышқылды (ЭДТҚ) К2 антикоагулянты бар вакуумдық пробиркаларға жиналды. Материалды одан әрі өңдеу Л.Н. Гумилев атындағы Еуразия ұлттық университетінің Клеткалық биология және биотехнология ғылыми-зерттеу институты молекулалық генетика зертханасының базасында жүргізілді.

2.2 Перифериялық қанды компоненттерге бөлу
Қанды плазмаға және нысанды элементтерге бөлінді. ЭДТҚ өңделген қан пробиркасын +40С температура да 4 сағат бойы тұндырылды. Плазманы таза пробиркаға құйып алынды. Содан кейін 3000g айналымында 10 минут центрифугаландырылды. Лейкоциттерден тазартылған плазманы таза пробиркаларға іріктеп алып, -80ºС температурада сақталынды.


2.3 Перифериялық қаннан ДНҚ бөліп алу
[bookmark: _Hlk54676928]БД, ӨСОА, БДӨАС диагнозымен ауыратын науқастар және бақылау тобынан перифериялық қан үлгілерінен геномдық ДНҚ "ДНҚ-Экстран-1" реагенттер жиынтығын (ЕХ-509-100, Ресей) пайдалана отырып бөлініп алынды. Барлық пробиркаларға 300 мкл бірдей қан үлгісі қосылды. Содан кейін әр пробиркаға эритроциттерді лизистеуге арналған 900 мкл ерітінді қосылды. Қоспа бөлме температурасында 10 минут инкубацияланды. Инкубацияланған қоспа 2 минут 13 000 айн/мин центрифугаланды.  Центрифугадан соң екі фракция түзіледі. Соның жоғарғы бөлігіндегі сұйықтық супернатантты алып тасталынды. Содан кейін пробиркаға клетка ядросын лизиске ұшыратуға арналған 300 мкл ерітінді қосып, вортексте араластырылды. Қоспа бөлме температурасында 10 минут инкубацияланды. Ақуызды преципитациялау үшін лизиатқа 100 мкл белокты тұнба ерітіндісі қосылды. Қоспаны 2 минут ішінде 13 000 айн/мин центрифугалады. 300 мкл тұндыру ерітіндісі қосылып, ДНҚ тұнбасы пайда болғанша (10-12 рет) айналдыру арқылы араластырылды. Қоспа 2 минут ішінде 13 000 айн/мин центрифугаланды. Пробиркаға 400 мкл жуу ерітіндісін қосып, ДНҚ-ны жуу арқылы бірнеше рет араластырылды. Қоспа 2 минут ішінде 13 000 айн/мин центрифугаланды. Пробирканың қақпағы ашық күйінде ауада немесе 37ºС кезінде толық құрғағанша кептірілді. Тұнбаға 100 мкл элюациялық ерітінді қосылды. ДНҚ ерігенше 65ºС температурада 5 минут араластырып, қыздырылды. Алынған ДНҚ ерітіндісі -20ºС температурада сақталды.
Алынған ДНҚ ерітіндісінің сандық көрсеткіші Thermo Scientific NanoDrop 1000D (A260/280) = 1,8 -1,9 спектрофотометрінде өлшенді. Әрі қарай, ДНҚ ерітіндісі ADRB2, MDR1 гендерінің полиморфизмін зерттеуде қолданылды.

2.4 ADRB2 және MDR1 гендерін генотиптеу
ADRB2 (Arg16Gly - rs1042713; Gln27Glu - rs1042714) және MDR1 (C3435T - rs1045642) гендерінің полиморфизмін зерттеу "Синтол" ЖШҚ реагенттер жиынтығын (Мәскеу, Ресей) пайдалана отырып, нақты уақыттағы-полимеразды тізбекті реакция әдісімен жүргізілді.
ДНҚ амплификациялау үшін мына реактивтер 2.5 × еріткіш – 10 мкл, 2.5 × реакциялық қоспа – 10 мкл, TaqДНҚ-полимераза – 0,5 мкл қоспасы дайындалынып центрифугаланды. Әрбір ПТР пробиркасы таңбалауға сәйкес 5 мкл бақылау және зерттелетін үлгілер (ӨСОА, БД, БДӨАС және бақылау тобы) әкелінді. Амплификация Thermal cycler (Bio-Rad) құрылғысында жүргізілді. ADRB2, MDR1 гендерін генотиптеу кейіннен 5-кестеде көрсетілген температура режиміне сәйкес жүргізілді.
Төменде 6, 7 және 8-кестелерде ADRB2 генінің полиморфизмдері Arg16Gly мен Gln27Glu, MDR1 генінің Т3435С полиморфизмін анықтауда қолданылған НЕХ және FAM флюорофорлары көрсетілген.


Кесте 5 - ADRB2 және MDR1 гендерін генотиптеу кезіндегі амплификациялау бағдарламасы

	Процестің атауы
	Температура, 0С
	Уақыты, мин, сек

	ПТР-дың бастапқы жылу активациясы
	+95
	3 мин

	Денатурация
	+95
	15 сек

	Ренатурация
	+630
	40 сек

	Балқу қисығын талдау
	+95
	2 сек



Кесте 6 - ADRB2 Arg16Gly генінің полиморфизмін анықтау кезінде алынған нәтижені түсіндіру

	Аллель 1 (FAM)
	Аллель A
	Генотип A/A

	Гетерозигота (FAM+ НЕX)
	Аллель A + аллель G
	Генотип A/G

	Аллель 2 (НЕХ)
	Аллель G
	Генотип G/G



Кесте 7 - ADRB2 Gln27Glu генінің полиморфизмін анықтау кезінде алынған нәтижені түсіндіру

	Аллель 1 (FAM)
	Аллель C
	Генотип C/C

	Гетерозигота (FAM+ НЕX)
	Аллель C + аллель G
	Генотип C/G

	Аллель 2 (НЕХ)
	Аллель G
	Генотип G/G



Кесте 8- MDR1 T3435C генінің полиморфизмін анықтауда алынған нәтижені түсіндіру

	Аллель 1 (FAM)
	Аллель Т
	Генотип Т/Т

	Гетерозигота (FAM+ НЕX)
	Аллель Т + аллель С
	Генотип Т/С

	Аллель 2 (НЕХ)
	Аллель С
	Генотип С/С



2.5 Қан плазмасынан жаппай РНҚ бөліп алу
РНҚ бөліп алу miRNeasy serum/plasma kit жиынтығымен жүзеге асырылды (#217184, Qiagen). MiRNeasySerum / Plasma жиынтығы фенол / гуанидин негізіндегі лизис үлгілерін біріктіреді. РНҚ тұндыру Eppendorf 5804R центрифугасы пайдаланылды. Қан плазмасының үлгілері 16 000 g айналымда 5 минут бойы 4ºС температурада центрифугаланды. 50 мкл супернатант 1,5 мл таза пробиркаға құйылды. Содан кейін үлгіге 250 мкл QIAzol Lysis Reagent енгізіліп, лизат бөлме температурасында 5 минут инкубацияланды. Бастапқы үлгінің көлемімен бірдей болатын хлороформ қосылды. Вортексте 15 секундқа айналдырылды. Лизатты бөлме температурасында 2-3 минутқа инкубациялады. Содан кейін 15 минут 12 000 g айналымында 4ºС температурада центрифугаланды. Центрифугаланған пробиркадағы үлгі 3 фракцияға бөлінеді: жоғарғы бөлігі-түссіз, су фаза құрамында РНҚ бар, ортаңғы фаза –ақ және төменгі бөлігі - қызыл, органикалық фаза. 150 мкл су фазасы таза пробиркаға ауыстырылды.  Пробиркаға 450 мл 100% этил спирті қосылды. Барлық қоспа сүзгіге құйылды. Қақпақты жауып, 15 секунд 8000g центрифугаланды. 700 мкл RWT буферін қосылды. Қақпақты жауып, 15 секунд 8000g центрифугаланды. Пробиркаға 500 мл 80% этил спирті қосылды және 2 минут 8 000g айналымда центрифугаланды. Сүзгіні таза пробиркаға салып, қақпағын ашық күйінде центрифугаға максималды айналымда 5 минутқа қоямыз. 14 мкл RNase-free water сүзгінің ортасына құйылады. Сүзгіден өткен РНҚ -80ºС температурада сақталды.
Бөлінген РНҚ концентрациясы Thermo Scientific NanoDrop 1000 спектрофотометрімен анықталды.

2.6 Кері транскрипциялық- полимеразды тізбекті реакция
Еркін-айналмалы микроРНҚ салыстырмалы экспрессия деңгейін анықтау үшін нақты уақыттағы ПТР әдісі арқылы жүргізіледі. Алдымен, оны жүргізу үшін қан плазмасынан бөліп алған жаппай РНҚ-ны комплементарлы ДНҚ-ға (кДНҚ) айналдыру қажет. Ол үшін кері транскрипциялық- полимеразды тізбекті реакция (КТ-ПТР) арқылы және бұл реакция коммерциялық MERCURY LNA RT Kit жиынтығының (cat. no. 339340) көмегімен жүргізілді. Жекелеген КТ-ПТР үшін реакциялық қоспа: 5x miRCURY RT reaction buffer - 2 мкл, RNase-free water – 4.5 мкл, 10x MIRCURY RT enzyme mix – 1 мкл, UniSp6 RNAspike-in – 0.5 мкл, РНҚ – 2 мкл дайындалды. Нақты уақыттағы-ПТР әдісі арқылы панельдік талдау жасау үшін келесі реакциялық қоспалар қосылды: 5x miRCURY RT reaction buffer -16 мкл, RNase – free water – 36 мкл, 10x MIRCURY RT enzyme mix -8 мкл, Unisp6 RNA spike – in – 4 мкл, РНҚ-16 мкл. 9-кестеде КТ-ПТР өткізу шарттары көрсетілген.

Кесте 9 - КТ-ПТР өткізу шарттары

	Процестің атауы
	Температура, 0С
	Уақыты, мин

	Кері транскрипция
	42
	60

	Кері транскриптазаны инактивациялау
	95
	5

	Сақтау шарттары
	4
	∞



2.7 Қан плазмасындағы еркін-айналмалы салыстырмалы микроРНҚ экспрессиясының деңгейін талдау
Панельдік микроРНҚ (MIRCURY LNA miRNome Human PCR панельдері (YAHS-312y-, YAHS-301y-)), MIRCURY SYBR Green PCR жиынтығы (# 339345, 339346, 339347) көмегімен нақты уақыттағы ПТР әдісімен жүргізілді. 2x miRCURY SYBR Green PCR Master Mix құрамында ДНҚ полимераза QuantiNova, 2x miRCURY SYBR Green ПТР буфері және SYBR Green I бар. Панельді микроРНҚ талдау барысында нақты уақыттағы ПТР Applied BioSystem 7900 амплификаторында жоғары концентрациялы ROX бояуының сілтемесін қолдана отырып жүргізілді. Нақты уақыттағы ПТР үшін реакциялық қоспа дайындалды: 2x miRCURY SYBR Green Master Mix – 4000 мкл, кДНҚ – 80 мкл, RNase-free water – 3920 мкл, бояу ROX – 200 мкл. Панельдік талдау барысында БД және ӨСОА пациенттерінен және бақылау топтарының қан плазмасын 720 еркін-айналмалы микроРНҚ анықталды.
Сонымен қатар, микроРНҚ панельдік талдау нәтижесінде 3 микроРНҚ таңдалынды: hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR–320с. Таңдалған микроРНҚ экспрессиясы БД, ӨСОА, БДӨАС және бақылау топтарының кең спектрінде зерттелді.
Нақты уақыттағы ПТР әдісін жүргізу үшін master Mix-miRCURY SYBR Green PCR Kit (#339346) және праймерлерді (hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-320c және U6) қолдана отырып, CFX96 touch™ (Bio - Rad) күшейткішінде жүргізілді. Реакция қоспасын дайындау үшін қажет 5 мкл 2x miRCURY SYBR Green Master Mix, 1 мкл PCR primer (hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-320c және U6), 3 мкл кДНҚ (КТ-ПТР өнімі), 1 мкл RNase-free water. Кіші ядролық РНҚ - U6 экспрессиясының мәні эндогендік бақылау ретінде алынады. Нақты уақыттағы-ПТР әдісінің сандық талдау шарттары 10-кестеде көрсетілген.
Зерттелетін үлгілердегі микроРНҚ экспрессиясының сандық анықтау калибратор үлгілеріндегі hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-320c экспрессия деңгейіне қатысты жүргізілді. Калибратор ретінде өкпе патологиясы жоқ сау тексерілген еріктілердің үлгілері қолданылды. Алынған нәтижелердің репродуктивтілігін бағалау үшін әр үлгі үш рет қайталынылды.

Кесте 10 - Нақты уақыттағы-ПТР өткізу шарттары

	Процестің атауы 
	Температура, 0С
	Уақыты, мин

	ПТР бастапқы жылу активтендіру
	95
	2

	Денатурация
	95
	10 сек

	Ренатурация
	56
	1

	Жалпы цикл 40

	Балқу қисығын талдау
	650С - 950С
	



Есептеу үшін әр үлгінің орташа мәні мен стандартты ауытқуы алынды. 
ΔCT 1-формула көмегімен есептелінді. 

                              ΔCT= CT нысана– CT бақылау                                                                              (1)
ΔCT стандартты ауытқу мәні нысананың стандартты ауытқуынан және эндогендік бақылау генінен алып тастау арқылы келесі 2 формуланы қолдана отырып есептелді: 


                                   s = (s12 + s22)1/2                                                             (2)

мұндағы s1-эндогендік бақылаудың стандартты ауытқуы, s2-нысана геннің стандартты ауытқуы;
ΔCT 3-формула бойынша есептелді: 

                      ΔΔCT= ΔCTтесттік үлгі – ΔCTкалибрлеу үлгісі                                                         (3)

4-формуланың көмегімен бақылауға қатысты нысананың шегі / ауытқуы анықталады.

                            2-ΔΔCt , ΔΔCT + s  мен ΔΔCT – s                                          (4) 

Мұндағы,  s - бұл ΔΔCT мәнінің стандартты ауытқуы.

2.8 Қан плазмасындағы цитокиндер спектрін зерттеу

2.8.1 Қан плазмасынан TNF-α, -INF, IL-4, IL-6 цитокиндерінің концентрациясын анықтау.
Ісік некрозының факторы-α (TNFα), -интерферон (-IFN), интерлейкин 4, 6, (IL-4, IL-6), қан плазмасында "Вектор-Бест" (Новосибирск, Ресей) реагенттер жиынтығын пайдалана отырып, иммуноферменттік әдіс арқылы анықталды. Планшеттің ұяшықтарында моноклоналды антиденелер иммобилизацияланған. Осылайша, қан плазмасының үлгілерінде TNF-α, -IFN, IL-4, IL-6 цитокиндері болған кезде иммобилизацияланған антиденелермен байланысады. Әрбір цитокинді анықтау кезінде стандарттар дайындалды.Үлгілерді сұйылту үшін барлық ұяшықтарға 100 мкл ерітінді қосылды. Тиісті ұяшықтарға 100 мкл стандарттық үлгілер мен қан плазмасының үлгілері енгізілді.  Планшет пленкамен жауып, 37°C температурада 700 айн/мин шейкерде 120 минут инкубацияланды. Инкубация аяқталғаннан кейін планшеттен пленка алынып, жуу ерітіндісімен 5 рет шайылды. Содан кейін барлық ұяшықтарға 100 мкл биотинилденген поликлоналды антидене енгізілді. Планшет қайтадан пленкамен жабылып, 37°C температура да 700 айн/мин шейкерде 60 минут инкубацияланды. Екінші инкубацияның соңында ұяшықтар 5 рет жуылады. Барлық ұяшықтарға 100 мкл стрептавинмен қосылған желкек пероксидазасы енгізілді. Планшет пленкамен жабылып, 30°C температура да 700 айн/мин шейкерде 37 минут инкубацияланды. Барлық ұяшықтарға 100 мкл тетраметилбензидин плюс ерітіндісін қосып, жарықтан қорғалған жерде 25 минуттан 18-25ºС-қа дейінгі температурада инкубациялады. Барлық ұяшықтарға 100 мкл стоп-реагент енгізілді, ұяшықтағы сұйықтық сары түске боялды.
Тік сканерлеу спектрофотометріндегі стрип саңылауларындағы ерітінділердің оптикалық тығыздығының мәні екі толқындық режимде негізгі толқын ұзындығы 450 нм және салыстыру толқынының ұзындығы 620-655 нм аралығында өлшенді.

2.8.2 Қан плазмасынан иммуноглобулин Е (IgE) концентрациясын анықтау
Қан плазмасындағы IgE концентрацияны анықтау үшін қатты фазалы иммуноферменттік талдау әдісімен, "IgE общий-ИФА-БЕСТ" (Новосибирск, Ресей) жиынтығы қолданылды. IgE-ні анықтау әдісі моноклоналды антиденелерді қолдана отырып, қатты фазалы иммуноферментті талдаудың екі сатылы "сэндвич" түріне негізделген. Барлық ұяшықтарға плазма үлгілерін сұйылтуға арналған 200 мкл ерітінді енгізілді. Тиісті ұяшықтарға 15 мкл-ден стандарттық пен бақылау үлгілері және БД, ӨСОА және БДӨАС науқастар тобының қан плазмасы үлгілері құйылды. Планшет пленкамен жабылып, 20 минут 37ºС температурада термостат шейкерде 700 айн/мин инкубацияланды. Инкубация аяқталғаннан кейін планшеттен пленка алынып, барлық ұяшықтарға 350 мкл жуу ерітіндісі қосылды. Планшеттің барлық ұяшықтарына 100 мкл IgE-ге моноклоналды антиденелерді желкек пероксидазасымен енгізді. Планшет пленкамен жабылып, 20 минут 37ºС температурада термостат шейкерде 700 айн/мин инкубацияланды. Инкубация аяқталғаннан кейін планшет жуылды. Барлық ұяшықтарға 100 мкл тетраметилбензидин плюс ерітіндісін қосып, 18-25ºС-қа дейінгі температурада 15 минут жарықтан қорғалған жерде инкубациялады. Барлық ұяшықтарға 100 мкл стоп-реагент енгізілді, ұяшықтар сары түске боялады. 
Тік сканерлеу спектрофотометріндегі стрип саңылауларындағы ерітінділердің оптикалық тығыздығының мәні екі толқындық режимде негізгі толқын ұзындығы 450 нм және салыстыру толқынының ұзындығы 620-655 нм аралығында өлшенді.

2.8.3 Тимустық стромалды лимфопоэтин концентрациясын анықтау
Сау адамдар мен науқастар тобының қан плазмасындағы Тимустық стромалды лимфопоэтин (TSLP) концентрациясы Human TSLP Elisa Kit (Biorbyt Ltd, Ұлыбритания) жиынтығымен анықталды. TSLP стандарттары дайындалды: 2000 пг/мл, 1000 пг/мл, 500 пг/мл, 250 пг/мл, 125 пг/мл 62,5 пг/мл, 31,25 пг/мл, 0 пг/мл. Тиісті ұяшыққа 100 мкл стандартты және БД, ӨСОА және БДӨАС және бақылау тобының қан плазма үлгілері қосылды.  Планшет пленкамен жабылып және бөлме температурасында 120 минут инкубацияланды (немесе 37°C температурада 90 минут). Планшеттен ленка алынып, әр ұяшықты жуу ертіндісімен шайылды. Әр ұяшыққа 100 мкл адамның 1x биотинилденген TSLP-ге қарсы антиденесі қосылды. Планшет бөлме температурасында 90 минут инкубацияланды (немесе 37°C температурада 60 минут). Әр ұяшыққа 100 мкл д 1x авидин-биотин-пероксидаза кешені қосылды. Пленкамен жабылған планшет бөлме температурасында 40 минут инкубацияланды (немесе 37°C температурада 30 минут). Инкубациядан соң планшет жуу ертінідсімен шайылды. Әр ұяшыққа 90 мкл түсті реагент қосылды. Пленкамен жабылған және қараңғы жерде 30 минут бөлме температурасында (немесе 37°C температурада 15-25 минут) инкубацияланды. Әр ұяшыққа 100 мкл стоп-реагент ерітіндісі қосылды. Түс бірден сарыға өзгеруі керек. Реакция өнімдерінің оптикалық тығыздығы толқын ұзындығы 450 нм болатын ИФТ-спектрофотометр көмегімен орнатылды.

2.9 Статистикалық талдау
Гендердің полиморфизмінің таралу жиілігін анықтау барысында Колмогоров-Смирнов тесті, ал қалыпты таралу кезінде Стьюдент тесті қолданылды, ал қалыпты емес нәтижелер алынған жағдайда Манна-Уитни тесті қолданылды. Корреляциялық талдау Спирман критерийін қолдану арқылы жүргізілді.
Харди-Вайнберг тепе-теңдігі науқастар мен бақылау арасындағы генотиптік жиіліктерді салыстыру үшін χ2 тестін қолдану арқылы бағаланады. Мүмкіндік қатынасы (OR), 95% сенімділік интервалдары және p-value БД, ӨСОА, БДӨАС даму қаупін бағалау үшін есептеледі. Статистикалық сенімділік p<0.05 кезінде орнатылды. ADRB2, MDR1 гендер полиморфизмінің таралу жиілігінің мәндері GraphPAd Prism 8.0 бағдарламасы арқылы статистикалық өңдеуден өтті. 
Крускал-Уоллис сынағы төрт топтағы микроРНҚ-ның сараланған экспрессиясының деңгейін салыстыру үшін қолданылса, Спирманның дәрежелік корреляциясы, микроРНҚ-ның салыстырмалы экспрессиясы мен клиникалық-зертханалық көрсеткіштер пен цитокиндерді және аспаптық параметрлер арасындағы корреляцияны бағалау үшін қолданылды. Статистикалық сенімділік p<0.05 кезінде орнатылды. MERCURY LNA miRNA PCR панельдік талдау miRNA PCR Array Data Analysis құралы арқылы талданады (http://www.qiagen.com/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-page). 
Еркін-айналмалы микроРНҚ диагностикалық сынақтарын бағалау үшін ROC қисығы құралы пайдаланылды. Бұл ауру жағдайларын қалыптыдан ажыратуға мүмкіндік береді, қабылдағыштың жұмыс сипаттамаларының қисығын (ROC) талдау арқылы жүргізіледі. ROC (AUC) қисығының астындағы аймақ екі диагностикалық топты (ауру/қалыпты) қаншалықты жақсы ажырата алатындығын көрсетеді. ROC (AUC) қисығының MedCal 9.1.
бағдарламасын пайдалану арқылы өңделді. 


3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ

3.1 Бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың бірлескен синдромымен ауыратын науқастардың клиникалық сипаттамасы
11-кестеде бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың бірлескен синдромымен ауыратын  250 науқастың клиникалық сипаттамасы көрсетілген. 100 адамнан тұратын ӨСОА-мен ауыратын науқастар тобында ер адамдар басым болды (76%). ӨСОА диагнозы бар адамдардың орташа жасы 66.63±7.7 және науқастардың барлығы 42 жастан жоғары. Өкпенің созылмалы обструктивті аурулар тобындағы науқастардың ауырлық дәрежесі бойынша В категориясына GOLD II спирометриялық класына 87 (87%) науқас және С категориясына GOLD III спирометриялық класына 6 (6%) науқас кірді. Темекі шегушілер тек ӨСОА-мен ауыратын науқастар тобында темекі шекпейтіндерден басым болды, осы топтағы темекі шегу индексі бақылау тобымен (15.5±8.4) салыстырғанда (кесте 11) шамамен 2,7 есе жоғары болды (42.8±16.4).
 Ал бронх демікпесі науқастар тобының 53%-ын 35 пен 79 жас аралығындағы әйел адамдар құрады. Бронх демікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті аурулары айқас синдромымен ауыратын науқастардың 24% - ның еңбек қызметі денсаулыққа зиянды және қауіпті өндірістік факторлармен байланысты. 

Кесте 11 - Науқастардың және бақылау тобының клиникалық сипаттамасы

	[bookmark: _Hlk54360788]Сипаттамалар
	Бақылау тобы
	ӨСОА науқастар тобы
	БД
науқастар тобы
	БДӨАС науқастар тобы 

	Зерттеуге қатысқандар, n 
	100
	100
	100
	50

	Жасы, М±m
	55.01±9.3
	66.63±7.7
	54.2±4.2
	57.21±4.37

	Ер адам (%)
	56 (56%)
	76 (76%)
	47 (47%)
	29 (58%)

	Темекі шекпейтін адамдар (%)
	63 (63%)
	35 (35%)
	*78 (78%)
	19 (38%)

	Темекі шегу индексі (PY), М±m
	15.5±8.4
	*42.8±16.4
	*19.6±2.4
	25.8±4.7

	1МДШК%,  М±m
	94.2 (±7.2)
	****59.3±2.44
	83.2 ±13.4
	68.4±15.4

	1МДШК /ӨМӨС, М±m
	0.87 (±0,1)
	**0.59 ±0.04
	0.72 ±0.7
	0.66±0.02

	*p <0.05 бақылау тобымен салыстырғанда


Бронх демікпесімен ауыратын науқастардың ішінде 43 науқас (43%) бақыланатын мен ішінара бақыланатын аурумен және 57 науқас (57%) бақыланбайтын аурумен ауырған. Гендердің полиморфизмі мен микроРНҚ экспрессиясын одан әрі талдау үшін әр түрлі фенотиптері бар бронх демікпесі аурулары ескерілді: бақыланбайтын/ бақыланатын және Th2 қабыну деңгейіне байланысты екі топқа бөлінді: Th2-жоғары және Th2 - төмен түрлері. Қабынудың Th2 жоғары деңгейі қан плазмасында аллергеннің, аллергиялық анамнездің және жалпы IgE және IL-4 әсерінен туындаған атопия симптомдарының болуын көрсетті. 
ӨСОА-мен ауыратын науқастарда артериялық гипертензия (42%), созылмалы гастрит (13%), жүректің ишемиялық ауруы (12%) және анемия (11%) сынды аурулар жиі кездеседі. БД-мен ауыратын науқастарда поллиноз (28%), дәрілік аллергия (23%), атопиялық дерматит (14%), эпидермальды (12%) және тамақ аллергиясы (14%) сияқты басқа аллергиялық патологиялар диагноз қойылған. БДӨАС-мен ауыратын науқастарда 19% артериялық гипертензия, 8% жүректің ишемиялық ауруы, 6% анемия, 16% поллиноз, 16% атопиялық дерматит, 8% тамақ және дәрілік аллергия бар екендігі анықталды.

3.2 Бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың айқас синдромы науқастарындағы ADRB2 генінің Arg16Gly полиморфизмін талдау
ӨСОА, БД, БДӨАС және бақылау субъектілерінің ADRB2 генінің Arg16Gly полиморфизм аллельдері мен генотиптерінің жиілігі 13, 14, 15 кестелерде көрсетілген. 
Ауру топтарындағы және бақылаудағы зерттелетін полиморфизмнің генотиптері Харди-Вайнберг тепе-теңдігіне сәйкес келді (кесте 12). Arg16Gly полиморфизмінің A және G аллельдерінің жиілігі ӨСОА-мен ауыратын науқастар тобында 48,4% және 51,6%, БД тобында 45,7% және 54,3%, БДӨАС тобында 43,9% және 56,1% және сау адамдарда 50% және 50% құрады. ADRB2 генінің Arg16Gly полиморфизм генотиптерінің АА, AG және GG таралуы келесідей болды: БД науқастарында 20%, 51,4% және 28,6%, ӨСОА науқастарында 29,5%, 37,7% және 32,8%, БДӨАС науқастарында 22,4%, 42,9% және 34,7%, бақылау тобында 30,1%, 39,7% және 30,1%. Ауру және сау адамдар арасында аллельдер мен генотиптердің таралуында статистикалық маңызды айырмашылықтар табылған жоқ.

Кесте 12 - ADRB2 генінің Arg16Gly генотиптерінің таралуының науқастар және бақылау топтарындағы Харди-Вайнберг тепе-теңдігіне сәйкестігі

	Зерттелетін топтар
	Генотиптер
	χ2
	p

	
	A/A
	A/G 
	G/G
	
	

	Бақылау
	0.250
	0.500
	0.242
	3.08
	0.08

	ӨСОА
	0.234
	0.499
	0.266
	2.130
	0.345

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	Жалғасы кесте 16

	БД
	0.209
	0.496
	0.295
	0.09
	0.76

	БДӨАС
	0.216
	0.492
	0.292
	1.50
	0.58



Кесте 13 - БД мен бақылау топтарындағы ADRB2 генінің Arg16Gly полиморфизм аллельдері мен генотиптерінің таралуы 

	[bookmark: _Hlk54481426]
	БД
	Бақылау тобы
	χ2
	p
	OR

	
	n = 70
	n = 73
	
	
	мәні
	95% CI

	Аллель A
	0.457
	0.500
	0.53
	0.47
	0.84
	0.53 – 1.34

	Аллель G
	0.543
	0.500
	
	
	1.19
	0.75 – 1.89

	Генотип A/A
	0.200
	0.301
	0.48
	0.49
	0.58
	0.27 – 1.25

	Генотип A/G
	0.514
	0.397
	
	
	1.61
	0.83 – 3.12

	Генотип G/G
	0.286
	0.301
	
	
	0.93
	0.45 – 1.91



Кесте 14 – ӨСОА мен бақылау топтарындағы ADRB2 генінің Arg16Gly полиморфизм аллельдері мен генотиптерінің таралуы 

	[bookmark: _Hlk54481902]
	ӨСОА
	Бақылау тобы
	χ2
	p
	OR

	
	n = 61
	n = 73
	
	
	мәні
	95% CI

	Аллель A
	0.484
	0.500
	0.07
	0.79
	0.94
	0.58 – 1.52

	Аллель G
	0.516
	0.500
	
	
	1.07
	0.66 – 1.73

	Генотип A/A
	0.295
	0.301
	0.06
	0.81
	0.97
	0.46 – 2.04

	Генотип A/G
	0.377
	0.397
	
	
	1.91
	0.46 – 1.85

	Генотип G/G
	0.328
	0.301
	
	
	1.13
	0.54 – 2.35



Кесте 15 – БДӨАС мен бақылау топтарындағы ADRB2 генінің Arg16Gly полиморфизм аллельдері мен генотиптерінің таралуы

	
	БДӨАС
	Бақылау тобы
	χ2
	p
	OR

	
	n = 49
	n = 73
	
	
	мәні
	95% CI

	[bookmark: _Hlk54536876]Аллель A
	0.439
	0.500
	0.168
	0.682
	1.11
	0.68 – 1.81

	Аллель G
	0.561
	0.500
	
	
	1.81
	1.11 – 2.97

	Генотип A/A
	0.224
	0.301
	0.969
	0.617
	0.66
	0.29 – 1.51

	Генотип A/G
	0.429
	0.397
	
	
	1.16
	0.56 – 2.40

	Генотип G/G
	0.347
	0.301
	
	
	1.22
	0.57 – 2.60





3.3 Бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың айқас синдромы науқастарындағы ADRB2 генінің Gln27Glu полиморфизмін анықтау
ADRB2 генінің Gln27Glu полиморфизмін зерттеу 69 БД, 62 ӨСОА, 50 БДӨАС ауыратын науқастар мен бақылау тобының 79 адамға жүргізілді. ӨСОА, БД, БДӨАС және бақылау тобындағы науқастардың генотиптерінің жиілігі Харди-Вайнберг тепе-теңдігіне сәйкес келді (кесте 16).

Кесте 16 - ADRB2 генінің Gln27Glu генотиптерінің таралуының БД, ӨСОА, БДӨАС және бақылау топтарындағы Харди-Вайнберг тепе-теңдігіне сәйкестігі

	Зерттелетін топтар
	Генотиптер
	χ2
	p

	
	С/С
	С/G 
	G/G
	
	

	Бақылау
	0.450
	0.442
	0.108
	0.54
	0.46

	ӨСОА
	0.587
	0.358
	0.055
	0.165
	0.921

	БД
	0.444
	0.444
	0.111
	0.52
	0.47

	БДӨАС
	0.493
	0.418
	0.089
	0.89
	0.34



ADRB2 генінің Gln27Glu полиморфизм аллельдері мен генотиптері жиіліктерінің БД, ӨСОА, БДӨАС және бақылау топтары арасында таралуы 17, 18 және 19 кестелерде келтірілген. ӨСОА науқастарында Gln27Glu полиморфизмінің С аллельдің кездесу жиілігі 77,6% - ды, БД науқастарында 66,7% - ды, БДӨАС науқастарында 70,4% - ды және бақылау тобында 70,3% - ды құрады. G аллель ӨСОА-мен ауыратындардың 23,4% - ында, БД-мен ауыратындардың 33,3% - ында, БДӨАС-мен ауыратындардың 29,6% - ында және сау адамдардың 29,7% - ында анықталды. C/C, C/G және G/G генотиптері 46,4%, 40,6% және 13,0% жиілікпен БД бар науқастарда, 58,1%, 37,1% және 4,8% жиілікпен ӨСОА бар науқастарда, 53,0%, 34,7% және 12,2% жиілікпен БДӨАС бар науқастарда, ал тиісінше 46,8%, 40,5% және 12,7% жиілікпен дені сау адамдар тобында кездесті. БД, ӨСОА, БДӨАС және бақылау тобы (p>0.05) науқастарының аллельдері мен генотиптері жиіліктерінің арасында елеулі айырмашылықтар анықталған жоқ.

Кесте 17 – Бронх демікпесі мен бақылау топтарындағы ADRB2 генінің Gln27Glu полиморфизм аллельдері мен генотиптерінің таралуы

	Аллель
	БД
	Бақылау тобы
	χ2
	p
	OR

	
	n = 69
	n = 79
	
	
	мәні
	95% CI

	Аллель С
	0.667
	0.703
	0.41
	0.52
	0.84
	0.50 – 1.42

	Аллель G
	0.333
	0.297
	
	
	1.18
	0.70 – 1.99

	Генотип С/С
	0.464
	0.468
	0.01
	0.94
	0.98
	0.51 – 1.88

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	Жалғасы кесте 17

	
	
	
	
	
	
	

	Генотип С/G
	0.406
	0.405
	
	
	1.00
	0.52 – 1.94

	Генотип G/G
	0.130
	0.127
	
	
	1.04
	0.39 – 2.72



Кесте 18 - ӨСОА мен бақылау топтарындағы ADRB2 генінің Gln27Glu полиморфизм аллельдері мен генотиптерінің таралуы

	[bookmark: _Hlk54474538]Аллель
	ӨСОА
	Бақылау тобы
	χ2
	p
	OR

	
	n = 62
	n = 79
	
	
	мәні
	95% CI

	Аллель С
	0.776
	0.703
	3.08
	0.08
	1.61
	0.94 – 2.74

	Аллель G
	0.234
	0.297
	
	
	0.62
	0.37 – 1.06

	Генотип С/С
	0.581
	0.468
	2.94
	0.09
	1.57
	0.80 – 3.07

	Генотип С/G
	0.371
	0.405
	
	
	0.87
	0.44 – 1.72

	Генотип G/G
	0.048
	0.127
	
	
	0.35
	0.09 – 1.34



Кесте 19 – БДӨАС мен бақылау топтарындағы ADRB2 генінің Gln27Glu полиморфизм аллельдері мен генотиптерінің таралуы

	Аллель
	БДӨАС
	Бақылау тобы
	χ2
	p
	OR

	
	n = 49
	n = 79
	
	
	мәні
	95% CI

	[bookmark: _Hlk54532020]Аллель С
	0.704
	0.703
	0.308
	0.579
	1.17
	0.68 – 2.02

	Аллель G
	0.296
	0.297
	
	
	0.86
	0.50 – 1.48

	Генотип С/С
	0.530
	0.468
	0,509
	0.776
	1.28
	0.63 – 2.62

	Генотип С/G
	0.347
	0.405
	
	
	0.78
	0.37 – 1.64

	Генотип G/G
	0.122
	0.127
	
	
	0.96
	0.33 – 2.84



3.4 Брон демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың айқас синдромы науқастарындағы MDR1 C3435T генінің полиморфизмін талдау
Науқастар мен бақылау топтарындағы MDR1 C3435T полиморфизм генотиптерінің жиілігі Харди-Вайнберг тепе-теңдігінен айтарлықтай ауытқуды көрсеткен жоқ (р>0,05) (кесте 20). ӨСОА, БД, БДӨАС және бақылау субъектілерімен ауыратын MDR1 C3435T полиморфизм аллельдері мен генотиптерінің жиілігі 21, 22, 23 кестелерде келтірілген. Зерттеуге қатысушылар арасында MDR1 C3435T полиморфизм генотиптерін таралауы мынадай түрде жүргізілді: ӨСОА бар науқастарда 16,7% С/С, 55,0% С/Т, 28,3% Т/Т; БД бар науқастарда 38,6% С/С, 40,0% С/Т, 21,4% Т/Т; БДӨАС бар науқастарда 21.4% С/С, 47.6% С/Т, 31% Т/Т; бақылау тобында 46,3% C/C, 35,0% С/Т, 18,7% Т/Т. БД мен БДӨАС науқастар топтарында MDR1 C3435T полиморфизмі ұсынылған аллельдер мен генотиптері арасында ешқандай ассоциация табылған жоқ. Т аллелі сау адамдарға (36,3%) қарағанда ӨСОА (55,8%) бар науқастарда жиі кездеседі (p = 0,001). MDR1 C3435T полиморфизм генотиптерінің ӨСОА науқастарында таралуы бақылау тобындағы осы генотиптердің пайда болу жиілігінен айтарлықтай ерекшеленді (χ2 = 9,51, df = 2, p = 0,002).

Кесте 20 – MDR1 генінің полиморфизмі C3435Т генотиптерінің таралуының БД, ӨСОА, БДӨАС және бақылау топтарындағы Харди-Вайнберг тепе-теңдігіне сәйкестігі

	Зерттелетін топтар
	Генотиптер
	χ2
	p

	
	С/С
	С/Т
	Т/Т
	
	

	Бақылау тобы
	0.406
	0.462
	0.131
	2.224
	0.329

	ӨСОА
	0.195
	0.493
	0.311
	0.551
	0.760

	БД
	0.203
	0.495
	0.301
	2.21
	0.14

	БДӨАС
	0.205
	0.495
	0.300
	0.06
	0.8



Кесте 21 - Өкпенің созылмалы обструктивті ауруы бар науқастарда және бақылау тобында MDR1 C3435T полиморфизмінің аллельдері мен генотиптерінің таралуы

	Аллельдер, генотиптер
	ӨСОА
	Бақылау тобы
	χ2
	p
	OR

	
	n = 60
	n = 79
	
	
	мәні
	95% CI

	[bookmark: _Hlk54524044]Аллель С
	0.442
	0.637
	10.64
	0.001
	0.45
	0.28 – 0.73

	Аллель Т
	0.558
	0.363
	
	
	2.22
	1.37 – 3.61

	Генотип С/С
	0.167
	0.463
	9.51
	0.002
	0.23
	0.10 – 0.52

	Генотип Т/С
	0.550
	0.350
	
	
	2.27
	1.14 – 4.51

	Генотип Т/Т
	0.283
	0.187
	
	
	1.71
	0.774 – 3.79



Кесте 22– Бронх демікпесі бар науқастарда және бақылау тобында MDR1 C3435T полиморфизмінің аллельдері мен генотиптерінің таралуы

	Аллельдер, генотиптер
	БД
	Бақылау тобы
	χ2
	p
	OR

	
	n = 70
	n = 79
	
	
	мәні
	95% CI

	Аллель С
	0.586
	0.637
	1.76
	0.18
	1.52
	0.82 – 2.81

	Аллель Т
	0.414
	0.363
	
	
	0.66
	0.36 – 1.22

	Генотип С/С
	0.386
	0.463
	1.47
	0.23
	1.77
	0.60 – 5.19

	Генотип Т/С
	0.400
	0.350
	
	
	1.06
	0.44 – 2.53

	Генотип Т/Т
	0.214
	0.187
	
	
	0.64
	0.27 – 1.52





Кесте 23– БДӨАС бар науқастарда және бақылау тобында MDR1 C3435T полиморфизмінің аллельдері мен генотиптерінің таралуы

	Аллельдер, генотиптер
	БДӨАС
	Бақылау тобы
	χ2
	p
	OR

	
	n = 49
	n = 79
	
	
	мәні
	95% CI

	Аллель С
	0.452
	0.637
	1.67
	0.2
	1.53
	0.80 – 2.90

	Аллель Т
	0.548
	0.363
	
	
	0.66
	0.34 – 1.25

	Генотип С/С
	0.214
	0.463
	1.51
	0.22
	1.41
	0.45 – 4.42

	Генотип Т/С
	0.476
	0.350
	
	
	1.49
	0.61 – 3.67

	Генотип Т/Т
	0.310
	0.187
	
	
	0.53
	0.21 – 1.32



Қорытындылай келе, ADRB2 генінің Gln27Glu полиморфизмі бойынша өкпенің созылмалы обструктивті ауруы және бронх демікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті ауруының айқас синдромы науқастар тобында С/С генотипі, сәйкесінше, 58% және 53% жиілікте кездесті. Осы геннің Arg16Gly полифорфизмі бойынша бронх демікпесі науқастар тобында А/G генотипі жиі (51,4%) кездесті. MDR1 C3435T полиморфизмінің С/Т генотипі ӨСОА науқастар тобында жоғарғы жиілікте кездестірілді. 

3.5 Бронх демікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті аурулар типтеріндегі ADRB2 генінің полиморфты нұсқаларымен ассоциациясын бағалау
Бронх демікпесі науқастарындағы гаплотипті талдау барысында Arg16Gly/Gln27Gln гаплотип жиілігі бақылау тобындағы осы гаплотип жиіліктерінен едәуір басым екенін көрсетті (OR = 2,12, 95% CI = 0,87-5,16), сонымен қатар, Arg16Gly/Gln27Glu гаплотипі сау адамдарға қарағанда астматиктерде 2 есе жиі кездесетіні анықталды (OR = 2,25, 95% CI = 0,89–5,67) (кесте 24).

Кесте 24 - БД науқастары мен сау адамдардағы ADRB2 генінің полиморфты нұсқаларының (Arg16Gly және Gln27Glu) генотип комбинациясының жиілігі

	Полиморфты нұсқалардың комбинациясы
	БД, (%)
	Бақылау тобы, (%)
	OR
	95% CI

	Arg16Arg мен Gln27Gln
	9 (13.2)
	14 (22.6)
	0.52
	0.21-1.31

	Arg16Arg мен Gln27Glu
	3 (4.4)
	5 (8.1)
	0.53
	0.12-2.30

	Arg16Arg мен Glu27Glu
	1 (1.5)
	2 (3.2)
	0.45
	0.04-5.06

	Gly16Gly мен Gln27Gln
	4 (5.9)
	5 (8.1)
	0.71
	0.18-2.78

	Gly16Gly мен Gln27Glu
	8 (11.8)
	14 (22.6)
	0.46
	0.18-1.18

	Gly16Gly мен Glu27Glu
	7 (10.3)
	4 (6.5)
	1.66
	0.46-5.98

	Arg16Gly мен Gln27Gln
	18 (26.5)
	9 (14.5)
	2.12
	0.87-5.16

	Arg16Gly мен Gln27Glu
	17 (25.0)
	8 (12.9)
	2.25
	0.89-5.67

	Arg16Gly мен Glu27Glu
	1 (1.5)
	1 (1.6)
	0.91
	0.06-14.87


Кесте 25 көрсетілгендей, ӨСОА-мен ауыратын науқастар мен бақылау тобы арасында ADRB2 (Arg16Gly және Gln27Glu) генінің гаплотиптерінің жиіліктері арасында айтарлықтай айырмашылық табылған жоқ.

Кесте 25 – ӨСОА мен бақылау топтарындағы ADRB2 генінің (Arg16Gly и Gln27Glu) гаплотиптерінің таралуы (p> 0,05)

	полиморфизм комбинациясы
	ӨСОА, (%)
	Бақылау тобы, (%)
	OR
	95% CI

	Arg16Arg мен Gln27Gln
	13 (21.3)
	14 (22.6)
	0.93
	0.40-2.18

	Arg16Arg мен Gln27Glu
	4 (6.6)
	5 (8.1)
	0.80
	0.20-3.13

	Arg16Arg мен Glu27Glu
	1 (1.6)
	2 (3.2)
	0.50
	0.04-5.66

	Gly16Gly мен Gln27Gln
	9 (14.8)
	5 (8.1)
	1.97
	0.62-6.27

	Gly16Gly мен Gln27Glu
	10 (16.4)
	14 (22.6)
	0.67
	0.27-1.66

	Gly16Gly мен Glu27Glu
	2 (3.3)
	4 (6.5)
	0.49
	0.09-2.79

	Arg16Gly мен Gln27Gln
	12 (19.7)
	9 (14.5)
	1.44
	0.56-3.72

	Arg16Gly мен Gln27Glu
	10 (16.4)
	8 (12.9)
	1.32
	0.48-3.62

	Arg16Gly мен Glu27Glu
	0 (0)
	1 (1.6)
	N/A
	-



Аллельдер мен генотиптердің жиілігін статистикалық талдау барысында ADRB2 генінің Arg16Gly полиморфизмінің A аллелі мен AA генотипі бақыланбайтын демікпемен (p = 0,02) сенімді түрде байланысты екенін көрсетті. Яғни, бұл SNP аллелі БД науқастарының бақыланбайтын түрінде жоғары жиілікте кездесті (кесте 26).
Біз БД науқастарын қабынудың Th2 деңгейіне байланысты екі топқа бөлдік: Th2-жоғары және Th2 - төмен түрлері. Th2 - жоғары деңгейі қан плазмасында аллергеннің, аллергиялық анамнездің және жалпы IgE және IL-4 әсерінен туындаған атопия симптомдарының болуын көрсетті [109]. Біз аллельдер/генотиптер мен Th2 қабынуының әртүрлі деңгейлері бар науқастар арасында ешқандай маңызды байланыс таппадық, олар Th2 "жоғары" және Th2 "төмен" қабыну түрлерінің арасындағы айтарлықтай айырмашылықты көрсетті (кесте 26).

Кесте 26– БД-нің әртүрлі фенотиптеріндегі ADRB2 генінің Arg16Gly мен Gln27Glu полиморфизмінің генотиптері мен аллельдер жиілігі 

	БД фенотиптері
	Аллельдер 
	χ2
	p
	Генотиптері 
	χ2
	p

	
	A
	G
	
	
	AA
	AG
	GG
	
	

	Бақыланатын БД
	0.372
	0.628
	
5.17
	
0.02
	0.077
	0.590
	0.333
	
5.36
	
0.02

	Бақыланбайтын БД
	0.565
	0.435
	
	
	0.355
	0.419
	0.226
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	Жалғасы кесте 26

	Қабынудың Th2-жоғарғы типі 
	0.482
	0.518
	0.25
	0.62
	0.250
	0.464
	0.286
	0.26
	0.61

	Қабынудың Th2-төменгі типі
	0.439
	0.561
	
	
	0.171
	0.537
	0.293
	
	

	Gln27Glu

	
	C
	G
	χ2
	p
	CC
	CG
	GG
	χ2
	p

	Бақыланатын БД
	0.618
	0.382
	
1.77
	
0.18
	0.395
	0.447
	0.158
	

1.63
	

0.2

	Бақыланбайтын БД
	0.726
	0.274
	
	
	0.548
	0.355
	0.097
	
	

	Қабынудың Th2-жоғарғы типі 
	0.679
	0.321
	
0.29
	
0.59
	0.464
	0.429
	0.107
	
0.26
	
0.61

	Қабынудың Th2-төменгі типі
	0.634
	0.366
	
	
	0.439
	0.390
	0.171
	
	



ӨСОА науқастарында ADRB2 Arg16Gly полиморфизмінің G аллелі және GG генотипі C тобында (тиісінше 80,0% және 70,0%) В тобына (47,2% және 22,21%) қарағанда жиі кездеседі. ал ADRB2 Gln27Glu полиморфизмінің аллельдері мен генотиптері В және С топтары арасында айтарлықтай айырмашылықтарды көрсетпеді (кесте 27).

Кесте 27 – ӨСОА науқастарының B және C топтарындағы ADRB2 (Arg16Gly және Gln27Glu) генінің полиморфты нұсқаларының аллельдері мен генотиптерінің жиілігі 

	ӨСОА топтары 
	ADRB2 (Arg16Gly)

	
	Аллельдер 
	χ2
	p
	Генотиптер 
	χ2
	p

	
	A
	G
	
	
	AA
	AG
	GG
	
	

	B тобы
	0.528
	0.472
	5.17
	0.02
	0.278
	0.500
	0.222
	4.80
	0.03

	C  тобы
	0.200
	0.800
	
	
	0.100
	0.200
	0.700
	
	

	
	ADRB2 (Gln27Glu)

	
	Аллельдер
	χ2
	p
	Генотиптер
	χ2
	p

	
	C
	G
	
	
	CC
	CG
	GG
	
	

	B тобы
	0.804
	0.196
	
	
	0.652
	0.304
	0.04
	0.29
	0.59

	C тобы 
	0.750
	0.250
	
	
	0.571
	0.357
	0.714
	
	





3.6 Өкпенің созылмалы обструктивті ауруы және бронх демікпесі бар науқастардың қан плазмасындағы микроРНҚ экспрессия деңгейін панельдің көмегімен талдау
ӨСОА, БД науқас адамдар тобында және сау адамдарда MiRCURY LNA miRNome human PCR Panels платформасының көмегімен микроРНҚ экспрессиясының профилі анықталды. Науқастар тобы мен сау адамдардың қан плазмасының үлгілерінен бөлініп алынған еркін-айналмалы микроРНҚ-ды жаһандық орташа қалыпқа келтіру арқылы есепке алынды. Барлығы 720 микроРНҚ сыналған болатын, оның ішінде ӨСОА науқастарында 103 еркін-айналмалы микроРНҚ экспрессиясы және БД науқастар тобында 5 еркін-айналмалы микроРНҚ экспрессиясы жоғарылады. Екі науқастар тобын бақылаумен салыстырғанда, 11 микроРНҚ экспрессия деңгейі жоғары болды. ӨСОА мен БД аурулар топтарында, сәйкесінше, 76 және 25 еркін-айналмалы микроРНҚ экспрессиясының деңгейі төмен екендігі байқалды. Тек қана бір микроРНҚ (hsa-miR-139-3p) екі топта да төмен көрсеткішті көрсетті (сурет 8, 9) . 

[image: ] 

Сурет 8 – Панельдік талдау әдісі арқылы алынған ӨСОА және бақылау тобындағы қан плазмасындағы микроРНҚ экспрессиясының салыстырмалы деңгейі (р<0,05)

[image: ]
Сурет 9 – Панельдік талдау әдісі арқылы алынған БД және бақылау тобындағы қан плазмасындағы микроРНҚ экспрессиясының салыстырмалы деңгейі (р<0,05)

3.7 Бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың айқас синдромы науқастары мен бақылау тобындағы еркін-айналмалы hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320c экспрессия деңгейін талдау 
Әрі қарай зерттеу жұмыстарын бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың айқас синдромы науқастар тобының қан плазмасындағы еркін-айналмалы микроРНҚ экспрессиясын талдау үшін үш микроРНҚ таңдалынып алынды: hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p и hsa-miR-320c. Себебі, панельдік талдау нәтижелері бойынша таңдалынып алынған 3 микроРНҚ биоинформатикалық деректер (targetscan, mirbase, miRanda) көзі бойынша қабыну процесіне қатысатын гендер осы микроРНҚ-дың нысанасы болып табылатындығы анықталды. 
10 суретте көрсетілгендей, ӨСОА науқастар тобының қан плазмасында еркін-айналмалы hsa-miR-19b-3p деңгейі бақылау тобымен салыстырғанда, 2,6 есе жоғарлағаны байқалды (p<0.0001). БД және БДӨАС науқастар тобындағы қан плазмасында hsa-miR-19b-3p экспрессия деңгейі сау адамдардан қарағанда, сәйкесінше, 1,3 (p<0.0001) пен 2 есеге (р=0,0021) төмендеген. 
БД, ӨСОА және БДӨАС аурулар тобының қан плазмасында еркін-айналмалы hsa-miR-19b-3p экспрессия мөлшерінің салыстырмалы талдауы көрсеткендей, БД мен ӨСОА науқастар тобы арасында осы микроРНҚ экспрессиясының сенімді айырмашылығы байқалды (p<0.0001) (сурет 11).
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Сурет 10 - БД (1) (****р <0.0001), ӨСОА (2) (****р <0.0001) және БДӨАС (3) (**р=0,0021) науқастарының қан плазмасындағы hsa-miR-19b-3p экспрессиясының салыстырмалы деңгейі
[image: ]

Сурет 11 -БД, ӨСОА және БДӨАС (****p<0.0001) науқастарының қан плазмасындағы hsa-miR-19b-3p экспрессиясының салыстырмалы деңгейі

БД, ӨСОА және БДӨАС бар науқастардың қан плазмасындағы hsa-miR-125b-5p концентрациясын талдау оның БА және ӨСОА топтарындағы, БДӨАС және ӨСОА (p<0.0001) топтарындағы сандық айырмашылықтарды анықталды (сурет 12).

[image: ]

Сурет 12 - БД, ӨСОА және БДӨАС (****p<0.0001) науқастарының қан плазмасындағы hsa-miR-125b-5p экспрессиясының салыстырмалы деңгейі

ӨСОА-мен ауыратын науқастарда қан плазмасында еркін айналатын hsa-miR-125b-5p деңгейі бақылау тобымен салыстырғанда 1,4 есе төмен болды (p<0.0001) (сурет 13 (2)). БД және БДӨАС науқастарында бақылау тобымен салыстырғанда, тиісінше, hsa-miR-125b-5pэкспрессиясының 27 есе (p=0.009) және 1,2 есе (p<0.0001) жоғарылауы байқалды.
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Сурет 13 – БД (1) (**p=0.009), ӨСОА (2) (****p<0.0001) және БДӨАС (3) (****p<0.0001) науқастарының қан плазмасындағы hsa-miR-125b-5p экспрессиясының салыстырмалы деңгейі
БД, ӨСОА және БДӨАС науқастардың қан плазмасындағы hsa-miR-320c концентрациясын талдау барысында, БД мен ӨСОА, БДӨАС мен БД топтарында еркін-айналмалы hsa-miR-320c деңгейінің айырмашылықтары анықталды (**p=0.0014, ****p<0.0001) (сурет 14).
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Сурет 14 - БД, ӨСОА және БДӨАС (**p=0.0014, ****p<0.0001) науқастарының қан плазмасындағы еркін-айналмалы hsa-miR-320c экспрессиясының салыстырмалы деңгейі

Еркін-айналмалы hsa-miR-320c экспрессиясының салыстырмалы деңгейінің алынған нәтижелеріне сәйкес, БД науқастар тобында бақылау тобымен салыстырғанда осы микроРНҚ экспрессиясы 25 есеге төмендегені анықталды (p<0.0001) (сурет 15 (1)).
ӨСОА мен БДӨАС диагнозы анықталған топтарда сау адамдармен салыстырғанда қан плазмадағы еркін-айналмалы hsa-miR-320c деңгейі айтарлықтай жоғары екендігі анықталды ( сәйкесінше, p=0.0024 и p=0.0018,) (сурет 15 (2,3)).
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Сурет 15 - БД (1) (****p <0.0001), ӨСОА (2) (**р=0.0024) және БДӨАС (3) (*p=0.0018)науқастардың қан плазмасындағы еркін-айналмалы hsa-miR-320c экспрессиясының салыстырмалы деңгейі
Сондай-ақ, бронх-өкпе аурулары бар науқастарды сау адамдардан ажыратуда үш микроРНҚ-ның диагностикалық құндылығын бағалау үшін ROC қисығын талданды. ROC қисығының талдау нәтижелері көрсеткендей, hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320c бронх-өкпе аурулары бар науқастарды сау адамдардан ажырату үшін құнды биомаркерлер бола алады.
МикроРНҚ-ны диагностикалық маркер ретінде бағалау үшін ROC қисығы құралы қолданылды. Бұл ауру жағдайларын қалыпты жағдайдан ажыратуға мүмкіндік береді, қабылдағыштың жұмыс сипаттамаларының қисығын (ROC- receiver operating characteristic) талдау арқылы бағаланады. ROC (AUC) қисығының астындағы аймақ (AUCROC- area under the receiver operating characteristics)- бұл параметр екі диагностикалық топты (ауру / қалыпты жағдайды) қаншалықты жақсы ажырата алатындығын өлшеуге арналған.
AUROC hsa-miR-19b-3p қисығы, сәйкесінше, ӨСОА және БДӨАС пациенттерінде 0.771 (95% CI, 0,634-тен 0,876-ға дейін, p <0,001) және 0.789 (95% CI, 0,684-тен 0,872-ге дейін, P <0,001) құрады. Ал еркін-айналмалы hsa-miR-19b-3p үшін БД пациенттерінде бақылаумен салыстырғанда AUROC мәні жоғары көрсеткішті, яғни 0,824 (95% CI, 0,710-0,907; р <0,001) тең болды (19-сурет). hsa-miR-19b-3p үшін болжамды айқындылық ӨСОА науқастар тобында 80% сезімтадықты және 78% арнайылықты, БД тобында сезімталдық 80% және арнайылық 81% және БДӨАС пациенттерінде сезімталдық 77% және 86% арнайылықты көрсетті (сурет 16).
БД және ӨСОА диагнозы бар пациенттерде AUROC қисығы еркін-айналмалы hsa-125b-5p үшін, сәйкесінше 0,746 (95% CI, 0,626-0,844, p <0,001) және 0.807 (95% CI, 0,684 - 0,872, p <0,001) көрсетті. Осы микроРНҚ үшін ең жоғары ROC қисығының мәні 0.825 БДӨАС пациенттерінен табылды (95% CI, 0.691-ден 0.918-ге дейін; p<0.001)) (сурет 18). hsa-miR-125b-5p үшін болжамдық айқындылық ӨСОА науқастар тобында сезімталдық 90% және арнайылық 76%, БД тобы үшін сезімталдық 79% және арнайылық 85% және БДӨАС науқастарында  сезімталдық 85% және арнайылық 85% көрсетті (сурет 17).
AUROC қисығы еркін-айналмалы hsa-miR-320с сәйкесінше БД және БДӨАС науқастарында 0.780 (95% CI, 0,554-тен 0,866-ға дейін, p <0,001) және 0.724 (95% CI, 0,781-ден 0,975-ке дейін, P <0,001) құрады. ӨСОА науқастарында hsa-miR-320с үшін ең жоғары AUROC көрсеткіші 0,855 (95% CI, 0,537-ден 0,803-ке дейін; p <0,001) тең болды (сурет 19). hsa-miR-320с үшін болжамдық айқындылық ӨСОА пациенттерінде сезімталдық пен арнайылық 81% бен 78%, БД науқастары үшін 78% бен 81%, ал БДӨАС науқастарында сезімталдық 78% арнайылық 84% көрсетті (сурет 18).
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Сурет 16 - БД, ӨСОА және БДӨАС науқастарының қан плазмасындағы hsa-miR-19b-3p деңгейін анықтауға арналған ROC қисығы
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Сурет 17- БД, ӨСОА және БДӨАС науқастарының қан плазмасындағы hsa-miR-125b-5p деңгейін анықтауға арналған ROC қисығы
[image: ]1)
[image: ]2)
[image: ]3)
Сурет 18 - БД, ӨСОА және БДӨАС науқастарының қан плазмасындағы hsa-miR-320с деңгейін анықтауға арналған ROC қисығы

Осылайша, БД, ӨСОА мен БДӨАС және сау адамдардың қан плазмасында еркін-айналмалы hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320c экспрессиясының деңгейлері арасындағы сенімді айырмашылықтар бронх-өкпе ауруларының дамуына қатысатынын және ӨСОА, БДӨАС және БД дифференциалды диагнозының белгілері ретінде қарастырылуы мүмкін екендігін көрсетеді.

3.8 Бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар науқастар тобы және олардың типтеріндегі hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320c экспрессиясының профильдерін талдау
Біз БД науқастар тобын Th2 қабыну деңгейіне байланысты екі топқа бөлдік: Th2 - жоғары және Th2 - төмен типтері. Th2 - жоғары деңгейі қан плазмасында аллергеннің, аллергиялық анамнездің және жалпы IgE және IL-4 деңгейлері әсерінен туындаған атопиялық симптомдардың болуын көрсетеді [109]. Алынған нәтижелерге сәйкес, hsa-miR-19b-3p экспрессиясының деңгейі қабынудың Тһ2 жоғары типімен ауыратын науқастарда бақылаумен салыстырғанда 10 есеге төмендеді (p <0,0001), ал қабынудың ТҺ2 төмен типіндегі науқастарда бақылау тобымен салыстырғанда бірдей (p = 0,0020) көрсеткішті көрсетті.
hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320c профилін талдау барысында, қабынудың  Тһ2 төмен және Тһ2 жоғары эндотиптері сау адамдармен салыстырғанда статистикалық сенімді айырмашылықтарды көрсетпеді (p>0,05) (кесте 28). Қабынудың  Тһ2 төмен және Тһ2 жоғары эндотиптері арасында еркін-айналмалы hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320с экспрессия деңгейіндегі статистикалық сенімді нәтижелер байқалды тиісінше, P=0,0016 және P=0,0033 (сурет 19). 
Темекі шегу ӨСОА тудыратын факторлардың бірі болып табылады. Темекі шегуді тоқтатқаннан кейін де ӨСОА қабыну процестері әлі де жалғасады [110].

Кесте 28-БД науқастарындағы және олардың типтеріндегі hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320c экспрессиясының салыстырмалы деңгейі

	Топтар
	hsa-miR-19b-3p экспрессия деңгейінің айырмашылығы
	hsa-miR-125b-5p экспрессия деңгейінің айырмашылығы
	hsa-miR-320c экспрессия деңгейінің айырмашылығы

	Бақылау
	1 (0,72-1,38)
	1(0,581-1,72)
	1(0,57-1,74)

	Қабынудың Th2-жоғарғы типі
	0.1 ( 1,06-2,84)
	0,16 ( 1,06-2,8)
	0.06 (2,43-5,99)

	Қабынудың Th2-төменгі типі
	1.08 (0,28-0,75)
	28,77 (2,7-4,8)
	0.47 (0,63-1,58)
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Сурет 19 - Қабынудың ТҺ2-жоғарғы және төменгі эндотиптері бар науқастардың қан плазмасындағы hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320с экспрессиясының салыстырмалы деңгейі **р=0.0033 және *p = 0.0016 (А-қабынудың Тһ2 жоғарғы эндотипі, В-қабынудың Тһ2 төменгі эндотипі)

hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320с экспрессия деңгейінің өзгеруін бағалау үшін ӨСОА темекі шегу жағдайына байланысты пациенттер 3 топқа бөлінді: темекі шегушілер, бұрыңғы темекі шегушілер және темекі шекпейтіндер. Бақылау тобынан темекі шегетін сау адамдар алынып тасталды. ӨСОА кезінде темекі шегушілерде hsa-miR-19b-3p экспрессия деңгейі бақылау тобымен салыстырғанда 3 есеге төмендеді (р=0,0030). hsa-miR-320с экспрессиясының салыстырмалы деңгейі ӨСОА темекі шегушілерінде сау адамдармен салыстырғанда өзгеріссіз қалды (p=0,0016).
"Бұрыңғы темекі шегушілер" тобында hsa-miR-125b-5p профильдері бақылаумен салыстырғанда 10 есеге азайды (р=0,0016). hsa-miR-125b-5p экспрессиясының деңгейі темекі шекпейтін және бұрыңғы темекі шегушілер (р<0.0001) және/немесе темекі шекпейтін және темекі шегетіндер (р<0.0001) және/немесе темекі шегетіндер және бұрынғы темекі шегушілер (р=0.0002) топтары арасында сенімді маңызды айырмашылық байқалды (сурет 20).
Топтар арасындағы (темекі шегушілер, бұрыңғы темекі шегушілер және темекі шекпейтіндер) темекі шегу мәртебесіне байланысты hsa-miR-19b-3p және hsa-miR-320c экспрессия деңгейінде статистикалық тұрғыдан сенімді айырмашылық анықталған жоқ.
ӨСОА мен сау адамдардың екі тобындағы hsa-miR-125b-5p экспрессия деңгейінің арасындағы сенімді айырмашылық созылмалы қабыну процестерінің дамуымен байланысты екенін көрсетеді. Демек, бұл микроРНҚ ӨСОА патогенезінде маңызды рөл атқарады деп қорытынды жасауға болады.
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Сурет 20 - ӨСОА науқастар тобындағы темекі шегу статусына байланысты қан плазмасындағы hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320с экспрессиясының салыстырмалы деңгейі (А - темекі шекпейтін науқастар , В - бұрыңғы темекі шегушілер, С- темекі шегетін науқастар)

3.9 Бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың айқас синдромы науқастарының иммундық статусы 
БД, ӨСОА және БДӨАС бар науқастар тобы мен бақылау тобында қан плазмасындағы цитокиндердің IL-4, IL-6 және TNF-α деңгейлері анықталып, науқастар топтары мен бақылау тобындағы (р <0,05) арасындағы сенімді айырмашылықтарды көрсетті (сурет 21). IL-4 бақылау тобымен салыстырғанда ӨСОА бар науқастарда 21 есе жоғары болды. Ал бронх демікпесімен ауыратын науқастардың қан плазмасында 14 пг/мл, БДӨАС науқастарының қан плазмасында 6,2 пг/мл құрады, ол бақылау тобынан қарағанда, тиісінше, 4,6 есе және 2 есе жоғары екендігі анықталды. Сонымен қатар, ӨСОА-мен ауыратын науқастардың қан плазмасындағы TNF-α цитокин деңгейін сау адамдармен салыстыру кезінде 11 есе жоғарылап, сенімді айырмашылықтар алынды. Науқастар мен бақылау топтары арасында қан плазмасындағы ɣ-INF концентрациясының сенімді айырмашылықтары болған жоқ. ӨСОА бар науқастарда IL-6 деңгейінің бақылаумен салыстырғанда 1,45 есе жоғарлағанын байқауға болады. БД мен БДӨАС тобындағы науқастардың қан плазмасындағы IL-6 концентрациясы 12 және 11 есе төмендеді.  
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Сурет 21 - БД, СОӨА және БДӨАС бар науқастардың қан плазмасындағы цитокиндердің концентрациясы

Бронх демікпесі науқастарының қан плазмасындағы IgЕ концентрациясы 117,6 пг/мл көрсеткішін көрсетсе, өкпенің созылмалы обструктивті аурулары науқастарының қан плазмасындағы IgЕ концентрациясы 60,7 пг/мл құрап, оларды бақылау тобымен салыстырғанда оның деңгейінің 2,87 және 1,5 есе жоғары екендігі анықталды. Екі аурудың бірлескен синдромы айқындалған науқастар тобында IgЕ деңгейі бақылаумен салыстырғанда 2,3 есе өскені анықталды (сурет 22). 
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Сурет 22 - БД, ӨСОА, БДӨАС науқастары мен бақылау тобындағы қан плазмасындағы жалпы иммуноглобулин Е көрсеткіштері

Қан плазмасындағы TSLP құрамы иммуноферменттік талдау әдісі көмегімен зерттелді. Біздің зерттеу нәтижелеріміз БД, ӨСОА, БДӨАС және бақылау тобы арасындағы қан плазмасындағы TSLP деңгейінің сенімді айырмашылығын таппады (сурет 23). 
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Сурет 23 - БД, ӨСОА, БДӨАС науқастары мен бақылау тобындағы адамдардың қан плазмасындағы TSLP деңгейі

БД науқастарында IL-4 пен TSLP (p<0,05) деңгейлері арасында айтарлықтай корреляция анықталды. Қан плазмасында TSLP мәні жоғары болған науқастардағы IgE деңгейі TSLP көрсеткіштері төмен болған науқастарға қарағанда жоғары IgE мәні 4 есе жоғары екендігі анықталды.
Сонымен қатар, бұл топта аллергопатологияда, поллинозда және тамақ аллергиясында ауыр тұқым қуалайтын бейімділік жиі кездеседі.
Екінші топта, TSLP мәні төмен болған БД науқастар тобында, көбінесе, артериялық гипертензия, анемия, өкпенің созылмалы обструктивті ауруы, аллергиялық дерматит және эпидермальды аллергиямен диагноздарымен біріктіріледі, Оларда жиі тұншығу, тыныс алудың қысқаруы, тыныс алудың қиындауы және жөтел түріндегі аурудың айқын клиникалық белгілері байқалды.
Сондай-ақ, біз БДӨАС-мен ауыратын науқастардың қан плазмасындағы IL-4 және IgE концентрациясын TSLP көрсеткішіне тәуелділігін бағаладық. Біздің зерттеуіміздің нәтижелері IL-4 деңгейі 1,1 пг/мл құрағанын және бақылау тобындағы осы цитокиннің көрсеткіштерінен сенімді түрде ерекшеленбегенін көрсетті. БДӨАС бар науқастардағы IgE көрсеткіштері 93,8 пг/мл құрады және қан плазмасындағы осы IgE үшін шекті рұқсат етілген мәндерден асып түсті, сондай-ақ бақылау тобынан айтарлықтай ерекшеленді (40,9 пг/мл). БДӨАС-мен ауыратын науқастардағы TSLP көрсеткіштері INF-ɣ деңгейімен қан плазмасындағы кері корреляция байқалды. Сонымен қатар, TSLP деңгейі IgE - мен әлсіз теріс корреляция, ал TNF-α-мен әлсіз оң корреляция, ал IL-4 және IL-6 мөлшерімен өте әлсіз корреляция анықталды. БДӨАС науқастарындағы TSLP деңгейі мен САТ-тест мәндері (COPD Assessment Test), темекі шегу индексі және дене салмағының индексі арасында әлсіз теріс корреляция анықталды. TSLP деңгейі ентігу дәрежесімен (mMRС) жоғары теріс корреляциясы табылды.
БДӨАС-ның БД белгілері және ӨСОА белгілері басым кездесетін науқастар арасында TSLP салыстырмалы көрсеткіші салыстырылды, әртүрлі зерттеліп жатқан топтар арасында ешқандай сенімді айырмашылық табылмады (сурет 24).
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Сурет 24 - БДӨАС науқас топтарындағы қан плазмасындағы TSLP мәні

3.10 ӨСОА науқастар тобындағы ADRB2 және MDR1 гендер полиморфизмінің цитокиндерге тәуелділігін анықтау
ӨСОА науқастарында ADRB2 генінің Arg16Gly полиморфизмінде AG мен AA генотиптеріне қарағанда, GG (p=0,04) генотипін тасымалдаушылардың қан плазмасында IL-4 деңгейі едәуір жоғары екендігі байқалды. MDR1 C3435T полиморфизмінің СС генотипі кездесетін ӨСОА науқастарында IL-6 концентрациясы 5,15 пг/мл құрады. Бұл басқа генотиптерден қарағанда жоғарғы концентрацияны көрсетті (кесте 29). 
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3.11 Бронх демікпесі, өкпенің созылмалы обструктивті аурулар және олардың айқас синдромы науқастарының қан плазмасындағы еркін-айналмалы микроРНҚ экспрессиясының салыстырмалы деңгейі мен цитокиндердің көрсеткішіне тәуелділігін талдау
Қан плазмасының еркін-айналмалы микроРНҚ-ды өкпенің қатерлі ісігі мен қан қатерлі ісігін ерте диагностикалаудың биомаркері ретінде қолданудың артықшылықтары көрсетілгені белгілі. Болжамды маркерлер тиісті фенотиптерді сәйкестендіру үшін пайдаланылатын сезімталдыққа, арнайылыққа және жоғарылауға/төмендетуге анықталатын бейімділікке ие болуы тиіс.
БД және ӨСОА негізіндегі тыныс жолдарының қабынуы цитокиндер арқылы реттеледі. БД-нің T-хелперлі клетканың 2 типі процесте шешуші рөл атқарады.
БД-нің қабынудың Th2-төменгі эндотипінде IL- 4 (r=0.550) мен hsa-miR-320с (p=0.0131 95%, CI 0.126-дан 0.772-ге дейін) деңгейлері және IgE (r=0.528) мен hsa-miR-320с (p=0.0114 95%, CI 0.134-тен 0.766-ға дейін) мәндері арасындағы оң корреляция табылды (сурет 25,26).
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Сурет 25 - БД науқастардың қан плазмасындағы hsa-miR-320с экспрессия деңгейі мен IL-4 деңгейі арасындағы корреляциясы (р=0,0131)

Сондай-ақ, БДӨАС (р=0,00233 95%, CI 0,108-ден 0,873-ке дейін) науқастарда hsa-miR-320с экспрессия деңгейі мен IgE (r=0.622) көрсеткіші арасындағы сенімді оң корреляция анықталды (сурет 27).
БДӨАС науқастар тобының қан плазмасындағы TSLP деңгейі мен hsa-miR-19b-3p (r=0.618) (p=0.00426 95%,CI 0.291-ден 0.889-ға дейін) (сурет 28) экспрессия деңгейі арасындағы сенімді оң корреляция анықталды.
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Сурет 26 - БД пациенттерінің қан плазмасындағы hsa-miR-320c экспрессия деңгейі мен IgE көрсеткіші арасындағы корреляция (р=0,0079)
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Сурет 27 - БДӨАС пациенттерінің қан плазмасындағы hsa-miR-320c экспрессия деңгейі мен IgE деңгейі арасындағы корреляция (р=0,0079)
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Сурет 28 -БДӨАС пациенттерінің қан плазмасындағы hsa-miR-19b-3p экспрессия деңгейі мен TSLP деңгейі арасындағы rорреляция (р=0,0079)

Еркін-айналмалы экспрессиясының БД, ӨСОА, БДӨАС диагнозы қойылған науқастардың жасы мен жынысы, клиникалық-зертханалық көрсеткіштер, қан плазмасындағы иммуноглобулин Е құрамы және спирометриялық көрсеткіштер сияқты популяцияның негізгі параметрлеріне корреляциялық тәуелділігі анықталған жоқ.
БД, ӨСОА, БДӨАС науқастарында еркін-айналмалы hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p экспрессиясы мен науқастардың жасы, жынысы, спирометриялық көрсеткіштер, цитокиндер бейіні, иммуноглобулин Е, аурулар ағымы және алынған терапия сияқты популяцияның негізгі параметрлеріне корреляциялық тәуелділігі анықталған жоқ.
БД, ӨСОА, БДӨАС науқастарындағы hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-125b-5p және hsa-miR-320c экспрессиясын талдау барысында қан плазмасындағы IL-6 және TNF-α құрамы мен еркін айналмалы микроРНҚ деңгейлерінің айтарлықтай арақатынасы табылмады.








АЛЫНҒАН НӘТИЖЕЛЕРДІ ТАЛҚЫЛАУ
БД және ӨСОА - бұл бронх-өкпе аурулары, олар өздерінің негізгі патофизиологиялық механизмдерімен ерекшеленеді. Соңғы жылдары бұл аурулар гендердің экспрессиясы мен сигналдың трансдукциясындағы жалпы өзгерістерді анықталды, бұл бір -біріне сәйкес келетін желілер мен жалпы патогенетикалық жолдардың болуын көрсетеді [111]. БД мен ӨСОА негізінде жатқан жалпы патофизиологиялық механизмдерді тереңірек түсіну екі ауруда да тиімді жаңа емдеу стратегияларын жасауға көмектеседі.
Бронх-өкпе ауруларының генетикасы мен эпигенетикасын зерттеудегі молекула-биологиялық зерттеу технологияларының жетілгеніне қарамастан, БД, ӨСОА және БДӨАС генетикалық және иммундық механизмдердің бір-бірімен байланысы түсініксіз болып қала бермек. БД, ӨСОА және БДӨАС өршуі, көбінесе, науқастардың жағдайы мен өмір сапасының нашарлауының себебінен, өлімге әкелуі мүмкін. Өлім жиілігін, аурудың ауырлығын және өкпе функциясының бұзылуын азайту үшін ауруды ерте диагностикалау және пациенттердің әрқайсысына жеке емдеу жүргізу маңызды. 
Біздің зерттеуімізде ADRB2 мен MDR1 гендер полиморфизмдері қазақстандық популяциясындағы БД мен ӨСОА науқастарымен ассоцацияланатындығы анықталды[112,113].
β-агонистер- БД, ӨСОА және БДӨАС емдеуде жиі қолданылатын агенттер [52]. Көптеген зерттеулерде ADRB2 гені бронходилататорларға жауап беруімен байланысты қауіп факторы ретінде зерттелгенімен [61, 114-117], популяциялардағы бронх-өкпе ауруларына сезімталдығы әлі күнге дейін белгісіз. Алдыңғы зерттеу нәтижелері бойынша БД дамуы кезінде ADRB2 генінің Arg16Gly және Gln27Glu ген полиморфизмдерінің диплотиптерінің әртүрлі популяциялар мен этникалық топтар арасында генотиптерінің таралу жиілігіне байланысты болуы мүмкін [53, 118]. Біздің зерттеуімізде анықталған Arg16Gly аллельдерінің жиіліктері Американың (аллель A - 0,45 және аллель G - 0,54) және Оңтүстік Азияның (аллель A - 0,44 және аллель G-0,54) аллельдерінің жиіліктеріне сәйкес келді, ал Gln27Glu полиморфизм аллельдерінің жиіліктері еуропалық популяциялардағы аллель жиіліктеріне жақын мәндерді көрсетті (аллель C - 0,59 және аллель G - 0,41) [www.ensembl.org].
Біз аллель жиіліктері мен ADRB2 Arg16Gly және Gln27Glu полиморфизмдерінің генотиптері арасында БД аурулары мен сау адамдарда байланыс таппадық (кесте 13, 17). Көптеген популяцияларда осы SNPs және БД арасындағы ассоциацияның болмауы [119] бұл полиморфизмдер демікпе патогенезіне нашар қатысатынын көрсетеді. Migita et al. [120] Arg16Gly және Gln27Glu полиморфизмінің БД-не бейімділікке айтарлықтай үлесін таппады. Жақында Zhang және әріптестер жүргізген мета-талдауында [121] БД және ADRB2 генінің полиморфты нұсқалары арасындағы генетикалық байланыстарды таппады.
Мета-талдаулар ADRB2 генінің Arg16Gly және Gln27Glu полиморфизмдерінің оң ассоциациясын көрсетті, олар БД сезімтал және көбінесе балалар популяцияларында және жастарда емделуге жауап береді, генетикалық компоненттің жас кезіндегі ауру мен емдік реакцияларға айтарлықтай үлесін көрсетеді [120,122].
Біздің зерттеуімізде Arg16 аллель мен Arg16Arg генотипінің бақыланбайтын БД-мен байланысы анықталды. (кесте 26). Rebordosa et al зерттеуінде [56] құрамында еуропалық тектес БД бар науқастар Arg полиморфизмі Arg16Gly ADRB2 аллелінің тасымалдаушылары бар науқастарда бақыланбайтын аурудың жоғарылау қаупін анықтады. Almomani et al. [123] сондай-ақ, Arg полиморфизм аллелі Arg16Gly араб популяциясындағы бақыланбайтын БД аурулары арасында жиі кездесетіні анықталды.
Қазіргі уақытта БД генотиптері мен фенотиптерін зерттеу әсіресе өзекті [124,125]. Оларды анықтау генетикалық және молекулалық маркерлердің көмегімен жүзеге асырылады [126]. БД-мен ауыратын науқастардың егжей-тегжейлі сипаттамасы аурудың патогенезін жақсы түсінуге, ең оңтайлы терапиялық тәсілдерді таңдауға, емдеу тиімділігін бақылауға және аурудың өршу қаупін бағалауға ықпал етеді. ADRB2 Arg16Gly және Gln27Glu генінің полиморфизмдері БД аралық фенотиптерімен байланысты көрсетті: түнгі, ауыр, бақыланбайтын, терапияға төзімді және атопиялық БД [57]. Ең жиі кездесетін БД эндотипі- қабынудың Th2 типі [127]. Біздің зерттеуімізде ADRB2 генінің полиморфизмдерінің (Arg16Gly және Gln27Glu) БД науқастарындағы қабынудың Th2-жоғары және Th2-төмен типтерімен байланысы табылған жоқ (кесте 26).
Әр түрлі популяциялардағы ADRB2 генінің полиморфизмін анықтаудың қарама-қайшылықты нәтижелеріне қарамастан, полиморфты нұсқаларды зерттеу БД-мен ауыратын науқастардың генетикалық сипаттамаларына негізделген диагностикалық және терапевтік стратегияларды жасауға жаңа мүмкіндіктер ашады.
MDR1 немесе ABCB1 гені дәрі-дәрмектер мен ксенобиотиктердің кең спектрінен жасушалық қорғауды қамтамасыз ететін p-гликопротеинді (P-gp) шығаратын тасымалдағышты кодтайды [62]. Адамда ABC тасымалдаушыларының 7 класы табылды (ABC-тен ABCG-ге дейін). Олардың қызметі цАМФ деңгейін реттеумен, антиоксиданттық реакциялармен, хлоридтер секрециясымен және липидтер тасымалымен байланысты [64]. Тыныс алу эпителийіндегі MDR1 экспрессиясы тыныс алу жолдарының деңгейіне, темекі түтінінің әсеріне және тыныс алу органдарының ауруларына байланысты төмен деңгейден орташа деңгейге дейін өзгереді [128]. ABC тасымалдаушылары ксенобиотиктерді, иондарды, цитокиндерді, липидтерді, дәрі-дәрмектерді жасуша мембранасы арқылы өткізеді [129]. Тыныс алу жолдарындағы эпителий жасушаларының әрекет етуі темекі түтіні, ауаны ластаушы заттар, аллергендер және микроорганизмдер әсеріне жауабымен байланысты. MDR1 химиялық құрылымы мен молекулалық массасы бойынша ерекшеленетін молекулаларды жасушалардан шығару қабілетіне ие. Бұл жасушадағы улы қосылыстардың концентрациясының төмендеуіне әкеледі, осылайша ДНҚ зақымдануын, улы қосылыстардың секрециясын, апоптозды және иммундық реакцияны жанама түрде азайтады [62]. 
ӨСОА дамуына MDR1 генінің қатысуы популяцияның генетикалық гетерогенділігіне айтарлықтай әсер етеді. Li және т.б. [130] MDR1 С3435Т полиморфизміндегі Т аллелінің жиілігі қытай ұйғырларында (52,8%) Хань провинциясындағы қытайлар (37,9%) мен қытай қазақтарынан (39,8%) қарағанда осы аллельдің таралу жиілігі едәуір жоғары екенін анықтады. Біздің зерттеуімізде қазақстандық сау адамдарда MDR1 T аллелінің жиілігі 36,3% - ды құрап, азиялықтар (27,8%) мен кавказдықтар (49,4%) арасындағы аралық орынды иеленді [131, 132] (кесте 22).
Ғылыми әдебиеттердегі MDR1 C3435T полиморфизмінің ӨСОА дамуындағы рөлі туралы ақпарат шектеулі. Түрік популяциясында осы полиморфизм мен ӨСОА арасында оң байланыс табылды. Бұл зерттеуде аллельдердің жиілігі (C-42,6%, T-57,4%) және генотиптер (CC-17,0%, CT-51,1%, TT-31,9%) [133] біздің нәтижелерімізге жақын болды (C-42,2%, T-55,8%, CC-16,7%, CT-55,0%, TT-28,3%) (кесте 21).
Соңғы зерттеулер көрсеткендей, MDR1 әртүрлі иммундық жасушаларда маңызды, онда ол әртүрлі функционалды белсенділікке ие және көптеген жасушалық процестерге қатысады. Т лимфоциттерде цитокиндердің (IL-2, IL-4 және γ-INF) секрециясы MDR1 көмегімен реттелетіндігі анықталды [129]. Сондай-ақ, IL-2 және γ-INF өнімдері тышқандар жасушаларында MDR1a  генінің экспрессиясын қажет етпей, өзгеретіні анықталды [134]. Біз MDR1 C3435T полиморфизмінің ӨСОА-мен ауыратын науқастардың қан плазмасындағы IL-6 деңгейінің жоғарылауымен байланысын анықтадық (кесте 29).
Қысқа және ұзақ әсер ететін Бета-2 агонистері (SABA және LABA, сәйкесінше) пациенттерге ӨСОА емдеу үшін жиі ұсынылады. ADRB2 геніндегі полиморфизмдер, соның ішінде Arg16Gly және Gln27Glu, адренергиялық агонистерге терапевтік жауапты өзгерте алады және ӨСОА қаупін арттыруға ықпал етеді [10]. Nielsen мен әріптестердің мета-талдауы [119] барысында Аrg16Gly және Gln27Glu ADRB2 генінің ӨСОА-ға бейімділігі бар полиморфизмінің сенімді түрде байланысатындығын және бета-2 агонистерінің еміне жауап бермейтіндігін анықтады. Біздің зерттеуімізде бұл бір нуклеотидті полиморфизммен ӨСОА арасындағы байланыс табылған жоқ. Алайда, қан плазмасындағы цитокиндердің құрамын зерттеу Arg16Gly полиморфизмінің IL-4 деңгейімен байланысын көрсетті және бұл SNP ӨСОА пациенттеріндегі С категориясында жиі кездеседі.
Біз бронх демікпесі және өкпенің созылмалы обструктивті аурулары пациенттерінің қан плазмасындағы микроРНҚ профильдерін панельдік талдау арқылы 720 микроРНҚ-ң салыстырмалы экспрессия деңгейін анықтадық. Сынақтан өткен 103 микроРНҚ ӨСОА пациенттерінде және БД пациенттерінде 5 микроРНҚ жоғарылағанын анықтадық. 11 микроРНҚ экспрессиясының жоғары деңгейі бақылаумен салыстырғанда екі топта да табылды (сурет 8, 9). ӨСОА және БД пациенттерінде 76 және 25 микроРНҚ экспрессия деңгейі төмендеді. Пациенттердің екі тобында тек 1 микроРНҚ төмендеді.
Соңғы жылдардағы зерттеулерге сүйенсек, БД, ӨСОА және БДӨАС пациенттерінде микроРНҚ спектрлерінің өзіндік ерекшеліктер бар екендігі анықталып отыр [135], және жоғарыда айтылғандай, микроРНҚ экспрессиясы БД эксперименттік модельдерінде әр түрлі болады. Алайда, қазіргі уақытта микроРНҚ салыстырмалы түрде аз зерттелген, сондықтан олардың нақты биологиялық маңыздылығын анықтау қажет.
Біздің зерттеу нәтижелеріміз ӨСОА, БД және БДӨАС науқастарындағы hsa-miR-19b-3p салыстырмалы экспрессия деңгейінің өзгеретіндігі анықталды (сурет 10) [136]. Зерттеу барысында, БД және БДӨАС бар пациенттердің қан плазмасында еркін -айналмалы hsa-miR-19b-3p деңгейінің төмендегенін, сондай-ақ, жоғарыда келтірілген деректерге толық сәйкес келетін ӨСОА бар пациенттерде ұлғайғанын көрсетті. ӨСОА өкпе тінінің қалыптан тыс қабыну реакциясымен және NF-kB қабынуға қарсы сигнал беру жолының жоғары белсенділігімен сипатталады. Сонымен қатар, ол салыстырмалы талдау көрсеткендей, еркін айналмалы hsa-miR-19b-3p жоғары деңгейімен байланысты. Осылайша, еркін айналмалы hsa-miR-19b-3p инвазивті емес ӨСОА диагностикасы үшін панельді жобалау кезінде қолдануға болады және бұл ауруды демікпеден ажыратудың өлшемі ретінде қызмет етеді. Сондай-ақ, биоинформатикалық талдаулар hsa-miR-19b-3p TSLP-мен байланысатындығын көрсетеді, өз кезегінде hsa-miR-19b-3p төмендеген экспрессиясы БДӨАС ауыратын науқастарда TSLP құрамына әсер етеді.
hsa-miR-19b-3p Т лимфоциттерін саралауда және Th1 және Th17 Т-хелпер жасушаларының поляризацияда маңызды рөл атқаратыны белгілі [137]. Олар Th2 дифференциациясы мен цитокин өндірісін күшейтетін miR-17~92 кластерінің негізгі компоненттері. Екінші жағынан, T жасушаларының активтенуі miR-17~92 кластерінің жоғары транскрипциясын тудырады және кластердегі барлық микроРНҚ Th2 жасушаларының дифференциациясы кезінде жоғары экспрессияны сақтайды [137]. Зерттеу жұмыстарында in vitro hsa-miR-19 реттеуші Т жасушаларының (Treg жасушалары) индуктивті дифференциациясын тежейтінін көрсетті, бірақ in vivo кластер олардың қалыпты жұмыс істеуі үшін қажет [138]. Астматиктердің тыныс алу жолдарында кездесетін Т-жасушаларында hsa-miR-19 экспрессиясының деңгейі өзгеріске ұшыраған. Бұл өз кезегінде, адам және тышқан жасушаларында бастапқы CD4+ арқылы IL-13 реттеледі. Сонымен қатар, БД-де hsa-miR-19b-3p зерттеуі бұл микроРНҚ тыныс алу жолдарының гиперреактивтілігінің 14 жылдық ремиссиясын болжайтын 12 айнымалыдан тұратын желіге кіретінін көрсетті [139]. hsa-miR-19 созылмалы қабыну аурулары мен демікпедегі иммундық реакцияға әсер етеді, қабыну реакциясына қатысатын сигнал жолдарының белсенділігін өзгертеді: PI3K/AKT, TGF-β, JAK/STAT және NF-kB [137, 140]. Сұйықтық үлгілерінде hsa-miR-19b экспрессиясы аденокарцинома және ӨСОА-мен бірге аденокарциномасы бар науқастарда жоғарылаған. Zhao et al. өкпе тініндегі hsa-miR-19-3p құрамы ӨСОА-мен біріктірілген өкпе қатерлі ісігі бар науқастарда жоғары болғанын көрсетті [141]. hsa-miR-19-3p NF-kB сигнал беру жолының белсенділігіне оң әсер етеді, оның репрессивті NKRF ақуызын тежейді. NF-kB үздіксіз активтенуі өкпе қатерлі ісігімен бірге ӨСОА-мен ауыратын науқастардың альвеолярлы эпителий жасушаларында байқалады [141]. 
hsa-miR-125b сфингозин-1-фосфат (S1P) сигнал беру жолының мақсатты компоненттері екендігі анықталды. hsa-miR-125b-1-3p эндотелий жасушаларында көрінетін сфингозин-1 — фосфат 1 рецепторын (S1PR1) аз дәрежеде тамырлардың тегіс бұлшықет жасушаларында, фибробласттарда және басқа эпителий жасушаларында, ал hsa-miR-125b S1P-лиаза РНҚ транскриптімен байланысады [142, 143].
Біздің нәтижелеріміз ӨСОА бар пациенттердің қан плазмасында еркін-айналмалы hsa-miR-125b-5p деңгейінің төмендегенін және БД және БДӨАС бар пациенттерде жоғарылағанын көрсетті (сурет 13). Салыстырмалы талдау барысында еркін-айналмалы hsa-miR-125b-5p профилінде БД мен ӨСОА топтары, сондай-ақ, ӨСОА мен БДӨАС топтары арасындағы айырмашылықты көрсетті. Осылайша, еркін-айналмалы hsa-miR-125b-5p БДӨАС және БД инвазивті емес диагностика үшін панельді жобалау кезінде пайдалануға және осы бронх-өкпе ауруларды ӨСОА-дан ажыратудың өлшемі ретінде қызмет етеді [144].
hsa-miR-320c гені 18q11.2 хромосомасында локализацияланған [145]. Соңғы зерттеулер көрсеткендей, hsa-miR-320c ісік пен қабыну ауруларының патогенезіне қатысатын көптеген гендердің қызметін реттейді [146, 147]. hsa-miR-320c экспрессиясын талдау кезінде, өкпе аурулары, соның ішінде ӨСОА, өкпе фиброзы бар пациенттердің қан үлгілерінде hsa-miR-320c экспрессиясының едәуір жоғарылағанын анықтады [148]. hsa-miR-320c гепатоциттердің жасуша линиясында SERPINA1 ақуызын тежейтіні және оның қандағы деңгейі ӨСОА, өкпе фиброзымен байланысты екендігі көрсетілген. Α1-антитрипсинді қамтитын SERPINA1 ақуызының жетіспеушілігі өкпе мен бауырда патологияның дамуына әкеледі. Жақында α1-антитрипсиннің мРНҚ miR-132-212 кластерінің нысаны ретінде ұсынылды [149]. Keller et al. [150] когорттық зерттеу жұмысына өкпенің қатерлі ісігімен ауыратын 534 науқас қатысып, қан үлгілерінде 2549 микроРНҚ экспрессиясының деңгейін анықтады. Өкпенің қатерлі ісігі дамыған пациенттерде hsa-miR-320c экспрессиясының деңгейі айтарлықтай төмендеді, ал ӨСОА оның қауіп факторларының бірі болып табылады [151].
Сонымен қатар , қан плазмасындағы IL – 4 және hsa-miR-320c деңгейлері арасындағы оң корреляция (сурет 27) IL-4 өз кезегінде, пневмония және демікпе патогенезінде Th2-жауап береді. Биоинформатикалық талдау TargetScan 7.1 (www.TargetScan.org microRNA (www.microrna.org), miRanda және miRTarBase hsa-miR-320c IL-4 мРНҚ-ның 3'UTR аймағында байланыс сайттары бар, сондықтан IL-4-ке бағытталған болуы мүмкін екенін көрсетті. hsa-miR-320c экспрессиясының төмендеуі БД пациенттеріндегі IL-4 деңгейіне әсер етеді. hsa-miR-320c экспрессиясының деңгейі IgE құрамына әсер етеді, осылайша БД және БДӨАС науқастарында қабынуды индуцирлейді.
Біздің зерттеу нәтижелерімізде (сурет 15) БД бар пациенттердің қан плазмасында еркін-айналмалы hsa-miR-320c деңгейінің төмендегенін және ӨСОА және БДӨАС бар пациенттерде ұлғайғанын көрсетті. Еркін-айналмалы hsa-miR-320c экспрессия профилінің салыстырмалы талдауы БД мен ӨСОА және БД мен БДӨАС топтарындағы айырмашылықты көрсетті, сондықтан бұл микроРНҚ ӨСОА мен БДӨАС бронх демікпесінен ажыратуда үлкен әлеуетке ие.
Біздің зерттеуімізде БДӨАС науқастарында иммунологиялық өзгерістері БД мен ӨСОА иммундық көрсеткіштеріне жақын екендігі анықталды [152,153]. 
Гуморальды иммунитеттің өзгеруі емделушілердің барлық үш тобында бақылаумен салыстырғанда IgЕ концентрациясының жоғарылауы түрінде көрінді [154,155]. Алайда, ӨСОА кезінде IgE деңгейі шекті мәндерден аспады. ӨСОА IgE концентрациясының жоғарылауы Christenson мен оның әріптестері жүргізген зерттеуде ӨСОА бар науқастардың 20% -ында анықталған қабынудың Th2 типті реакциясына жауапты гендердің экспрессиясымен байланысты болуы мүмкін [156].
БД, ӨСОА және БДӨАС бар науқастарда қан плазмасындағы қабынуға қарсы және қабыну цитокиндерінің IL-4, IL-6, ɣ-INF және TNF-α деңгейлері бақылау тобымен салыстырғанда айтарлықтай ерекшеленетінін көрсетті (сурет 21). IL-4 және TNF-α деңгейлері БДӨАС емделушілер тобында БД пациенттер тобынан қарағанда едәуір төмен болды. БД патогенезінде плеиотропты цитокин ретінде IL-4 Th-2 типті иммундық жауаптарда және В жасушаларының IgE синтезінің изотопиялық түріне ауысуында шешуші рөл атқарады, сондықтан IL-4 организмде маңызды рөл атқаруы мүмкін деген болжам жасалды [157]. Бронх демікпесі үшін ерекше маңызды болып көрінетін қосымша әсерлерге шырышты шығаратын жасушалар мен фибробласттардың стимуляциясы жатады, бұл сонымен қатар тыныс жолдарын қайта құрудың патогенезіне IL-4 әсер етеді [158]. IL -4-нің аллергиялық қабыну кезіндегі тағы бір маңызды белсенділігі-оның тамырлы жасуша-1 адгезиясы молекуласының эндотелий жасушаларында экспрессияландыру қабілеті. Бұл аллергиялық реакциялардың тән белгілері болып табылатын Т -жасушаларға, эозинофилдерге, базофилдерге және моноциттерге эндотелий адгезиясының жоғарылауына әкеледі [159]. Осы қасиеттерге байланысты IL-4 ұзақ уақыт бойы аллергия мен демікпенің потенциалды нысаны болып саналды және көптеген in vivo зерттеулер оның IgE өндірісіндегі рөлін көрсетті [160]. Алайда, белгілі болғандай, IL-4-тің IgE синтезделудегі тыныс жолдарының гиперреактивтілігін тудырмайтындығы белгілі болды. Өкпеде IL-4 деңгейінің экспрессиясы шамадан тыс болған жағдайда, лимфоцитарлық және эозинофильді қабынуға әкеледі, бірақ тыныс жолдарының гиперсезімталдығын болдырмайды [161]. Shi et al. өз жұмысында [162] рекомбинантты адам IL-4 ингаляциясы тыныс жолдарының эозинофилиясын қоздырды және атопиялық астматиктерде бронхтардың белгілі бір гиперреактивтілігін тудырды. Сонымен, тәжірибе барысында демікпедегі IL-4 эффекторлық рөлін көрсету қиын болды, дегенмен IL-4 деңгейі В жасушаларының Th2 дамуында және олардың тыныс алу жолдарына қатысуында маңызды рөл атқаратындығы қарастырылды. ӨСОА бар пациенттерде СД8+ бронх альвеолярлы лаваж жасушаларында және қан плазмасында IL-4 экспрессиясы жоғарлаған [163]. Яғни, цитолитикалық эффекторлы жасушалар СД8+ цитокиндерді секрециялануына байланысты екіге бөледі: 1) ɣ-INF секрециялайтын СД8+ Т-жасушалар (Тс1); 2) IL-4 пен IL-5 секрециялайтын СД8+ Т-жасушалар (Тс2). ӨСОА науқастарында Тс2 типтегі жасушалардың пайыздық көрсеткіші бақылаумен салыстырғанда жоғарғы болды. Сондықтан Тh2 клеткаларының стимуляциялық жауабын төмендетеуі мүмкін[164]. 
IL-4 экспрессиясының әртүрлі деңгейлерін анықтауда БД-нің ӨСОА мен БДӨАС ажырату үшін қолдануға болады.
IL-6 деңгейі науқастар тобы мен бақылау арасында айтарлықтай ерекшеленді. БДӨАС ауыратын наусқастардың жүйелік қабынуы ӨСОА-ға ұқсас [164]. Бастапқыда IL-6 оның вирусқа қарсы белсенділігіне, гепатоциттерге әсеріне және В лимфоциттері мен плазмацитомаларға өсуді ынталандыратын әсеріне байланысты сипатталды. Қазіргі уақытта IL-6 демікпесі бар пациенттерде альвеолярлы макрофагтардан аллергенді шақырғаннан кейін және астматикалық емес субъектілермен салыстырғанда базальды босатылғаннан кейін шығарылады деп саналады [165]. Сонымен қатар, IL-6 мРНҚ-ның экспрессиясы мен NF-кВ ДНҚ-байланыстырушы белсенділігінің жоғарылауын in vitro жасушалардың риновирустық инфекциясы тудыруы мүмкін [166]. IL -6 цитокині ӨСОА ауырлығында маңызды рөл атқарады. Сонымен қатар, IL -6 цитокині ауыр, тұрақты ӨСОА бар науқастардың өкпесінде байқалатын аутоиммунды реакцияның патогенезіне ықпал етуі мүмкін [164]. Алайда, басқа зерттеулер қан плазмасындағы IL-6 деңгейінің жоғарылауы тұрақты ӨСОА  мен жүрек-қан тамырлары аурулары бар емделушілерде ғана болатынын көрсетті. IL-6 деңгейі, сондай-ақ, бақылауға қарағанда, ӨСОА  тұрақты пациенттердің қақырығында жоғарылаған [167].
БД тобындағы TNF-α деңгейі БДӨАС тобынан қарағанда жоғары болды (сурет 20). Астматиктердің тыныс алу жолдарында TNF-α қабынуға қарсы цитокиннің деңгейі жоғары болады. Сенсибилизацияланған өкпеде IgE -нің пайда болуы егеуқұйрықтарда да, адамдарда да эпителий жасушаларында экспрессияның жоғарылауына әкелетіні туралы дәлелдер бар. TNF-α БД науқастардың бронх-альвеолярлық лаваж сұйықтығында концентарциясының жоғарлауы болатындығы және TNF-α аллергенді шақырудан кейін астматикалық науқастардың альвеолярлы макрофагтарынан да бөлінетіні хабарланды [166]. Сонымен қатар, моноциттер де, альвеолярлы макрофагтар да γ-INF күшейтетін IgE in vitro іске қосылғаннан кейін TNF-α генінің жоғарылағанын көрсетеді. In vitro зерттеулері сонымен қатар TNF-α бронхтардың гиперреактивтілігінде және демікпе кезінде тыныс алу жолдарын қалпына келтіруде маңызды рөл атқаратынын көрсетеді [168, 169]. TNF-α деңгейі ӨСОА науқастарында қан мен қақырықта жоғарылаған [122].
[bookmark: _GoBack]TSLP-иммундық және иммундық емес жасушалар шығаратын 2 типті қабынудың негізгі қатысушыларының бірі [65]. БД науқастарында TSLP экспрессиясын ең көп зерттелген және БД науқастарының өкпесінде TSLP деңгейінің жоғарылауы анықталды. БД тышқан модельдерінде TSLP негізінен дендриттік жасушалардың активациясы арқылы эксперименттік жануарлардың тыныс жолдарында 2 типті қабынуды қоздыратыны көрсетілді [159]. TSLP тыныс алу жолдарының поляризациясы мен химокин өндірісінде баламалы активтендірілген макрофагтарды күшейте алады. Тұрақты ӨСОА-мен ауыратын науқастардың бронхтарында және өкпенің қалыпты функциясы бар темекі шегушілерде TSLP мРНҚ экспрессиясы артқан, сондай-ақ тұрақты ӨСОА-мен ауыратын науқастардың тегіс бұлшықеттерінде TSLP иммуностимуляциясының жоғарылауы байқалды [170]. Алайда, TSLP-нің басқа бронх-өкпе ауруларының патогенезіне қатысу механизмдері қазіргі уақытта түсініксіз болып қала береді.
Диссертациялық жұмыстың міндеттерінің бірі БД мен ӨСОА науқастарының қан плазмасындағы TSLP деңгейін талдау болды. Біздің зерттеудің нәтижелері көрсеткендей, TSLP концентрациясы БДӨАС  бар емделушілерде БД немесе ӨСОА симптомдарының таралуына тәуелді емес, бұл үлкен диагностикалық маңызы болуы мүмкін. Сонымен қатар, TSLP жүйелік деңгейлері бронх-өкпе аурулары бар науқастарда өкпе функциясымен байланысты болуы мүмкін екендігі анықталды.
Біздің зерттеу көрсеткендей, БДӨАС бар науқастарда иммунитеттің жасушалық және гуморальды өзгерістері анықталады, олар ӨСОА мен БД бар науқастардың иммунологиялық көрсеткіштеріне жақын. Қабыну процестерінің әр түрлі түрлері БДӨАС фенотиптерін стратификациялауға негіз болады деп есептеледі, осыған байланысты БДӨАС иммунологиялық аспектілерін зерттеу иммундық қабынудың жасушалық және молекулалық маркерлерін анықтай отырып, әрі қарай кеңірек зерттеулерді қажет етеді. 


ҚОРЫТЫНДЫ

Біздің зерттеуіміздің міндеттерінің бірі БД, ӨСОА аурулары арасында жаңа диагностикалық биомаркерлерін анықтауға бағытталған. Бір науқаста бронх демікпесі және өкпенің созылмады обструктивті ауруларының клиникалық және спирометриялық сипаттамалары кездескен, жағдайда бронх демікпесі мен өкпенің созылмалы обструктивті ауруларының айқас синдромы деп аталтын жаңа ауру тобына топтастырылады. БДӨАС қатысты көптеген мәселелер қазіргі уақытта белсенді талқылануда. БДӨАС ӨСОА немесе БД-нің ерекше фенотипі болуы мүмкін, ол жиі өршуімен, сыртқы тыныс алу функциясының тез төмендеуімен, ауруханаға жатқызу қажеттілігімен және жоғары жиіліктегі өліммен сипатталады. Алайда, БДӨАС-мен ауыратын науқастарды тек спирометрия мен бронходилататор реакциясын қолдана отырып, ӨСОА немесе БД-мен ауыратын науқастардан ажырату оңай емес. Осы жағдайларды ажырата алатын биомаркерлер клиникалық тәжірибеде пайдалы болуы мүмкін.
Осылайша, біз жүргізген зерттеулер гендер полиморфизмі мен микроРНҚ аурулардың патогенезіне қатысатын әртүрлі гендердің экспрессиясын модуляциялау қабілетіне байланысты БД, ӨСОА және БДӨАС патогенезінде маңызды рөл атқара алады деп қорытынды жасауға мүмкіндік береді. МикроРНҚ-ны диагностикалық биомаркер ретінде пайдаланудан басқа, олар жаңа терапевтік мақсаттарды бағалау немесе БД, ӨСОА және БДӨАС емдеу үшін жаңа препараттар жасау тәсілдерінің негізі бола алады.
Алға қойылған міндеттерге сәйкес зерттеу нәтижелерін төмендегідей қорытынды жасауға мүмкіндік береді:
1. ADRB2 генінің полиморфизмі Arg16Gly бақыланбайтын БД дамуына әсер етуі мүмкін. ADRB2 генінің гаплотиптері Arg16Gly/Gln27Gln мен Arg16Gly/Gln27Glu қазақ популяциясының БД науқастар тобында жиі кездеседі. MDR1 C3435T полиморфизмінің С/Т генотипі ӨСОА науқастар тобында жоғарғы жиілікте кездестірілді.
2. ӨСОА науқастарындағы еркін-айналмалы hsa-miR-19b-3p салыстырмалы деңгейі бақылау тобына қарағанда 2,6 есе жоғары (p<0.0001). БД және БДӨАС-мен ауыратын науқастардың қан плазмасында hsa-miR-19b-3p мөлшері сәйкесінше, 1,3 есе және 2 есе төмен екендігі анықталды. БД және БДӨАС-мен ауыратын науқастардың қан плазмасында hsa-miR-125b-5p концентрациясының 27 және 12 есе жоғарылауы байқалды. ӨСОА-мен ауыратын науқастарда hsa-miR-125b-5p деңгейінің 1,4 есе төмендеуі байқалды. hsa-miR-320c экспрессиясының салыстырмалы деңгейін анықтау барысында БД диагнозы бар науқастарда бақылау тобымен салыстырғанда оның концентрациясының 25 есе төмендегені көрсетілді. hsa-miR-320c экспрессиясының жоғары деңгейі ӨСОА және БДӨАС науқастарына тән.
3. Қан плазмасындағы IgЕ жоғарылауы БД, ӨСОА және БДӨАС бар науқас топтары арасында айтарлықтай айырмашылықсыз байқалады. Қан плазмасында IL-4 концентрациясы ӨСОА бар науқастарда 62 пг/мл, ал БД науқастар тобында 14 пг/мл құрады, ол бақылау тобымен салыстырғанда, тиісінше, 21 есе және 4,6 есе жоғары. БДӨАС науқастар тобында IL-4 деңгейі 6,2 пг/мл құрады. Қан плазмадағы TNF-α деңгейі ӨСОА тобында 10,9 пг/мл сәйкес келіп, сенімді түрде бақылау тобынан 11 есеге жоғарылады. IL-6 деңгейі бақылаумен салыстырғанда ӨСОА науқастар тобында 1,45 есе жоғарласа, БД мен БДӨАС науқастарында 12 мен 11 есеге төмендегені анықталды. БД, ӨСОА, БДӨАС және бақылау тобы арасындағы қан плазмасындағы TSLP деңгейінің сенімді айырмашылығы табылмады.
	4. ADRB2 генінің полиморфизмі Arg16Gly қан плазмасындағы IL-4 деңгейіне, сондай-ақ, ӨСОА өршу қаупіне әсер етеді. MDR1 генінің полиморфизм C3435T ӨСОА байланысты және қан плазмасындағы IL-6 деңгейін өзгертеді.
5. БД тобының Th2 төмен қабынуымен ауыратын науқастардың қан плазмасындағы hsa-miR-320c экспрессиясының деңгейі IL-4 және IgE деңгейімен оң корреляцияланды. БДӨАС -мен ауыратын науқастарда hsa-miR-320c экспрессия деңгейі мен IgE концентрациясы арасында сенімді оң корреляция анықталды. БДӨАС науқастарында TSLP деңгейі мен hsa-miR-19b-3p экспрессия деңгейі арасындағы сенімді оң корреляция анықталды.
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TaGJIETKH H T. 11.)

IIpenapaT (MOA4EPKHYTh) Tepuoa HENoabL30BAHUS, Dpdexrt
J03HPOBKA

cnabplii | cpeannii | xopoumii

Canbbyromos (Benrtonnu,
AcrasenT, Beporek, -
Benrese, enorepoi)

AtposenT, UnBeuT,
Crnupusa, Unpatponus
Gpomua

®opmorepoJ, CepeBeHT |
@enorepo.ia rHAPOGPOMHL
+ Wnparponus GpomMu

daukcorna, beknason,

MyabmukopT, @IyTHKA30H, e d

Hurnaesonua

o
Y
A\

Cepern, Cumbukops, 7
SpdmoCai, Bydpomuke

Cunrynsip
ITpeanu30/0H B Ta0JeTKAX

Jlpyrue npenaparsl D—LLOW&«! Vv
' ) FEe v

Dmom mecm nomovicem n100am, cmpadaiouum acmmotl (nayuenmam om 12 nem u cmapuse),
OYeHUmMb, HACKOTLKO UM YOaemces KoHmponuposamp ceoe 3abonesanue. B kasicoom eonpoce

vi6epume omeem, Komopbiii Ban nodxodum, u 06eedume coomeemcmeyiouyio emy yuppy.

YUmobbi nodcuumamy pesyibmam, clodicume 6ce yuppol.

1. Kax wacmo 3a nocaeonue 4 nedenu acmma mewiara Bam goinonnsme o0viunviil 06vem
pabomyi 6 yuebnom 3asedeHuu, na pabome i 0oma?
a) Bce Bpems (1)
6) oueHb 4acTo (2)
unorza (3)
C? penxo (4)
1) Hukorza (5)

2. Kax uacmo 3a nociednue 4 nedeau Bor ommeuanu y cebs sampyonennoe ovixanue?
a) yauie, uem pas B AeHb (1)

6) pas B neHb (2)

B) 0T 3 10 6 pa3 B Hezemo (3)

I') OJMH MJIH J1Ba pasa B Heaemto (4)

) s pasy (5)
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3. Kax wacmo 3a nocnednue 4 nedeau Bor npocuinanico Houwlo uny pansuie, 4em 00viyno, u3-3a
CUMPNMOMOG acmmbl (CEUCMALYe20 ObIXAHUS, KAULIS, 3amPYOHEHHO20 ObIXANUS, YYGCmEd
cmecuenus, unu 6onu 6 2pyou)?

a) 4 Houu B Hezxeo Uy yaule (1)
6) 2-3 Houu B Hezeno (2)

B) pa3 B Hezeo (3)

r) OJMH MK J1Ba pasa (4)

@/))HM pasy (5)

4. Kax vacmo 3a nocneonue 4 nedenu Bol ucnonv3osanu 6b1cmpooeticmeyioujuti uneaisimop
(nanpumep, Benmonun, bepomer, Bepooyan, Amposenm, Canvbymamon, Canamon, Canvoen,
Acmmonenm) unu nebyrauizep (aspo3onvHviil annapam) ¢ rekapemeom (nanpumep, bepomek,
Bepooyan, Benmonun nebynot)?

a) 3 pasa B ieHb 1y yate (1)

6) | nnu 2 pasa B ieHs (2)

B) 2 unu 3 pasa B Heaento (3)

I') OJMH pa3 B HEJEJIo UK pexe (4)

@HM pasy (5)

5. Kax 61 Bot oyenunu, nackoneko Bam yoasanoce kKonmponuposams acmmy 3a nocreonue 4
Hedenu?

a) COBCEM He yaBanoch KOHTpoupoBaTh (1)

0) NJI0X0 y/1aBanoch KOHTPOAUPOBATh (2)

B) B HEKOTOPOH CTeneHH y1aBaioch KOHTPOIMpoBaTh (3)

‘T) XOpOLLO yAaBaa0Ch KOHTPOJIUPOBATH (4)

[1) IOJIHOCTBIO yaBagoCh KOHTPOJIMPOBATH (3)

PE3YJIbTATBI

25 6ana0s - [TO3JIPABJISIEM! Ber TIOJIHOCTBIO KOHTPOJIMPOBAJIU actmy 3a
nocneaxne 4 Heaenn. Y Bac He 6110 CUMNITOMOB acTMb! M CBA3aHHBIX C HEH OrpaHHYeHHH.
[IpOKOHCYIBTHPYHTECH C BPAaUOM, €C/IH CUTYallla U3MEHHTCS.

ot 20 10 24 Ganios - 3a nocneauue 4 neaenu Bot XOPOLLIO KOHTPOJIMPOBAJIM actmy, Ho
ne [TOJIHOCTBIO. Baw Bpau nomosker Bam go6utscs [TOJITHOI'O KOHTPOJIA.

menee 20 6aJ10B - 3a nocneanuie 4 Hepean Bav HE ynasanocs KOHTPOJIMPOBATD actmy.
Balu Bpau MO’KET MOCOBETOBATh Bam, Kakie Mepbl Hy’KHO MPUMEHATh, YTOOBI JOOHTHLCS
yiydlueHHs KOHTposs Hall Bamum 3abonesannem.

Boabwoe cnacu6o 3a Bawm orBeTsbl!
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BonpocHUK 10 KOHTPOJIKO aCTMbI

O6Beure HOMEpP OTBETA, KOTOpI;Iﬁ JIyqiue BCEro OnucbiBactT, Ballle COCTOSAHHUEC HaA Ilp(\[ll.]\)ﬁ
Heemne.
1.B cpe/iHem, 3a MocC/JIeIHI0 HeAe/10, KAK YaCTO BbI IIPOCHIITAJIHCH 0T ACTMbI HOYbIO?

@ukorna 4-MHOTO pa3
1-moYTH HUKOI a4 5-o4eHb HacTo
2-HEMHOTO 6-He MOT'Y YCHYTb M3-3a aCTMbl

3-HECKOJIbKO pa3
2. B cpeanem, 3a HOC/EAHION HEAEII0, HACKOIBKO CEPbe3HBIMH ObLIH BALIM CHMITOMBI
ACTMbI, KOT/I2 BbI IIPOCHINATHCH YTPOM?

(-HUKAKUX CUMIITOMOB 4-JI0BOJILHO TSIKEJIbIE CUMITTOMbI
1-o4ennb ciabbie CHUMIITOMbI 5-TspKeNbIe CUMITTOMBbI

2-cnabble CUMIITOMBI > 6-04Y€eHb TSDHKEJIbIE CUMIITOMBI
@}'MCPCHHLIC CHUTITOMBI

3. B ofmem, B TeueHHe MPOULIOH HeleJqH, HACKOILKO Bbl ObLIM OPAHHYEHBI B CBOCH
AeSITEeNLHOCTH U3-32 ACTMbI?

0-HUKAKUX OrPaHUYCHHUH 4-04eHb OrpaHnuICH

1-0o4eHb ¢1a00 OrpaHuveH S-kpaiine orpaHu4eH

2-cnabo orpaHuyeH 6-TI0JIHOCTBIO OTPaHUYEH

@ymcpeHHo OrpaHuyeH ‘ !

4. B ofmem, B TedeH e MPOLIOii Hee]H, KAK Y4aCTO POUCXOIHIA O/TBIIIKA H3-32 ACTVMbI?

0-HHUCKOIIBKO 4-710BOJIBHO YACTO
1-coBceM 4y Th-4yTh 5-mHoro
2-4yTb-4yTh 6-0ueHb MHOT'O

B3ymeperHoe KOIMUECTBO

5. B o6mem, 32 Npome/ Iy 10 He/Ie/110, CKOJbLKO BPEMEHH Bbl Xpuneaun?

0-HHCKOIIBKO 4-MHOTO BpeMEHHU
1-coBCeM 4yTh-4yTh 5-60JIbIIYIO 4aCTh BPEMEHHU
2-HEMHOTI'O 6-Bceraa

\é, /MEPEHHOE KOJIMUYECTBO

6. B cpeaneM, 3a NpOMIEIMYI0 HEICMI0, CKOJIBKO 3aTSKEK OPOHXOJMTHKOB KOPOTKOIO
JAEHCTBUS BbI MCIOJIBb30BATN KAK/IbIil J1eHb?

@HMCKOﬂbKO 4 9-12 3aTsKeK OOJIBIIMHCTBO JAHEH
1 1-2 3arskek OOMBIMHCTBO JHel 5 13-16 3arspkex OONBUIMHCTBO JAHEH
2 3-4 3aTsKeK OONBIIMHCTBO JHel 6 Oosible yeM 16 3arsKex
3 5-8 3arshKex OOJIBIIMHCTBO JIHEH
(’cf € t‘c((‘déﬂ |

(ﬁt( celrLd
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Borpocs

Jla/Her/He mory otBeTHTH

Cekims A — ITHos0rust AcTmbl

1. Cumnmomor acmmor MO2ym Obime 6bi36aHbL:

anneprueii 9/0/

3arps3sHesnem BO3ayxa Uim JTH06bIM APYTUM THUNOM pasapakuTens (nbiib. Jbim, u T. 1.)

JKn3Hb ¢ YeoBEKOM, CTPANAIOLIMM ACTMO

ITpocryna

Vnpaxtenue

OrnipesienienHbie npoyKThi

Hekoropbie HapkoTuku

bes oueBnanoii npuunmb

2. A moey nepedams ceoio acmmy mioosm, ¢ KomopuivMu s AHeusy "Oe/'lf

3. Aemma bonee eeposmua, ecau V acmmamura 6 cemve unu 6 npedbiOVIeM NOKoneHu Yore ecms acmma (07

Cekuns B — Hatodusmonorus -

4. Tlpu acT™e abixatebHble TPYOKU B JIErKUX CYXKAIOTCS H3-3a OTeKa ix CTEHOK

5. an aCTME JibIXaTesbHble pr6KVI Takxe CyKaroTcCs M3-3a COKpalLEeHUsI MblLLILL BOKPYI" HUX.

6. I1pu actme bixaTenbHble TpyGKH Takke CYHKAIOTCA U3-3a CKOMIEHMS CIIM3H (MOKPOThI)

Cexuns C — CHMITOMBI 1 OUEHKA TSIRECTH

7. CUMNTOMaMK acTMBbI SBIISOTCS 3aTPYAHEHHOE /IbIXaHHE C XPUIIOM HJIH CBUCTOM

8. CuMnTOMBI acTMBI Bpemsi OT BPEMEHHM pA3NIMUAIOTCA N0 CTENEHM BbIPAKEHHOCTH, MHOMIA OHK GbIBAIOT pexe, a B
OCTallbHOE BpeMsi pexke. (AL A,wuj (37

9. CUMNTOMBI 4CTMBI Yalie BOSHUKAIOT HOUBIO MK PAHO YTPOM 941,

10. 51 Mmory cyanTs, Hackosbko Cepbe3Ha Mos acTma

11 TsokecTb acTMbl MOKET BbITh M3MEPCHA € MOMOLLBIO TECTa BbIyBaHIs BO3AyXa B maunny, 4 (LCH# PG el
12. Tsxkecth acTMbI TakxKe MOXKET GbITh H3MEPEHa B IOMALIHKX YCIOBUSAX C MOMOLLBIO IPOCTOrO npubopa, Ha3bIBAEMOro
M3MepHUTesieM MUKOBOTO Pacxo/a.

13. TlpueTynbi acT™MbI MOTYT GbITb OACHBIMH

14. 51 mory pasoGpars, korza Mos actma YXyauaercs

Cexunsi JI — MeAMKaMeHTO3HOE Jieuene

15. JlekapcTBa OT acT™MbI MOXKHO AaBath B BUe TabaeToK / cuponos / MHT IS TOPOB.

16. Jlyuwinii cnoco6 npunsth JIEKAPCTBO OT ACTMbI - ITO MHTANSALLMS

17. JlekapcTBa OT acTMbl, Kak NpaBuiO, GbIBAIOT ABYX THUTOB: OMMH JUISl HEMEJIEHHOrO OBJIErYeHus CUMITOMOB
(peuniMBoB) u Apyroii s MPEI0TBPALLEHUS CUMITTOMOB (IPO(HAAKTHKOB)

18. 51 3naio, kakoii npenapar s PEFYJISAPHOIO NPUMEHEHNS, a KaKOM ClleyeT HCMONBb30BaATb, ECH BOSHUKACT O/IbILlIKA

19. HanGonee sdpekTuBHbie npenaparbi s 60pbObI ¢ acTMOIi HasbIBAIOTCS cTepouiamMn

20. Creponabl MOTYT GbiTh BPCAHBIMH, HO MHTAJISTOPBI, KaK NPABMII0, HE MMEIOT 3HAUNTEILHONO BPE/IHOIO BO3ACHCTBUS.
21. JlekapcTBO OT ACTMbI HYKHO NPHHUMATH 10 Tex T10p, MOKa CUMNTOMbI HE HCHE3HYT. @ 3aTeM UX MOYKHO OCTAHOBHTH
22; ﬂeKapCTBO OT acTMbI HYXKHO NPpUHUMATL Jaxke nocie TOro, Kak CMMMNTOMbI HUCHE3IH, 1TOKa MO Bpay He 1OCoOBETYET
MHe

Cexumsi E — [poduaaxruxa

23. Ecim s mMory onpenenuts u u3bexarh (aKTOPOB, KOTOpbIE YCHAMBAIOT MOM CHMIITOMbI. Most actma Oyer syuiue
KOHTPOIMPOBATHCS

24. Sl MOry npesOTBpaTMTH WAM  OCHAGHTH CUMIITOMbI  aCTMbl, [IPUHAMAS  BCHOMOTaTe/bHbIe VHTASTOPbI
HETOCPEACTBEHHO Mepejl BO3AEHCTBHEM BCErO, UTO BbI3bIBAET CHMIITOMbI

25. 5 mory MPEIOTBPATUTL CUMITTOMbI ACTMbI, €C/TH PErynispHo 1puHimato JekapeTsa

26. Ec/in CUMITOMbI acTMbl YCHJIMBAIOTCS, 51 3HAIO, KAK CMEHUTH JIEKAPCTRO

Cexuns F — EcrecrBennast HCTOpHSE

27. ACTMY Henlb3s BbIICUNTS

28. XOTs acT™y Heslb3sl BbUIEUHTD, ECIH ee 00bIYHO MOXHO KOHTPONMPOBATD 10CTATOMHO XOPOLLIO

OLlEHKa - BCE OTBETHI, MOMEYEHHbIE Kak «}Ia». noJjiyyaror 1 Gann, Kpome ciayyaes, korjaa «Her» ABJSETCS npaBuiibHbIM
OTBETOM.
Bee orsersi ¢ nomerkoii «Her» uan «He MOory ckasathy» noaydaior 10 dajnos.

¢ ofcecedccebe Breceecs
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Bonpocuuk Nijmegen
Cymma Gosee 23 u3 64 6alIOB CBUICTEIBCTBYET O HAJMIUH JIC(HYHKIHOHATBLHOIO JIbIXAHHS.

Hukornaa
0

Penxo

1/

Wuorna
2

Yacro
3

QOueHb 4acTo
4

boub B rpyan

v

UYyBCTBO HANPSKCHHS

3aTyMaHCHHOC 3peHue

[TpucTymnbt
rOJIOBOKPYKEHHS

Cryransas peub

<

VuyanieHnue 1iu
yrityOJieHue JAbIXanus

O1piKa

3aTpyIHEHHE JIbIXaHUS

44

B3ayrtue B obnactu
JKEITyIKa b

b

OHeMeHHe NaIblEB

Hecnoco6HOCTh Iiy00KO
B3/I0XHYTh

VIUIOTHEHHE NAIbLEB WK
PyK

OutyleHne yrioTHEHUsS
BOKpYT pTa

Tloxononanue pyK vk
HOT

Cepanebuenne

YyBCTBO TPEBOI'M

Q&\ h %

C&//utu)'ax}ia—

(#MaltL
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X057

)

T 06.06_H1f

L OcHOBHbIE JaHHbIE

vono facauck Jrardspn
2.Jlata pox/eHus (IeHb/MecsL/Tox) @ ﬂ __/95@ x

3. [on My)l("/ sked  HanuoHanbHOCTB: Kasax 1/ pycckui Apyras

4. Anpec: 061acTh Mé ,,L HaceJeHHbIH MyHKT

5. Ipodecenst: W/W‘ﬂ;ﬂ ‘
S oo Bec (8 kr) .

II. O06pa3 :KU3HH
1. Kypure 1 Bbl uim korja - 1160 Kypuim Tabaunble H3aeaua?
@Ha, HO Gpocuu (repeiiiuTe Ha 2 BOMPOC)
b.Jla, kypto (nepeiiaute Ha 3 BOMpOC)
¢.  Her (nepeiinute Ha 4 BONIPOC)

i i napr Q 3
2. Kora Bei Gpocuiu Kyputs? (rof) f ALI  ; CKOJBKO JIET BBI KypUu L

3.CKO/IbKO NaYeK B JIeHb BBl KypHIIH/KypHTE B JIEHB? oé B T€YEHHMH CKOJBKHX NeT?
4. Kyput 1 K10-1160 13 BammX OIU3KHX, Apy3eH, KoJer Va
(sBNIsIeTECH JIM BBl MACCUBHBIM KYPHUIIBILIAKOM) a Her

L

5.ITozBepranuch 1 Bl AeiicTBUIO BPEHbIX BELIECTB (ATKOr0Ib, npodeccronanbHbie GakTopsr)?

Bua BelecTs MPOAOIKUTEIBHOCTD [10IBEPIKEHHOCTH MepUO /1 NOJABEPIKEHHOCTH
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III.  Pouab Hac1eICTBEHHOCTH B 3THOJIOHH U naToreHese XOBJI
Boneer nu kro-n1u60 M3 BalIMX POJCTBEHHHKOB ajlJIEprHYECKMMH 3a00JIEBAaHUSIMH, GOJIE3HAMH

OpraHoB JbIXaHus?

-
1. Oren W ov Mém [ox quarnosa
v
2.Marb Mm/ , Tox anarHosa .
3.ChIHOBbBS M(a{,&d , F'ox auarnosa

4. louepn , [ox nuarnosa

w

CraBuinCh JIM BaM KOrAa-HUOYAb CJIeIyIOlHe JHATHO3bI:

Boaesnn Ha/Her

Nmemnyeckas 60/1e3Hb cepaua

ApTepHaJleaﬂ rHIepTeH3usl h

Anemust —_—

BpOHXﬂaJ]bHaﬂ acTma -4

DK3ema(aiepruveckuii

JlepMaTHT,HeiipoepMHT)

Orex KBunke,kpanusunua

AnjiepruueckHe  pUHHT(MOJIHHO3,CeHHAsI

JIMXOpa/iKa)

Anjeprudecknii 6Gponxur

JlexapcTBeHHast ajseprusi(ua KaKHe

npenapaThl,KaK NPOsIBJIsLIACE)

AJIJIepl"l/lfl Ha IEPCTb )KUBOTHBIX

IInmesasi aaneprusi (Ha KaKkue NPOAYKTHI,

KaK MposiBJIsljIach) =
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2 Ilpunumaere 1u Bl Kakue-nubo JiekapcTBa Ul JICUSHHs BA/XOBJI (Bkitouas MHransATOPbI,

TabNeTKH | T. J1.)

IIpenapat (MOAYEPKHYTD) Tlepuoa HCMOJIb30BAHMS, Spdexr
J03MPOBKA

cnabblii | cpeaHHii xopowHii

Cansbyromon (Bedrosiny,

AcTaBeHT, Beporexk,

BenTese, ®eHOTEPOJ) -
ATpOBEHT, WnBeHT,

Cnupusa, Mnparponus

Gpomu

dopmotepos, CepeBeHT

denoTEPOJIA THAPOOPOMHL
+ Unparponusi 5poMHI

DIUKCOTH], beka3oH,
TlyapMHKOPT,
@ayrukason, [lukie30Hu1

Ceperng, CumOuKopA,
IpPioCan, Bypomuke

CuHryasp

Tpeann30/0H B TabIeTKAX

Jpyrue npenapaT'bl é/; . + J
597

Ouenounsiii eer XOBJI (CAT)

B Ka)XKIOM MyHKTE, MPUBEJCHHOM HWXKE, OTMETHTE TOT oTBeT-1UDPY, KOTOPHIH Hanbosee TOUHO
oTpakaeT Baie camMouyBCTBHE Ha nanHBIH MoMeHT. Ha Kkaykplif Bompoc BbiOMpaiiTe TONILKO
OJIUH OTBET.

Hanpuvep: Sl ouens  cuactms(a) 0 1 2 3 4 5 Mne oueHp TIpYCTHO
Ecan Bbl JGHCTBHTENIBHO OUeHb CYACT/MBBL, TO BRGUpaiite uudpy 0; ecim Bawm oueHb rpycTHO,
T0 - 5; Mdpa TPH 03HAYAET MPOMEKYTOUHOE cocTosHue. Eciu BBl cKkopee cyacTIuBeI - 1, eciu
rpyCcTUTE, HO HECHIIBHO - 4. :

$1 HMKOTZIa HEe KallJIsiio 012345 51 MOCTOAHHO KL

V MeHsl B JIETKUX COBCEM HET 02345 Moy  Jerkue  HaroJIHEHbI
MOKPOTBI MaKpOoTOH

V  MeH1  COBCeM HET {Q‘l 2345 V MeHs OuY€Hb CHIJIbHOE
OlIYLIEHUS  CHaBjeHus B OllylieHMEe  CJABICHHA B
IpYAHOMN KIIETKE IpyJHOH KJIETKe

Korpa s uay B ropy WM 012346/ Korma s way B ropy WM

~m——




image53.jpeg
NOAHMMAKOCh BBEPX Ha OAWH

NOJAHUMAKOCh BBEPX Ha OJIWH

JIECTHUYHBIA TMPOJET,y MEeHs JIECTHUYHBIN NpoJIeT,
HET OJBILKH BO3HUKAET CUJIbHAs OJBILIKA
Mos MOBCeIHeBHAs @1\ 2345 Most MOBCeHEBHAs

JEATEJIBHOCTh B TIpejeiiax
J0Ma HE OrpaHuyeHa

ACATENIBHOCTE B Mpeaeiax
J0Ma O4YE€Hb OrpaHU4YCHa

Hecmotps Ha Moe
3a00sieBaHHE NIerKux,s
YyBCTBYIO cebs

YBEPEHHO.KOI'la BBIXOXY H3
JoMa

Y12345

M3 3a wmoero 3aGoneBaHus
JIETKHX,5l COBCEM HE YyBCTBYIO
cebsl yBepeHHO,KOr1a BBIXOXKY
u3 1o0ma

51 cnio ovyeHb XOopouo

01p345

W3 3a wmoero 3aboneBaHus
JIETKHUX 5 CILIKO I1JIOXO

VY MeHst MHOTO OHEPrun

012345

VY MeHs HeT SHepruu

MMRC Ogsimka Scale

Kiace Onucanue oabILIKH

0 A1 3aapIxanack TOJIbKO NpH 6OIBIIMX (U3HYECKUX HATPY3KaX. —

1 V MeHs yuallaeTcs AbIXaHHe NPy X0/1b0e 110 POBHOM MECTHOCTH MJIM TOJBEME Ha
HeOOJIBLION XOJM.

2 [To poBHOM MECTHOCTH 5 X03Ky MeJICHHEe, YeM JI0U MOETO BO3PAcTa U3-3a OMIBIIKH 1
OCTaHaBJIMBAIOCH Jake MpHU X0/b0e B 00BIYHOM TeMITe. ’_P

3 S ocranaBMBaoCh, 4TGB! MEpeBECTH AbIXaHue rocie Xons66 Ha 100 MeTpoB 1M moce
X0/1b0BI B TE4EHHE HECKOJIBKMX MUHYT 0 POBHOM MECTHOCTH.

G
4 Y MeHs BO3HMKAeT OIbIIIKa Aa)Ke MPH OJeBAHHH U BBIXOJE U3 J0Ma.
=

Boaboe cnacu6o 3a Bamm orsersi!





image54.jpeg
AO «MEJAWHMHCKHH
YHUBEPCUTET ACTAHA»
Jormasnsiil Buoyrmaecrisii

«ACTAHA MEJAWIIHHA
YHUBEPCHTETI AK
Jdoraanai Buoytiraasie

KOMITET > : ROMuTEl

Bramueia w3 npororoaa Ne 4
sacenanns Kosurrera no ke
AO «Meunuudnil yinnepenter Acranay

ot 7 centadpa 2017 roza
Acrana, AQ «MeMUHHCKIE YHEBEPCHTET ACTaHay

Npueyrersona: [peacenarems Komirera aMmH., npod. Tawubaesa JL.C., cexperaps -
BexGepresosa 3.6, wienbt — kank., nipod. Xayunen KM.. ki, ou. Basaposa ABL R
aou. JlepOucagpa s, npod. farsimosa H.A., ki, gou. Konoe E.H. am.u. npodh
MavGernaesa B.C.. kaLh.. gow. Kyeynosa I'JL, k. [ixaxesosa A.C., Yernnosyy O.C.
Kropym ~ ecti.

[oseeriea 3nceanns:

o PaccMOTPEHHE ITHUCCKHN AOKYMEHTOB HAYHHO-HCCIE0BATEBCKON paGoThl no TeMme
I CHCTHICCKHE H 2IHICHETHYSCKHE ACTICKTH JNArHOCTHRY H lleCOHSﬂ“’SHpOBﬂHHOﬁ
TepaIHi CHHAPOMA TEPEKPSCTa GPOHXHATLHOI BCTMBL # XpOHIfEcKol OGCTpYKTHBHOH
Gosesti Aerkito, NIaAMpyesoli B pavKax rpantosoro (unanciposaius MOH PK.
Frasrbili necseaosatenb: 1.6.1., npod., axazemnk HAH PK BepenyGait P.H.

¢ Pajnoe.

Odeymaeie:
Brift  PACCMOTPEHEL JOKYMEHTH HCCACIOBANMA HE OPEAMET HTHHECKON COBMUCTHMOCTH,
npeactaniennbie Ha pacestorpenie Jlokantboro GuodTHeckoro KoMitera «FeHeTINecKIe 1
SUHHICHETHUCCKHE  ACHERTHL  JIHArHOCTHRE ¢ HepCOH€L1H]HPOBMH()ﬁ Tepanun CHEAPOMA
{fepekpecTa  GPOHNXMANLHOI  ACTMBI #  XPOHHUECKOH  0BCTPYKTHBHOM GonesHn  nerkux»,
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