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МИДЫҢ АРТЕРИОВЕНОЗДЫҚ МАЛЬФОРМАЦИЯСЫ, NGS, SNP, KRAS/BRAF СОМАТИКАЛЫҚ МУТАЦИЯ 

Зерттеу нысандары мидың артериовенозды мальформациясы бар пациенттерден алынған веноздық қан болды. 

Жобаның мақсаты жаңа буынның реттілік негізінде мидың артериовеноздық мальформациясының (АВМ) патогенезіне қатысты гендерді зерттеу, сондай-ақ бас миының АВМ дамуына ықпал ететін kras/BRAF соматикалық мутацияларының кездесуін бағалау болып табылады. 

Зерттеу әдістері: молекулярлық-генетикалық – жаңа буынды реттілік (NGS).
Зерттеулер нәтижесінде клиникалық үлгіні қалыптастыру басталды және АВМ диагнозы бар пациенттерден ДНҚ жиынтығы жасалды.
Жұмыстың тиімділігі мен маңыздылығы – бұл жоба болжамды және ықтимал асқынуларды бағалау мақсатында бас миының АВМ дамуына бейімділігі бар пациенттердің дербестендірілген медицинасын, симптомға дейінгі диагностикасын дамытуға және тәуекел топтарын анықтауға бағытталған, кейіннен белсенді профилактикалық емдеу, барабар симптоматикалық терапияны уақтылы жүргізу үшін хаттамалар жасауға негіз болады. 
Қолдану саласы – практикалық денсаулық сақтау.
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АРТЕРИОВЕНОЗНЫЕ МАЛЬФОРМАЦИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА, NGS, SNP, KRAS/BRAF СОМАТИЧЕСКИЕ МУТАЦИИ 
Объектами исследования являлись венозная кровь, взятая от пациентов с артериовенозными  мальформациями головного мозга. 

Цель работы заключается в изучении генов, вовлеченных в патогенез  артериовенозных мальформаций (АВМ) головного мозга на основе секвенирования нового поколения, а также  оценке  встречаемости  соматических мутаций KRAS/BRAF, способствующие развитию АВМ головного мозга. 

Методы исследования: молекулярно-генетические – секвенировнаие нового поколения (NGS).
В результате исследований начато формирование клинической выборки и создается коллекция ДНК от пациентов с диагнозом АВМ.
Эффективность и значимость работы - данный проект направлен на развитие персонализированной медицины, досимптомной диагностики и определение групп риска пациентов с предрасположенностью развития АВМ головного мозга c целью оценки прогноза и возможных осложнений, что в последующем послужит основой создания протоколов для  активного профилактического лечения, своевременного проведения адекватной симптоматической  терапии. 
Область применения – практическое здравоохранение.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями, обозначениями и сокращениями
	АВМ
	-
	артериовенозные мальформации головного мозга

	ДНК
	-
	дезоксирибонуклеиновая кислота

	Г
	-
	грамм

	ИМТ
	-
	индекс массы тела

	КТ
	-
	компьютерная томография

	Мг
	-
	милиграмм

	МРТ 
	-
	магнитно-резонансная томография                                                                                                    

	п.н.
	-
	пар нуклеотидов

	ПЦР
	-
	полимеразная цепная реакция


ВВЕДЕНИЕ
Распространенность (общее количество больных, страдающих данным заболеванием в определенный момент времени АВМ в среднем по миру колеблется от 10 до 18 на 100 тысяч населения и  показатель заболеваемости новых диагностированных случаев данного заболевания в разных популяциях варьирует от 0.89 до  1.34  случаев в год на 100 000 [3,4]. АВМ является причиной 2 % от всех общих инсультов и 4 % геморрагических инсультов. Выживаемость больных АВМ оставляет 85% в первые 10 лет, 65% - 30 лет с момента установления диагноза. Наблюдаемые показатели летальности и риск постоянной инвалидности, вызванных кровоизлиянием АВМ широко варьируют в разных исследованиях, но обычно находятся в диапазоне от 5% до 25% и от 10% до 40%,  соответственно [3,4].
Практикующие нейрохирурги Республики Казахстан в последнее время отмечают увеличение частоты встречаемости АВМ среди населения Казахстана. В частотности, тенденция к увеличению заболеваемости АВМ связана с появлением неинвазивных методов диагностики, таких например как МРТ, КТ. К сожалению, официальные статистические данные по распространенности данного заболевания в Казахстане отсутствуют.
Метрологическое обеспечение НИР. Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах -  ТОО «Инфрадин». Исследования проводятся на базе национальной научной лаборатории биотехнологии коллективного пользования РГП «Национальный центр биотехнологии». Для выполнения данного проекта имеются необходимые соответствующие помещения и коммуникации. Лаборатория оснащена всем необходимым оборудованием: бокс для выделения ДНК, термоциклеры простые и в режиме реального времени, генетический анализатор, спектрофотометры, центрифуги, низкотемпературные холодильники, морозильные камеры.

Цель проекта заключается в изучении генов, вовлеченных в патогенез артериовенозных мальформаций (АВМ) головного мозга на основе секвенирования нового поколения, а также  оценке встречаемости  соматических мутаций KRAS/BRAF, способствующие развитию АВМ головного мозга.  Ассоциативные  полиморфизмы генов с риском  развития  АВМ позволят прогнозировать кровоизлияние, анализ соматических мутаций KRAS/BRAF будет способствовать развитию таргетной терапии при АВМ 
Содержание исследований на 2020 год: (в соответствии с календарным планом) (приложение А): 
- Формирование экспериментальной выборки с АВМ головного мозга (не менее 50 образцов): Клинический осмотр пациентов с АВМ головного мозга, описание истории болезни, проведение анкетирования. Забор венозной крови от пациентов с АВМ (не менее 50 образцов). Сбор образцов тканей АВМ головного мозга, взятых при проведении операций.
- Выделение ДНК из венозной крови.

- Выделение ДНК из образцов тканей АВМ головного мозга

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ O НИР
1 Обоснование выбора направления исследований

Артериовенозные мальформации головного мозга (АВМ) (OMIM, #108010) представляют собой сплетение патологических артерий и вен, отсутствие нормальной капиллярной системы между ними, с образованием извитого сосудистого клубка. Наиболее частым клиническим проявлениям АВМ является внутричерепное кровоизлияние (геморрагический инсульт), приводящее к смертности, особенно у детей и людей молодого возраста, или к тяжелым неврологическим расстройствам [1]. Обнаружение АВМ в детском возрасте считают наиболее опасным, чем у взрослых, поскольку в период от 15 до 40 лет риск разрыва АВМ наибольший. [2]. Инвалидизация от последствий заболевания отмечается у 10%-40% больных [3]. Нужно отметить, что инвалидизация в основном происходит в  трудоспособном возрасте, также затрагивает детей [2,3]. Вышеописанные факты определяют социальное и медицинское значение этого заболевания. 

Ранее считалось, что АВМ  – это врожденный порок развития кровеносных сосудов головного мозга. Однако в связи с развитием геномных и других мультиомных технологий за последние несколько десятилетий взгляды на мальформации головного мозга сильно изменились. Появились многочисленные факты, указывающие на возможность появления АВМ в постэмбриональном периоде, а также свидетельства значительного изменения свойств мальформации с течением времени. В настоящее время АВМ делят на наследственные и спорадические формы заболевания. Более чем 95 % составляют спорадические формы и около 3 % АВМ вызваны наследственной геморрагической телеангиэктазией (HHT) по аутосомно-доминантному типу наследования, известную как болезнь Рандю-Ослера-Вебера [5]. HHT обусловлена мутациями в генах ENG (OMIM:131195), ACVRL1 (OMIM: 601284), и SMAD4 (OMIM: 600993). Все три гена кодируют белки, которые вовлечены в сигнальный путь  трансформирующего фактора роста TGF–β [6]. Как отмечают в исследованиях, существуют и другие гены, обуславливающие HHT, однако еще не идентифицированы, предположительно они локализованы на 5 и 7 хромосомах [1,7]. К наследственной форме АВМ также относятся капиллярные мальформации - артериовенозные мальформации (CM-AVM, OMIM #608354), причиной которых являются мутации в гене RASA1 [8].

Патогенез спорадической формы АВМ до сегодняшнего времени остается малоизученым. Исследования кандидатных генов и генетических факторов, обуславливающие развитие спорадических форм АВМ начались в 2000 годах. В работе Shantel Weinsheimer и его коллег от 2016 года представлены результаты первого GWAS-исследования (полногеномный поиск ассоциаций)  у пациентов с  АВМ головного мозга со спорадической формой, относящихся к европейской популяции. Данные исследования были инициированы консорциумом  по генетике артериовенозных мальформаций (GEN-AVM) с целью улучшения понимания генетики данного заболевания В данном исследовании для 515 случаев с АВМ и 1121 контролей было проведено генотипирование на микрочипах. В исследования GWAS включили  только такие полиморфизмы, в которых минорный аллель встречался  в общей популяции с частотой больше 0.01, таким образом, в анализ вошли общих 906 600 SNP. GWAS-анализ  выявил 57 SNP,  ассоциированных с АВМ головного мозга. Однако, во второй фазе данного исследования, в репликационной, которая проводилась на независимой  выборке (608 случаев с АВМ и 744 контроля) статистически значимых SNP не было обнаружено, лишь два полиморфизма в генах ACVRL1 и MMP3 имели P<0.05 [9]. Китайские коллеги Mingxu Ge с соавторами провели репликативный анализ связи  полиморфизма в гене  ACVRL1 с риском развития АВМ головного мозга на китайской популяции. Авторы отмечают, что полиморфизмы rs706819, rs2293094 и rs11169953 в гене ACVRL1 имеют высокую  восприимчивостью к АВМ головного мозга. Данные  полиморфизмы могут быть предложены в качестве полезных биомаркеров для прогнозирования индивидуальной восприимчивости к АВМ в китайской популяции. Mingxu Ge предлагает проводить дальнейшие функциональные исследования для понимания роли гена  ACVRL1 с риском развития ангиовенозных мальформаций [10].

Masaki Komiyama в своем обзоре касательно патогенза АВМ головного мозга суммировал имеющие исследования и предложил новые генетические аспекты развития заболевания. Было выделено несколько SNP, которые играют роль в ангиогенезе и воспалительных реакциях. Аполипопротеин Е (APOE), участвующий в метаболизме липопротеинов, ассоциирован с риском кровотечений при АВМ. Воспалительный  интерлейкин 6 (IL6), провоспалительный цитокин TNF-α −238G>А и  рецептор активин-подобной киназы 1 типа (ALK1) ассоциированы с риском развития АВМ головного мозга. Автор отмечает, что выше описанные полиморфизмы требуют репликации на выборках большого размера и на разных популяциях. Гистопатологические и биохимические анализы в образцах с АВМ показали повышенные концентрации провоспалительных цитокинов и ангиогенных факторов (ангиопоэтин-2, матриксная металлопротеиназа (ММР) -9, фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) и интерлейкин 6 (IL6) [1].

Литературные данные показывают, что АВМ головного мозга образуются в результате нарушения ангиогенеза первичных капилляров и неоваскуляризация способствует прогрессированию АВМ. Гены ангиогенеза включают несколько семейств: ингибиторы циклинзависимой киназы (CDKN2A, CDKN2B), семейство сосудистых эндотелиальных факторов роста (VEGF), их рецепторы (VEGFR), факторы роста фибробластов (FGF-2), ангиопоэтины (ANGPT-1,2), рецептор тирозинкиназы TEK (Tie) 1 и 2, интерлейкин-8 (IL-8), тромбоцитарный фактор роста (PDGF), трансформирующий фактор роста бета (TGF beta ) и ангиопоэтин-подобный белки (ANGPTL). Ген ANGPTL4 кодирует важный фактор ангиогенеза, участвующий в постнатальном образовании сосудов. Mikhak et al, впервые в 2011 году показал ассоциативную связь между полиморфизмом в гене  ANGPTL4 и развитием АВМ головного мозга в европейской популяции [11]. Цель исследований Erkinova и соавтр заключалась в проведении  репликации ассоциаций на русской популяции с последующим мета-анализом известных работ по данной тематике. Однако значимых ассоциаций между полиморфизмом rs11672433 гена ANGPTL4 и развитием АВМ авторы  не обнаружили[12]. Carmelo Lucio Sturiale  и др. провели детальный анализ по опубликованным работам относительно  SNP, ассоциированных с риском АВМ головного мозга спорадической формы, также отдельно выделили SNP,  которые  имеют повышенный риск внутричерепного кровоизлияния. Как уже описывалось выше, в основном это полиморфизмы генов, которые  вовлечены в воспалительные процессы и ангиогенез [13]. Leandro Barbosa Do Prado и др в  своем обзоре отмечают, что несмотря на достижения по изучению генетики АВМ, необходимо дальнейшее изучением механизмов образования АВМ и соответственно генов, вовлеченных в механизм образования [14].
2 Материалы и методы исследований

2.1 Объекты исследований
Дизайн исследования в последующем будет проводиться по принципу  «случай-контроль». 

2.1.1 Клиническая выборка 
В этом исследовании включаются пациенты  в возрасте от 18 до 70 лет (лица казахской национальности) с диагнозом артериовенозные  мальформации головного мозга, которые  подтверждены  данными КТ/МРТ и селективной церебральной ангиографией сосудов головного мозга. В проект включаются только добровольцы, при этом информированное согласие и анкеты были согласованы с локальной этической комиссией перед подачей конкурсной заявки. После получения информированного согласия на участие в исследование, всем участникам предложено анкетирование по специально разработанным опросникам. После этого забирается  венозная кровь.  
2.1.2 Выделение ДНК

Геномную ДНК из цельной крови  и тканей выделяли, используя коммерческий  набор MaqMAXTM DNA Multi-Sample kit фирмы Thermo Fisher Scientific, согласно инструкции производителя. 
3 Результаты исследований и их обсуждение

3.1 Формирование экспериментальной выборки с АВМ головного мозга.
Начато формирование экспериментальной выборки с АВМ головного мозга. Образцы венозной крови от пациентов с АВМ собираются на базе Национального центра нейрохирургии непосредственно врачами-нейрохирургами, которые являются участниками данного проекта. В настоящее время собрано 50 образцов крови от пациентов с АВМ головного мозга.  Проведен клинический осмотр пациентов с АВМ головного мозга, изучены данные МРТ головного мозга и истории болезни, проведено анкетирование. Анкета была разработана совместно с врачами-нейрохирургами, проводящими отбор пациентов (см. Приложение). В анкету включены основные пункты  согласно протоколу заседания Экспертной комиссии по вопросам развития здравоохранения МЗ РК №23 от 12.12.2013 относительно артериовенозных мальформаций головного мозга. Классификация артериовенозных мальформаций по Spetzler-Martin, вошедшая в употребление в 1986 г. Представлена в таблице 1. Артериовенозные мальформации подразделяются по величине, локализации и типу венозного дренажа [15].
Таблица 1 Градация АВМ головного мозга
	разделение АВМ по размерам
	Баллы

	1
	2

	< 3 см (мелкая)
	1

	3-6 см (большая)
	2

	более 6 см (гигантская)
	3

	по локализации
	

	вне функционально значимой зоны
	0

	в пределах функционально значимой зоны
	1

	разделение АВМ по характеру дренирования
	

	не имеет «глубоких» дренирующих вен
	0

	имеет «глубокие» дренирующие вены
	1


Под размером АВМ понимается максимальный размер клубка мальформации в лю- бой из плоскостей (без учета дренирующих вен). Под глубокими венозными коллекторами понимаются дренирующие вены, впадающие в систему большой вены мозга. Функцио  - нально значимыми зонами являются: двигательные и чувствительные зоны коры, речевые зоны, зрительная кора, зрительный бугор, гипоталамус, внутренняя капсула, ствол мозга, ядра и ножки мозжечка. Таким образом, каждая мальформация наделяется определенным количеством баллов, сумма которых указывает ее градационную степень от I до V. Приве- денная шкала обладает достаточными прогностическими возможностями в отношении риска хирургического удаления мальформации. При I (1 балл) градации риск оперативного вмешательства незначительный, при V градации (5 баллов) – возникают большие технические сложности, высок риск глубокой инвалидизации и летального исхода. У обследованных пациентов  наблюдался следующий размер АВМ  50 % - большие и 50 % - гигантские. У 80 % пациентов с АВМ по классификации Spetzler-Martin было выставлено 4 балла.
В выборку включаются только лица казахской национальности в возрасте от 18 до 70 лет.  Клинические характеристики представлены в таблице 2.
	N=50
	Пол (муж/жен)
	Возраст
	ИМТ, кг/м2
	АГ
	Курение

	
	32/18
	33.3±11.97
	23.53±5.27
	4
	8

	
	Примечание - ИМТ –индекс массы тела, АГ –артериальная гипертензия


Таблица 2 Клинические характеристики пациентов с АВМ

Возраст пациентов варьирует от 18 до 57 лет, из них преобладают мужчины, индекс массы тела (ИМТ) варьировал от 17,6 до 30,6.  Пациенты имели клинические диагнозы по заключениям МРТ - АВМ теменно-затылочной доли правого полушария, АВМ медиобазальных отделов правой  височной доли, АВМ правой гемисферы мозжечка, АВМ левой теменно-затылочной области, АВМ сильвиевой щели левого полушария, АВМ височно-затылочной долей. У большинства пациентов наблюдалось осложнение в виде симптоматической эпилепсии. У 14 пациентов – АВМ с разрывами, у остальных без разрывов. Размер АВМ у 50 % процентов  был в области 3-6 мм и у 50 % более 6 мм.  У 80 % собранных пациентов локализация АВМ наблюдалась - темя и затылок. При опросе пациентов у родственников АВМ головного мозга отсутствовали.  На основании собранных анамнезов  формируется электронная база данных.

Начат сбор образцов тканей АВМ головного мозга, взятых при проведении операций. В настоящее время имеет один образец – ткань АВМ головного мозга. Образец ткани взят  у мужчины 63 лет, имеющий ИМТ 27.3 кг/м2 при проведении операции - иссечение АВМ. Отработана методика сбора образцов в виде ткани, после забора ткань помещают в транспортную среду и при +4 0С  доставляют в Национальный центр биотехнологии.
3.2 Выделение ДНК из венозной крови.

Из собранных образцов венозной крови от пациентов с АВМ  была выделена ДНК, используя коммерческий набор. Набор включает технологию выделения ДНК на основе магнитных частиц, который в последующем позволяет использовать образцы ДНК для NGS. Для более точного определения концентрации ДНК был использован флуорометр Qubit 2.0. Концентрация ДНК варьировала от 518 нг/мкл до 1350 нг/мкл.   Формируется архивная коллекция ДНК для последующих работ по ДНК-секвенированию.

3.3 Выделение ДНК из образцов тканей АВМ головного мозга

Из одного образца ткани АВМ головного мозга проведено выделение ДНК. Первоначально кусочек ткани гомогенизировали, далее проводили выделение ДНК, используя коммерческий набор согласно инструкции изготовителя. Концентрация  выделенной ДНК составила 320 нг/мкл.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе выполнения настоящей работы в период с мая  по октябрь 2020  г от пациентов с АВМ собрана венозная кровь, проведен осмотр пациентов и собран необходимый анамнез, включая заключения МРТ, также собран образец ткани (место образования АВМ). Из собранных образцов выделена ДНК для последующих работ по ДНК-секвенированию.
Поставленные задачи по проекту выполнены согласно календарному плану. 
По завершению проекта результаты НИР будут активно использоваться врачами в клиниках в целях досимптомной диагностики. Данный проект направлен на развитие персонализированной  медицины, досимптомной диагностики и определение групп риска пациентов с предрасположенностью развития АВМ головного мозга c целью оценки прогноза и возможных осложнений, что в последующем послужит основой   создания протоколов для  активного профилактического лечения, своевременного проведения адекватной симптоматической  терапии. 
Целевыми потребителями полученных результатов являются медицинские учреждения Республики Казахстан: инсультные центры, отделения неврологии, лаборатории, поликлинические центры, медицинские учебные заведения.

В рамках данного проекта будут использованы новые технологии – секвенирование нового поколения и цифровая капельная ПЦР, что сопоставимо с исследованиями в сильных научных зарубежных центрах. Данный проект будет способствовать развитию научного направления по таргетному секвенированию генома человека в Казахстане. В дальнейшем, накопленный опыт и информация на основе полученных результатов может быть использована при разработке передовых диагностических методов в области медицины. Приобретенный опыт в работе с цифровой капельной ПЦР будет способствовать внедрению данной технологии в практическую медицину.
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ПРИЛОЖЕНИЕ  A 
Календарный план работ на 2020-2022
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б 
Индивидуальная регистрационная карта (форма ирк / ирф) исследуемого пациента
По проекту: «Изучение генетических факторов риска развития артериовенозных

мальформаций головного мозга в казахской популяции»
Ф.И.О______________________________________________________________________

Пол:___________,    национальность__________               дата рождения:_______________ 
полных лет:_________________________
 № истории болезни ______,  дата поступления _______,    дата выписки ________, 
койко-дни ____

Место постоянного жительства: область______________     город________________ улица______________дом________квартира_______тел  

(дом)_____________             (моб)_________

профессия:________________________________

Клинический (основной) диагноз:    _____________________________________________

______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Осложнение 
(геморрагический
 инсульт): ________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

Сопутствующий диагноз:
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

	№
	Параметры исследования
	к

	1
	1. Общие данные при поступлении
	

	11
	Пол:  мужской - (1), женский - (2).
	

	2
	Возраст (лет): 
	

	
	Масса тела (кг): 
	

	
	Рост (см):
	

	
	Индекс массы тела: 
	


	
	Анамнез жизни:

· Наследственные болезни –Нет – (1), да (2)
___________________________________________________________
· Было ли внутричерепное кровизлияние у близких родственников (мать, отец, родные брат и сестра) не знаю (3), нет (4), да (5)  если да, то у кого: __________________________________________________
· Выставлялся ли близким родственникам (мать, отец, родные брат и сестра), диагноз «АВМ»: нет (1), не знаю (2), да(3) если да, то у кого: ___________________________________________________________

	

	 
	Вредные привычки:

· Курение (стаж курения (лет), сколько сигарет в день) 
· Прием алкоголя: не пью вообще (1), редко (2)
	

	
	Инфекционные заболевания: нет (1), да (2) – указать какие 


	

	
	Сопутствующие заболевания:

· Артериальная гипертония (стаж, маскимальные цифры, «рабочее давление»)(1) _______________________________________________

· красная волчанка(1), системная склеродермия (2), синдром Шегрена (3), дерматомиозит (4), другие (5), синдром Марфана (6), васкулиты (7), другое______________________________________________

	

	
	2. Данные инструментальных методов исследования при поступлении
	

	2
	Данные МРТ/МРА головного мозга: 

______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________


	

	2
	Данные КТА:

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

	


	
	Данные селективной церебральной ангиографии: 

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

____________________________________________________________________________________________________________________________________


	

	
	3. Данные хирургического вмешательства
	

	4


	Вид операции (указать):

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Дата операции: _______________________
	

	4
	· Артериовенозная мальформация головного мозга

· Градация по Spetzler-Martin: I (1), II (2), III (3), IV (4), V (5).

· Размеры АВМ: 0-3 мм (1), 3-6 мм (2), более 6 мм (3)
· Локализация: лоб (1), темя (2), висок (3), затылок (4), мозжечок (5), ствол (6), базальная область (7).
· Дренажная вена: глубокая (1), поверхностная (2)

	

	
	Тип АВМ: 

с разрывом (1), без разрыва (2)

судорожный синдром:  есть (1), нет (2)

потоковая аневризма: есть (1), нет (2)
	

	
	Данные генетического исследования крови: 


	

	
	Примечания, дополнения: 
	


Ф.И.О. исследователя __________________________ подпись _________

Дата заполнения ________________________________
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