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РЕФЕРАТ

Есеп 31 бет, 9 кесте, 1 сурет, 25  әдебиет көзі, 2 қосымша  

ТОЛЫҚ ЭКЗОМДЫ СЕКВЕНИРЛЕУ, ПОЛИМОРФИЗМ, МУТАЦИЯ, ҚАБЫҚ АСТЫНА ҚАН ҚҰЙЫЛУДЫҢ, БИОИНФОРМАТТЫҚ ТАЛДАУ
Зерттеу нысаны Экзоманың кезектілігі туралы толық мәліметтер 

Жобаның мақсаты толық экзомды секвенирлеу деректерін талдау негізінде торлы қабық астына қан құйылудың (отбасылық формалар) дамытуға тартылған ген-кандидаттар (генетикалық вариациялар) анықтау болып табылады.

Зерттеу әдістері: молекулалық-генетикалық - жаңа буын тізбегі (NGS), биоинформатикалық талдау.
Зерттеулер нәтижесінде, атап айтқанда биоинформатика, гендердің клиникалық маңызды генетикалық нұсқалары анықталды: PLA2G7, HNMT, ABCC6, MSTO1, RNASEL, EDN1, SUMO4 және CCND1.

Жұмыстың тиімділігі мен маңыздылығы – Алынған деректер отбасылық формада ТҚАҚҚ-дың даму қаупін тудыратын ықтимал гендер-кандидаттар мен клиникалық маңызы бар полиморфизмдер туралы деректер базасын толықтырады. Жобаны орындау барысында алынған деректер тәжірибелік медицинада медициналық-генетикалық кеңес беру кезінде және спонтанды торлы қабық астына қан құйылуды клиникаға дейінгі ерте диагностикалау кезінде пайдаланылатын болады. Бұл емделушілерде белсенді профилактикалық ем жүргізуге, тиісті симптоматикалық емді уақтылы бастауға мүмкіндік береді.
Қолдану саласы – практикалық денсаулық сақтау.

РЕФЕРАТ

Отчет 31  с., 9 таб., 1 рис., 25 источн., 2 прил. 

ПОЛНОЭКЗОМНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ, ПОЛИМОРФИЗМ, МУТАЦИЯ, СУБАРАХНОИДАЛЬНОЕ КРОВОИЗЛИЯНИЕ, БИОИНФОРМАТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ
Объектами исследования являются данные полноэкзомного секвенирования.
Цель проекта заключается в выявлении генов-кандидатов (генетических вариаций), вовлеченных в развитие субарахноидальных кровоизлияний (семейные формы) на основе анализа данных полноэкзомного секвенирования.

Методы исследования: молекулярно-генетические – секвенировнаие нового поколения (NGS), биоинформатически анализ.
В результате исследований, а именно биоинформатического выявлены  клинически-значимые генетические варианты генов: PLA2G7, HNMT, ABCC6, MSTO1, RNASEL, EDN1, SUMO4 и CCND1.

 Эффективность и значимость работы - Полученные данные пополнят базы данных о возможных генах-кандидатах и  клинически значимых полиморфизмах, обуславливающие риск развития СAK в семейных формах. Полученные результаты  в ходе выполенния проекта в последующем могут быть использованы в практической медицине при медико-генетическом консультировании и при ранней доклинической диагностике спонтанных субарахноидальных кровоизлияниях. Будут определены маркеры досимптомной диагностики, что позволит проводить у пациентов активное профилактическое лечение, своевременно начать адекватную симптоматическую терапию. 

Область применения – практическое здравоохранение.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения
	АГ
	-
	артериальная гипертензия

	ВА
	-
	внутричерепные аневризм

	ДНК
	-
	дезоксирибонуклеиновая кислота

	ИБС
	-
	ишемическая болезнь сердца

	п.о.
	-
	пар оснований

	САК
	-
	субарахноидальное кровоизлияние

	NGS
	-
	next generation sequencing

	SNP
	-
	single nucleotide polymorphism


ВВЕДЕНИЕ
Инсульт занимает второе место в списке причин смертности во всем мире [1]. Наиболее распространенным подтипом геморрагического инсульта является  внутричерепное субарахноидальное кровоизлияние (САК) [2]. Основная причина САК заключается в патологических изменениях стенки сосудов головного мозга с последующим образованием внутричерепных аневризм (ВА), разрыв которых приводит к кровоизлиянию в субарахноидальное пространство мозга [3].

Главной проблемой субарахноидальных кровоизлияний является сложность ранней диагностики, ввиду бессимптомного течения заболевания с внезапным проявлением. Несвоевременное лечение приводит к тяжелым последствиям как инвалидизация и летальный исход. Этим обусловлена большая медицинская и социальная значимость данной проблемы. С развитием подходов превентивной и персонализированной медицины, стало возможным проводить раннюю диагностику по генетическим маркерам, обуславливающим этиологию заболеваний. Генетические маркеры являются важным диагностическим инструментом для досимптоматической диагностики, позволяющие выявлять пациентов входящих в группу риска, также устанавливать генетические профили больных и проводить индивидуальное лечение, специфически компенсируя функцию, затронутую генетическим дефектом. Используя знания о взаимодействии аллельных вариантов со средовыми факторами можно разрабатывать индивидуальные рекомендации по изменению стиля жизни, что позволит минимизировать риск заболевания. 

Полноэкзомное секвенирование является наиболее эффективным рациональным подходом к определению редких генетических вариантов и выявления генетической основы заболеваний посредством исследования семейных форм. С достижениями в области секвенирования нового поколения (NGS – Next generation sequencing), стоимость расшифровки нуклеотидной последовательности полного экзома значительно снизилась. Это позволяет исследовать генетические маркеры САК как на больших выборках пациентов, так и  исследовать семейные случаи. Как известно, семейный анамнез является самым сильным фактором риска развития субарахноидального кровоизлияния. Имеются данные, что первостепенные родственники пациентов с семейной формой САК  имеют в 7-10 раз более высокий риск спонтанных субарахноидальных кровоизлияний по сравнению с общей популяцией здоровых индивидов. Однако гены-кандидаты, вовлеченные в развитие данного заболевания до сих пор мало изучены.
Таким образом, в ходе реализации проекта будет проведен анализ данных полноэкзомного секвенирования пациентов с семейной формой субарахноидального кровоизлияния, с целью выявления детерминант, обуславливающих совокупный генетический вклад в патогенез субарахноидальных кровоизлияний. 
Полученные данные пополнят базы данных о возможных генах-кандидатах и  клинически значимых полиморфизмах, обуславливающие риск развития СAK в семейных формах. В последующем  результаты  исследования могут быть  использованы в практической медицине при медико-генетическом консультировании и при ранней доклинической диагностике, что в свою очередь позволит проводить у пациентов активную симптоматическую терапию и своевременно проводить хирургическое лечение. 

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 выявлении генов-кандидатов (генетических вариаций), вовлеченных в развитие субарахноидальных кровоизлияний (семейные формы)  на основе анализа данных полноэкзомного секвенирования.

Содержание исследований на 2020 год: (в соответствии с календарным планом) (приложение А): 
- Проведение биоинформатического анализа данных полноэкзомного секвенирования  от пациентов с подтвержденным САК (семейные формы).  
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
1 Обоснование выбора направления исследований

Инсульт является второй по значимости причиной смертности и основной причиной инвалидизации среди трудоспособного населения во всем мире [1]. Субарахноидальное кровоизлияние (САК) вследствие разрыва внутричерепных аневризм является одним из трех основных подтипов инсульта [2]. Несмотря на успехи в диагностике и лечении, заболеваемость САК, а также показатели 30-дневной смертности остаются стабильными в течение более трех десятилетий [3]. К сожалению, Казахстан не является исключением по данным показателям. Согласно официальной статистике Министерства здравоохранения Республики Казахстан ежегодно в нашей стране регистрируется более 40 тысяч случаев инсульта, из которых только 5 тысяч погибает в первые 10 дней и еще 5 тысяч в течение 1-го месяца после выписки на дому [4].

Большая часть летальных исходов после разрыва внутричерепных аневризм обусловлена быстрым и массивным повреждением участков головного мозга при первоначальном кровоизлиянии, которое невозможно исправить с помощью медиального и хирургического вмешательства [5]. При отсутствии своевременного оперативного лечения, выжившие после первого кровоизлияния пациенты, имеют угрозу развития повторных внутричерепных кровоизлияний, которые в большинстве случаев приводят к гибели больных [6]. Основной проблемой является бессимптомное течение процесса образования и роста аневризм. Бессимптомными носителями внутричерепных аневризм является 3-5% населения [7]. Следовательно, наиболее эффективными способами снижения заболеваемости и смертности, связанными с САК являются превентивные меры по снижению риска образования и разрыва внутричерепных аневризм, а также своевременное выявление бессимптомных неразорвавшихся аневризм у пациентов групп риска. 

Помимо образа жизни и медицинских факторов риска (курение, артериальная гипертензия и др.), исследования также продемонстрировали важную роль генетической компоненты при риске субарахноидальных кровоизлияний,  различают спорадические и семейные формы [8-10]. Однако вклад молекулярно- генетических механизмов в патогенез субарахноидальных кровоизлияний до сих пор плохо изучен. Масштабный международный проект по исследованию генетики семейных форм аневризмы головного мозга FIA (Familial Intracranial Aneurysm Study) выявило, что 10% пациентов с САК имеют положительный семейный анамнез [3]. При этом риск возникновения САК у первостепенных родственников пациентов выше в 1,8 - 6,6 раз [11]. Исследования также показали, что родственники первой и второй степени пациентов с САК имеют более высокий риск разрыва внутричерепных аневризм - 8,7% - 13,9% по сравнению с 1% в общей популяции [12].

Достижения в области секвенирования нового поколения (NGS) позволили снизить стоимость расшифровки нуклеотидной последовательности полного генома и полного экзома. Это расширило возможности изучения сразу большого количества генетических маркеров заболеваний на больших выборках пациентов, в том числе у членов их семей. Экзомное секвенирование является наиболее эффективным рациональным подходом к определению редких генетических вариантов и выявления генетической основы заболеваний посредством исследования семейных форм [13]. Не смотря на имеющие публикации по данной тематике можно отметить, что исследование новых семейных случаев с САК способствуют выявлении новых ассоциативных полиморфизмов, либо подтверждению ранее описанных.   На сегодняшний день экзомное секвенирование уже успешно применено для выявления генетических вариантов для ряда нейродегенеративных и онкологических заболеваний, а также заболеваний сердечно-сосудистой системы [14]. 
Наибольший прогресс в определении генетических вариантов субарахноидальных кровоизлияний с применением экзомного секвенирования достигнут в исследованиях на различных популяциях. Однако, данные исследования выявили ассоциацию в семейных случаях только с небольшим числом генов. Например, при исследованиях семей с САК были выявлены гены ANGPTL6 (ангиопоэтинподобный белок 6), RNF213 (кольцевой фингер-белок 213), THSD1 (домен тромбоспондина типа 1, содержащий белок 1), ARHGEF17 (Rho-гуанин фактор обмена нуклеотидов 17) и PCNT (перицентрин) как генетические факторы риска данного заболевания [15–19]. Другие исследования семейных форм САК показали возможную ассоциацию с генами ADAMTS15 (ADAM металлопептидаза с мотивом 15 тромбоспондина типа 1), LOXL2 (лизилоксидаза 2) и TMEM132B (трансмембранный белок 132B), но подчеркивают необходимость проверки представленных ими данных [20]. 

Несмотря на имеющиеся данные, в настоящее время до сих пор неизвестно, сколько генов вовлечены в патофизиологию САК. В отличие от моногенных заболеваний, в проявлении САК идентификация вовлеченных генов гораздо сложнее. Действительно, восприимчивость аллеля может увеличить вероятность того, что носительство приведет к развитию заболевания, однако присутствие этого аллеля недостаточно, чтобы объяснить в одиночку возникновение болезни в следствие чего результаты исследований генетических факторов риска возникновения САК имеют сильные различия. Очевидно, что значение данных экзомного секвенирования сильно зависит от тщательной клинической и фенотипической характеристики, потому что, в дополнение к наследственным факторам, САК также ассоциируется с приобретенными факторами риска. К тому же, предыдущие популяционные исследования показали этническую специфичность генетических маркеров заболеваний [21-24]. 
Исследование семейных случаев САК на основе экзомного секвенирования  позволяет выявлять новые гены, вовлеченные в патогенез заболевания. Например, в работе Xinghuan Ding и его коллег от 2020 года  была исследована  китайская семья ( 21 член семьи) У семи человек из этой семьи был диагностирован САК. Данные экзомного секвенирования показали, что новый вариант гена NFX1 c.2519T>C (p.Leu840Pro) играет роль в развитие семейной формы САК [25].
Исследований генетических вариантов риска наследственных семейных форм субарахноидальных кровоизлияний методами экзомного секвенирования в Республике ранее не проводилось. 
2 Материалы и методы исследований

2.1 Объекты исследований
2.1.1 Клиническая выборка 
В этом исследование была включена одна семья, казахской национальности, в которой наблюдаются наследственная патология внутричерепных кровоизлияний, также сосудистая патология. Пробандом является 57-летний мужчина, у которого был диагностирован САК в результате разрыва аневризмы (подтверждено компьютерной ангиографией). Родителей пробанда не оказалось в живых, образцы ДНК не были доступны для анализа.  В исследование были взяты сибсы пробанда: младший брат пробанда был также диагностирован с разрывом множественных аневризм средней мозговой артерии (50 лет, САК), сестра пробанда (60 лет) перенесла геморрагический инсульт в возрасте 56 лет и страдает АГ.  Вторая  сестра умерла в возрасте 48 лет в результате геморрагического инсульта. Других неврологических и системных заболеваний в анамнезе у исследуемых членов семьи не наблюдалось. 
В проект включались  только добровольцы, при этом информированное согласие и анкеты были согласованы с локальной этической комиссией. После получения информированного согласия на участие в исследование, всем участникам было предложено анкетирование по специально разработанным опросникам. Далее забиралась венозная кровь. Члены семьи были собраны до подачи проекта, в подаваемой заявке было указано 
2.1.2 Выделение ДНК

Геномную ДНК из цельной крови  выделяли, используя коммерческий  набор MaqMAXTM DNA Multi-Sample kit фирмы Thermo Fisher Scientific, согласно инструкции производителя.  ДНК было выделено до подачи проекта, в подаваемой заявке было указано 

2.1.3 Биоинформатический анализ
Биоинформатический анализ данных  полноэкзомного секвенирования человека в формате fastq, полученных на платформах NGS (оценка качества данных, картирование, маркировка дупликаций, идентификация генетических вариантов, а также биоинформатическая аннотация выявленных генетических вариантов согласно предикторам и базам данных (SIFT, PolyPhen, CADD, FATHMM, COSMIC, ClinVar и др) согласно конкурсной заявке  был заказан компании «K-Genomics».
3 Результаты исследований и их обсуждение

3.1 Клиническая характеристика пациентов семейной формы САК

Пробандом являлся  (II: 2, Рисунок 11) - 57-летний мужчина, у которого был диагностирован САК в результате разрыва аневризмы. Компьютерная ангиография выявила множественные ВА, которые располагались в левой части головного мозга - одна аневризма на передней мозговой артерии (ПМА) и две ВA на средней мозговой артерии (СМА). Других цереброваскулярных заболеваний, кроме аневризмы у пробанда не наблюдалось. Диагноз был подтвержден 2 неврологами независимо. Отец пробанда являлся условно здоровым и умер в возрасте 70 лет. У матери пробанда диагностирована ишемическая болезнь сердца (ИБС) и АГ.  Мать умерла в возрасте 53 лет. Поскольку родителей пробанда не оказалось в живых, образцы ДНК не были доступны для анализа. Однако у пробанда имеется 4 сибса.  Младший брат пробанда был также диагностирован с разрывом множественных аневризм средней мозговой артерии (II: 6, 50 лет, САК). Две старшие сестры пробанда (II:1, 48 лет; II : 2, 60 лет), одна из которых (II:1) умерла в возрасте 48 лет в результате геморрагического инсульта. Вторая сестра пробанда (II: 2, 60 лет) перенесла геморрагический инсульт в возрасте 56 лет и страдает АГ. Кроме того, у племянницы пробанда (IV: 1, 22 года) была диагностирована ранняя форма АГ. Других неврологических и системных заболеваний в анамнезе у исследуемых членов семьи не наблюдалось. Родословная исследуемой семьи представлена на рисунке 1 
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ИБС - ишемическая болезнь сердца, АГ - артериальная гипертензия, ГИ -геморрагический инсульт, САК - субарахноидальное кровоизлияние
Рисунок 1 - Родословная исследуемой казахской семьи с внутричерепными аневризмами и САК
Таким образом, экзомноое секвенирование было проведено для двух сибсов и  пробанда (всего три - II: 2, II: 4 и II: 6).  Экзомное секвенирование было проведено ранее в компании «Макроген»  (Южная Корея).
3.2 Биоинформатический анализ данных

Первичный анализ сырых данных экзомного секвенирования был проведен в интегрированном программном обеспечении RTA (анализ в реальном времени) с последующей конвертацией данных в FASTQ файл с помощью пакета bcl2fastq (Illumina v2.20.0). В результате было получено 22.52 ГБ необработанных данных экзомных нуклеотидных последовательностей средним размером по 7.5 ГБ для каждого образца. Всего было сгенерировано от 13,6 до 17,5 миллиардов нуклеотидных оснований для каждого образца ДНК. Более 97 % необработанных данных соответствовали значению Q20 c 51% GС составом (таблица 1). 

Таблица 1 - Статистика первичных прочтений (ридов) (FASTQ)

	Исследуемые образцы
	Общее кол-во нуклеотидов
	Общее кол-во ридов
	GС состав %
	Q20 показатель %
	Q30 показатель %

	II−2* 
	17,474,341,202
	117,266,490
	51.6
	97.9
	94.1

	II−4
	13,637,105,050
	92,194,480
	51.3
	96.6
	91.3

	II−6
	16,463,590,782
	110,392,196
	50.9
	97.4
	93

	Примечание  - * – пробанд.



Более 99 % первичных нуклеотидных прочтений (ридов) были сопоставимы с эталонным геномом человека (сборка NCBI 38, hg19). Для однозначно сопоставленных прочтений (ридов) > 99 % были сопоставимы с целевой (таргетной) областью, эта эффективность захвата была высокой, поскольку большинство таргетных областей имели размеры ~200 п.н. (Приложение  Б). Степень покрытия при различной глубине покрытия для всех образцов имела средний уровень покрытия 99,71 % при глубине покрытия ≥1Х. С увеличением глубины покрытия в образцах наблюдалось незначительное понижение уровня покрытия. Так, уровень покрытия варьировал среди образцов и образец II-4 имел самый низкий уровень охвата при максимальной глубине покрытия ≥ 50Х (таблица 2).
Таблица 2 - Статистика выравнивания и покрытия прочтений (ридов) 

	Характеристика   ридов после секвенирования
	Исследуемые образцы

	
	II−2*
	II−4
	II−6

	Общее кол-во нуклеотидов
	117266490
	92194480
	110392196

	Средняя длина (п.о.)
	149.01
	147.92
	149.14

	Общее кол-во (п.о.)
	17 474
	13637
	16463

	Таргетные регионы (п.о.)
	60507855
	60507855
	60507855

	Пропускная глубина таргетных регионов
	288.7
	225.3
	272

	Первичные сопоставимые риды
	117002148
	92004003
	110129 42

	Первичные сопоставимые риды (%)
	99.7
	99.7
	99.7

	Не избыточные риды
	105505452
	90015971
	104871148

	Не избыточные риды (%)
	90.1
	97.8
	95.2

	Таргетные риды
	79257955
	66962894
	73418694

	Таргетные риды (%)
	75.1
	74.3
	70

	Общее кол-во таргетных ридов (п.о.)
	9731200468
	8268529556
	9051261276

	Среднее покрытие таргетных регионов
	160.8
	136.6
	149.5

	Кол-во таргетных генотипов (≥1X)
	60474196
	60317938
	60326895

	Покрытие % (≥1X)
	99.9
	99.6
	99.7

	Кол-во таргетных генотипов (≥10X)
	60155453
	59951798
	60017227

	Покрытие % (≥10X)
	99.4
	99
	99.1

	Кол-во таргетных генотипов (≥20X)
	59476496
	59060276
	59297196

	Покрытие % (≥20X)
	98.2
	97.6
	97.9

	Кол-во таргетных генотипов (≥30X)
	58354527
	57535987
	58065659

	Покрытие % (≥30X)
	96.4
	95
	95.9

	Кол-во таргетных генотипов (≥50X)
	54532587
	52451503
	53852480

	Покрытие % (≥50X)
	90.1
	86.6
	89

	Примечание - 1 п.о. - пар оснований 
                          2 - кратность покрытия 
                          * - пробанд.


Определение генетических вариантов было выполнено с помощью программного обеспечения GATK Haplotypecaller. В каждом образце было определено от 98000 до более 101000 генетических вариантов. Далее варианты были отфильтрованы по dbSNP (сборка NCBI 38, hg19), проекту 1000 Genome,  и базам данных EPS6500, ExAC и ClinVar, dbNSFP и ACMG. 

Для анализа был использован встроенный инструмент анализа Variant Studio версии 2.2 (Illumina, США) для идентификации генетических вариантов, ассоциированных с заболеванием. Дополнительно был проведен анализ с использованием запатентованного алгоритма программного обеспечения SOPHiA Data Driven Medicine (DDM) версии 4.7.5 (Sophia Genetics, Saint-Sulpice, Швейцария) с целью сравнения и выявления самых значимых полиморфизмов генов, обуславливающих образование внутричерепных аневризм и риск САК в казахской этнической группе. Анализ вариантов проводился по рецессивной модели и модели компаунд-гетерозигот (compound heterozygotes). Рецессивная модель подразумевает наличие гомозиготных вариантов у пробанда и гетерозиготных вариантов у членов семьи. Такие варианты были отобраны в качестве вариантов-кандидатов, обуславливающих заболевание. И модель компаунд-гетерозигот, при которой у пробанда и у членов семьи генетические варианты были представлены в гетерозиготном состоянии.

В первую очередь мы сосредоточились на новых гетерозиготных вариантах в кодирующей области генов. Следовательно, в анализ были включены только функциональные варианты: 1) варианты, кодирующие белки; 2) варианты, приводящие к добавлению или утрате старт или стоп-кодона (start/stop gainedstart/stop lost); 3) варианты, приводящие к сдвигу рамки считывания; 4) инсерции/делеции; 5) синонимичные и несинонимичные варианты; 6) миссенс варианты и 7) варианты в районе сплайсинга (таблица 3).


Таблица -3 Статистика генетических вариантов

	Характеристика генетических вариантов
	Исследуемые образцы

	
	II−2*
	II−4
	II−6

	Кол-во SNP
	101748
	98099
	101575

	Синонимичные 
	12356
	11996
	12309

	Миссенс
	12007
	11734
	12082

	Приобретение стоп-кодона (stop gained)
	118
	119
	138

	Утрата стоп-кодона (stop lost)
	21
	30
	23

	Количество инсерции/делеции (Indel)
	15456
	14100
	15170

	Сдвиг рамки считывания
	273
	25
	269

	Инсерции
	199
	192
	190

	Делеции
	218
	212
	232

	Присутствующие в dbSNP151 (%)
	99.1
	99.2
	99

	Соотношение Hom/Het
	1.7
	1.7
	1.7

	Соотношение Ts/Tv
	2.2
	2.2
	2.2



На следующем этапе фильтрации были удалены доброкачественные/вероятно доброкачественные или варианты с неопределенной функцией согласно базе данных ClinVar. 

В программном обеспечении SOPHiA DDM варианты классифицируются по категориям патогенности и имеют буквенные значения: А, В, С и D, где А и В это патогенные и вероятно патогенные варианты соответственно,  С - варианты с неопределенной функцией, D - доброкачественные генетические варианты. Соответственно, варианты С и D также были исключены из анализа. В результате были определены клинически значимые патогенные полиморфизмы,  которые  в свою очередь  ассоциированны с риском развития ишемического инсульта (PRKCH rs2230500), инфаркта миокарда (LTA rs1041981), ИБС (IRSI rs1801278), риска гиперхолестеренимии и липопротеинов высокой плотности (EDN1 rs5370), сахарного диабета (IRS2 rs1805097), метаболического синдрома (SUMO4, SLC30A8) и ожирения (SDC3 rs2282440 и rs2491132). Полный список клинически значимых патогенных полиморфизмов представлен в Приложение  Б.


Дальнейшую оценку патогенности проводили по показателям SIFT и PolyPhen2. Показатель SIFT предсказывает, влияет ли аминокислотная замена на функцию белка. Показатель SIFT варьируется от 0 (вредный) до 1.0 (допустимый) и может быть интерпретирован следующим образом: от 0 до 0.05 - варианты с оценками в этом диапазоне считаются вредными и соответствуют буквенной классификации D (damaging). Оценка PolyPhen2 применяется для прогноза возможного влияния аминокислотного замещения на структуру и функцию белка. Показатель PolyPhen2 в диапазоне 0.452 - 1 детерминирует патогенный и вероятно патогенные варианты. 


Последним шагом фильтрации был отбор генетических вариантов по частоте встречаемости минорного аллеля < 0.05, в соответствии с базой данных 1000 Genome и по базе данных ExAC при значении < 0.05. ExAC  используется при фильтрации для выявления генетических вариантов, ассоциированных с редкими заболеваниями. Результаты этапов фильтрации приведены в таблице 4.

Таблица 4 - Фильтрация результатов экзомого секвенирования по трем моделям с применением двух инструментов – VariantStudio и SOPHiA DDM
	Шаги фильтрации
	VariantStudio
	SOPHiA DDM

	Шаг 1: варианты кодирующие белки или области сплайсинга 
	83147
	72500



	Шаг 2: патогенные варианты 
	119
	110

	Шаг 3: варианты SIFT и Polyphen2
	20
	18


	Шаг 4: варианты с MAF и ExAC 
	13
	10

	Шаг 5: варианты, ассоциированные с болезнью 
	3
	4

	Примечание -  MAF - частота минорного аллеля.


Таким образом, в результате было определено 13 генетических вариантов согласно VariantStudio и 10 вариантов в SOPHiA DDM (Приложение Л). Наиболее значимые клинически варианты, соответствующие всем критериям фильтров были определены в качестве возможных генов-кандидатов, обуславливающих риск образования, разрыва внутричерепных аневризм и САК в казахской этнической группе. Список генов-кандидатов приведен в таблице 5 и 6. 

Таблица 5 - Гены-кандидаты выявленные при анализе Variant Studio

	Хромосома
	Функцио
нальность
	Ген
	Замена в ДНК
	Замена в белке
	Референсная последовательность по базе dbSNP151
	Клиническая

значимость
	Показатель SIFT
	SIFT классификация

	2
	миссенс
	HNMT*
	c.314C>T
	p.Thr105Ile
	rs11558538
	риск фактор
	0.004
	D

	6
	миссенс
	PLA2G7*
	c.835G>T
	p.Val279Phe
	rs76863441
	патогенный
	0.007
	D

	16
	миссенс
	ABCC6
	c.3190C>T
	p.Arg1064Trp
	rs41278174
	патогенный
	0.01
	D

	Примечание - 1 * - варианты, встречающиеся у всех членов семьи включенных в              исследование  2 D (damaging) – повреждающий


Таблица 6 - Гены-кандидаты выявленные при анализе SOPHiA DDM

	Хромосома
	Функцио

нальность
	Ген
	Замена в ДНК
	Замена в белке
	Референсная последовательность по базе dbSNP151
	Клиническая

значимость
	Показатель Poly

Phen2

	6
	миссенс
	PLA2G7*
	c.835G>T
	p.Val279Phe
	rs76863441
	патогенный
	0.997

	
	миссенс
	MSTO1
	c.22G>A
	p.Val8Met
	rs762798018
	патогенный
	0.995

	2
	миссенс
	HNMT*
	c.314C>T
	p.Thr105Ile
	rs11558538
	риск фактор
	0.602

	1
	миссенс
	RNASEL
	c.1385G>A
	p.Arg462Gln
	rs486907
	риск фактор
	0.864

	Примечание - * - варианты, встречающиеся у всех членов семьи включенных в исследование


Согласно таблице 5 и 6, два гена - PLA2G7 и HNMT встречались в обоих анализах и более того, были выявлены у всех членов семьи, для  которых было проведено экзомное секвенирование. Также были выявлены миссенс варианты в генах ABCC6 (rs41278174), MSTO1 (rs762798018) и полиморфизме (rs486907) гена RNASEL.

Анализ по рецессивной модели выявил гомозиготные варианты по генам EDN1 (rs5370), SUMO4 (rs237025), CCND1 (rs9344) и ABCC6 (rs41278174) полиморфизм был патогенным у пробанда, которые были в гетерозиготном варианте у остальных членов семьи пробанда. Результаты анализа представлены в таблице 7
Таблица 7 - Результаты генетических вариантов по рецессивной модели 
	Хромосома
	Тип
	Функциональность
	Ген
	Замена в ДНК
	Замена в белке
	Клиничская значимость
	Референсная последовательность по базе dbSNP151
	Показатель SIFT
	SIFT классифи

кация

	6
	HOM/ HET
	миссенс
	EDN1
	c.594G>T
	p.Lys198Asn
	ассоциация
	rs5370
	0.117
	T

	6
	HOM/ HET
	миссенс
	SUMO4
	c.163G>A
	p.Val55Met
	риск фактор
	rs237025
	1.0
	T

	11
	HOM/ HET
	сайт сплайсинга
	CCND1
	c.723G>A
	p.Pro241Pro
	риск фактор
	rs9344
	.
	.

	16
	HOM/ HET
	миссенс
	ABCC6
	c.3190C>T
	p.Arg1064Trp
	патогенный
	rs41278174
	0.01
	D

	Примечание - 1 - HET - гетерозиготный, HOM – гомозиготный 2 - D (damaging) -повреждающий, Т (tolerated) - допустимый


Данные анализа по модели сложных гетерозигот определил 4 патогенных полиморфизма в гене ABCC6, расположенного на хромосоме 16 (Таблица 8). 

Таблица 8 - Результаты генетических вариантов по модели сложных гетерозигот

	Хромосома
	Тип
	Функцио

нальность
	Ген
	Замена в ДНК
	Замена в белке
	Референсная последовательность по базе dbSNP151
	Клиничская значимость
	Показатель SIFT
	SIFTклассифи

кация

	16
	HET/HET
	синонимичный 
	ABCC6
	c.2490C>T
	p.Ala830Ala
	rs9924755
	патогенный
	.
	.

	16
	HET/HET
	миссенс
	ABCC6
	c.1896C>A
	p.His632Gln
	rs8058694
	патогенный
	0.239
	T

	16
	HET/HET
	синонимичный
	ABCC6
	c.1890C>G
	p.Thr630Thr
	rs8058696
	патогенный
	.
	.

	16
	HET/HET
	миссенс
	ABCC6
	c.1841T>C
	p.Val614Ala
	rs12931472
	патогенный
	0.536
	T


Таким образом, генетические варианты генов PLA2G7, HNMT, ABCC6, MSTO1, RNASEL, EDN1, SUMO4 и CCND1 выбраны для последующей валидации в группе пациентов  наследственных форм внутричерепных субарахноидальных кровоизлияний  и в контрольной условно-здоровой  группе .
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе выполнения настоящей работы в период с октября  по декабрь  2020  г согласно календарному плану проведен бионформатический анализ данных, полученных после полноэкзомного секвенирования  трех образцов (пробанд и два сибса). Образцы от пациенты с подтвержденным САК (семейные формы), то есть из одной семьи.
В ходе проведения биоинформатического анализа и аннотации согласно предикторам и базам данных (SIFT, PolyPhen, CADD, FATHMM, COSMIC, ClinVar и др) были выявлены следующие генетических варианты генов: PLA2G7, HNMT, ABCC6, MSTO1, RNASEL, EDN1, SUMO4 и CCND1. Вышеперечисленные генетические варианты будут в последующем использованы для валидация клинически значимых патогенных полиморфизмов на основе  секвенирования по Сенгеру в группе условно-здоровых лиц. Также будет проведен скрининг выявленных клинически значимых патогенных полиморфизмов (мутаций)  у пациентов  с диагнозом  САК (семейная форма) на основе  секвенирования по Сенгеру.
Полученные данные пополнят базы данных о возможных генах-кандидатах и  клинически значимых полиморфизмах, обуславливающие риск развития СAK в семейных формах. Полученные результаты  в ходе выполенния проекта в последующем могут быть использованы в практической медицине при медико-генетическом консультировании и при ранней доклинической диагностике спонтанных субарахноидальных кровоизлияниях. Будут определены маркеры досимптомной диагностики, что позволит проводить у пациентов активное профилактическое лечение, своевременно начать адекватную симптоматическую терапию. 


Целевые потребители полученных результатов являются врачи-невропатологи, работающие в медицинских учреждениях Казахстана. 

В рамках данного проекта будут использованы новые технологии – секвенирование нового поколения , биоинформатический анализ и валидация данных, что сопоставимо с исследованиями  в сильных научных зарубежных центрах. Данные исследования будут способствовать развитию персонализированной медицины Республики Казахстан.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б 
Клинически значимые патогенные полиморфизмы по результатам экзомного секвенирования, присутствующие у исследуемых пациентов

Таблица Б.1- Клинически значимые патогенные полиморфизмы по результатам экзомного секвенирования, присутствующие у исследуемых пациентов

	Хромосома
	Зиготность
	Функциональность
	Ген
	Замена в ДНК
	Замена в белке
	Референсная последовательность по базе dbSNP151
	Клиничская значимость
	Название болезни по ClinVar
	Показатель SIFT
	SIFT_pred

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	chr1
	HET
	missense_variant
	SDC3
	c.986C>T
	p.Thr329Ile
	rs2282440;12755
	association
	Obesity
	0.449;
0.755
	T

	chr1
	HET
	missense_variant
	SDC3
	c.622G>A
	p.Val208Ile
	rs2491132;12756
	association
	Obesity
	0.681;
0.865
	T

	chr1
	HET
	missense_variant
	RNASEL
	c.1385G>A
	p.Arg462Gln
	rs486907;13006
	risk_factor
	Prostate_cancer
	0.03;
0.05
	D

	chr2
	HET
	splice_donor_variant&intron_variant
	DRC1
	c.1599+1G>A
	.
	rs146412095;525424
	Likely_pathogenic
	Ciliary_dyskinesia
	.
	.

	chr2
	HET
	missense_variant
	HNMT
	c.314C>T
	p.Thr105Ile
	rs11558538;5160
	risk_factor
	Asthma
	0.004
	D

	chr2
	HET
	missense_variant
	SLC11A1
	c.1627G>A
	p.Asp543Asn
	rs17235409;9233
	risk_factor
	Buruli_ulcer
	0.057
	T

	chr3
	HOM
	synonymous_variant
	MYNN
	c.18C>T
	p.His6His
	rs10936599;375477
	association
	Chronic_osteomyelitis
	.
	.

	chr4
	HET
	missense_variant
	ABCG2
	c.34G>A
	p.Val12Met
	rs2231137;30386
	Affects
	Uric_acid_concentration
	1.0;
1.0;
0.93;1.0
	T

	chr4
	HET
	stop_gained
	ADH1C
	c.232G>T
	p.Gly78*
	rs283413;rs932546861;18181
	risk_factor
	Parkinson_disease
	.
	.

	chr4
	HET
	missense_variant
	KLKB1
	c.428G>A
	p.Ser143Asn
	rs3733402;12037
	Pathogenic
	Prekallikrein_deficiency
	1.0;
1.0;
1.0;.
	T;T;T;.

	chr5
	HOM
	missense_variant
	AGXT2
	c.418G>A
	p.Val140Ile
	rs37369;427577
	Affects
	Beta-aminoisobutyric_aciduria
	1.0;

1.0
	T;.;T

	chr5
	HOM
	missense_variant
	IL13
	c.431A>G
	p.Gln144Arg
	rs20541;14673
	risk_factor
	Allergic_rhinitis
	1.0;.
	T;.



	chr5
	HET
	synonymous_variant
	IRGM
	c.313C>T
	p.Leu105Leu
	rs10065172;30716
	Pathogenic
	Inflammatory_bowel_disease_19
	.
	.

	chr6
	HOM
	missense_variant
	EDN1
	c.594G>T
	p.Lys198Asn
	rs5370;16652
	association
	High_density_lipoprotein_cholesterol_level_quantitative_trait_locus_7
	0.117
	T

	chr6
	HET
	missense_variant
	LTA
	c.179C>A
	p.Thr60Asn
	rs1041981;14379
	risk_factor
	Myocardial_infarction
	0.392
	T

	chr6
	HOM
	missense_variant
	PLA2G7
	c.1136T>C
	p.Val379Ala
	rs1051931;7916
	risk_factor
	Asthma_and_atopy
	0.321
	T

	chr6
	HOM
	missense_variant
	SUMO4
	c.163G>A
	p.Val55Met
	rs237025;2062
	risk_factor
	Diabetes_mellitus
	1.0
	T

	chr6
	HET
	missense_variant
	CCDC170
	c.1810G>A
	p.Val604Ile
	rs6929137;155873
	Likely_pathogenic
	Estrogen_resistance
	0.356
	T

	chr7
	HET
	missense_variant
	CALCR
	c.1442T>C
	p.Leu481Pro
	rs1801197;17636
	risk_factor
	Bone_mineral_density_quantitative_trait_locus_15
	1.0;
0.799;
1.0;
1.0
	T

	chr7
	HET
	missense_variant
	PPP1R3A
	c.2713G>T
	p.Asp905Tyr
	rs1799999;8706
	risk_factor
	Insulin_resistance
	0.0
	D

	chr7
	HET
	missense_variant
	PRSS1
	c.161A>G
	p.Asn54Ser
	rs144422014;11881
	Pathogenic
	Hereditary_pancreatitis
	0.448;
0.447;
0.621
	T;.;T;.;T

	chr8
	HET
	missense_variant
	SLC30A8
	c.973C>T
	p.Arg325Trp
	rs13266634;1000
	risk_factor
	DIABETES_MELLITUS
	0.044;
	D;D;T;D

	chr10
	HOM
	missense_variant
	STOX1
	c.457T>C
	p.Tyr153His
	rs1341667;1719
	risk_factor
	Preeclampsia/eclampsia_4
	0.328
	T

	chr11
	HET
	synonymous_variant
	IFITM3
	c.42T>C
	p.Ser14Ser
	rs12252;31527
	risk_factor
	Influenza
	.
	.

	chr11
	HET
	missense_variant
	SAA1
	c.209C>T
	p.Ala70Val
	rs1136743;18108
	Pathogenic
	Serum_amyloid_a_variant
	0.741
	T

	chr11
	HOM
	splice_region_variant&synonymous_variant
	CCND1
	c.723G>A
	p.Pro241Pro
	rs9344;13755
	risk_factor
	VON_HIPPEL-LINDAU_SYNDROME
	.
	.

	chr13
	HET
	missense_variant
	IRS2
	c.3170G>A
	p.Gly1057Asp
	rs1805097;8820
	risk_factor
	DIABETES
	0.221
	T

	chr14
	HET
	missense_variant
	PRKCH
	c.1120G>A
	p.Val374Ile
	rs2230500;4991
	risk_factor
	Cerebral_infarction
	0.302;
0.277;
0.217
	T

	chr15
	HET
	missense_variant
	TRPM7
	c.4445C>T
	p.Thr1482Ile
	rs8042919;4807
	risk_factor
	Amyotrophic_lateral_sclerosis-parkinsonism/dementia_complex_1
	0.247;
0.05
	T;D

	chr15
	HET
	missense_variant
	LOXL1
	c.422G>T
	p.Arg141Leu
	rs1048661;14360
	risk_factor
	Exfoliation_syndrome
	0.005
	D

	chr15
	HET
	missense_variant
	CHRNA5
	c.1192G>A
	p.Asp398Asn
	rs16969968;17497
	risk_factor
	Lung_cancer_susceptibility_2|Smoking_as_a_quantitative_trait_locus_3
	0.157
	T

	chr16
	HET
	synonymous_variant
	ABCC6
	c.2490C>T
	p.Ala830Ala
	rs9924755;433280
	Pathogenic
	Pseudoxanthoma_elasticum
	.
	.

	chr16
	HET
	missense_variant
	ABCC6
	c.1896C>A
	p.His632Gln
	rs8058694;433247
	Pathogenic
	Pseudoxanthoma_elasticum
	0.239;.
	T;.

	chr16
	HET
	synonymous_variant
	ABCC6
	c.1890C>G
	p.Thr630Thr
	rs8058696;433246
	Pathogenic
	Pseudoxanthoma_elasticum
	.
	.

	chr16
	HET
	missense_variant
	ABCC6
	c.1841T>C
	p.Val614Ala
	rs12931472;433244
	Pathogenic
	Pseudoxanthoma_elasticum
	0.536;.
	T;.

	chr16
	HOM
	splice_region_variant&intron_variant
	ABCC6
	c.1338+7C>G
	.
	rs9940089;433382
	Pathogenic
	Pseudoxanthoma_elasticum
	.
	.

	chr16
	HET
	missense_variant
	IL4R
	c.223A>G
	p.Ile75Val
	rs1805010;14666
	Pathogenic
	Acquired_immunodeficiency_syndrome
	1.0;
1.0;
1.0;
1.0;.
	T;T;T;T;.

	chr17
	HET
	missense_variant
	NLRP1
	c.464T>A
	p.Leu155His
	rs12150220;4163
	risk_factor
	Vitiligo-associated_multiple_autoimmune_disease_susceptibility_1
	0.06;.

0.069;
0.07;
0.059
	T;.;T;.;T;.;.;.;T

	chr19
	HET
	missense_variant
	ICAM1
	c.167A>T
	p.Lys56Met
	rs5491;14661
	risk_factor
	Malaria
	0.078;.
	T;.

	chr20
	HET
	missense_variant
	CST3
	c.73G>A
	p.Ala25Thr
	rs1064039;5635
	Pathogenic
	Age-related_macular_degeneration_11
	0.377
	T

	chr20
	HET
	missense_variant
	AURKA
	c.91T>A
	p.Phe31Ile
	rs2273535;6642
	risk_factor
	Colon_cancer
	0.497
	T

	chrX
	HET
	missense_variant
	SERPINA7
	c.909G>T
	p.Leu303Phe
	rs1804495;9785
	Pathogenic
	Thyroxine-binding_globulin
	0.013
	D

	chr1
	HET
	missense_variant
	DPYD
	c.85T>C
	p.Cys29Arg
	rs1801265;435
	Pathogenic
	Dihydropyrimidine_dehydrogenase_deficiency
	.
	.

	chr2
	HOM
	missense_variant&splice_region_variant
	GCKR
	c.1337T>C
	p.Leu446Pro
	rs1260326;8751
	association
	Fasting_plasma_glucose_level_quantitative_trait_locus_5
	1
	T

	chr2
	HET
	missense_variant
	FRZB
	c.970C>G
	p.Arg324Gly
	rs7775;5220
	risk_factor
	Osteoarthritis
	0.012
	D

	chr2
	HET
	splice_acceptor_variant&intron_variant
	COL6A3
	c.8966-1G>C
	.
	rs767517186;192263
	Pathogenic
	Dystonia_27|not_provided
	.
	.

	chr5
	HOM
	missense_variant
	AGXT2
	c.418G>A
	p.Val140Ile
	rs37369;427577
	Affects
	Beta-aminoisobutyric_aciduria
	1.0;

1.0
	T;.;T

	chr6
	HET
	missense_variant
	PLA2G7
	c.835G>T
	p.Val279Phe
	rs76863441;7914
	Pathogenic
	Platelet-activating_factor_acetylhydrolase_deficiency
	0.007
	D

	chr6
	HET
	missense_variant
	PLA2G7
	c.593T>C
	p.Ile198Thr
	rs1805018;7915
	risk_factor
	Asthma_and_atopy
	0.652
	T

	chr6
	HET
	splice_region_variant&intron_variant
	THBS2
	c.1478-8C>T
	.
	rs9406328;12713
	risk_factor
	Lumbar_disc_herniation
	.
	.

	chr7
	HET
	missense_variant
	NPSR1
	c.320A>T
	p.Asn107Ile
	rs324981;2192
	risk_factor
	Asthma-related_traits
	1
	T

	chr7
	HET
	missense_variant
	SLC26A4
	c.1238A>G
	p.Gln413Arg
	rs142498437;370080
	Likely_pathogenic
	Pendred's_syndrome
	0.011
	D

	chr11
	HET
	missense_variant
	SLC22A18
	c.512G>A
	p.Arg171His
	rs78838117;6977
	Pathogenic
	Rhabdomyosarcoma
	0.522
	T

	chr15
	HET
	missense_variant&splice_region_variant
	CILP
	c.1184T>C
	p.Ile395Thr
	rs2073711;6312
	risk_factor
	Lumbar_disc_disease
	0.259
	T

	chr16
	HET
	missense_variant
	DNASE1
	c.731G>A
	p.Arg244Gln
	rs1053874;16852
	risk_factor
	Systemic_lupus_erythematosus
	0.686;0.686;.
	T;T;.

	chr20
	HET
	missense_variant
	AURKA
	c.91T>A
	p.Phe31Ile
	rs2273535;6642
	risk_factor
	Colon_cancer
	0.497
	T

	chr1
	HOM
	missense_variant
	FAAH
	c.385C>A
	p.Pro129Thr
	rs324420;6724
	risk_factor
	Polysubstance_abuse
	0.318
	T

	chr2
	HET
	missense_variant&splice_region_variant
	GCKR
	c.1337T>C
	p.Leu446Pro
	rs1260326;8751
	association
	Fasting_plasma_glucose_level_quantitative_trait_locus_5
	1.0
	T

	chr2
	HET
	missense_variant
	IRS1
	c.2911G>A
	p.Gly971Arg
	rs1801278;29761
	risk_factor
	Coronary_artery_disease
	0.11
	T

	chr4
	HOM
	missense_variant
	TLR1
	c.743A>G
	p.Asn248Ser
	rs4833095;8361
	risk_factor
	Leprosy_5
	0.175
	T

	chr6
	HET
	missense_variant
	HLA-DPB1
	c.292A>G
	p.Lys98Glu
	rs1042140;14904
	risk_factor
	Beryllium_disease
	0.291;0.343
	T

	chr7
	HOM
	missense_variant
	NPSR1
	c.320A>T
	p.Asn107Ile
	rs324981;2192
	risk_factor
	Asthma-related_traits
	1.0
	T

	chr7
	HET
	missense_variant
	PON1
	c.163T>A
	p.Leu55Met
	rs854560;13736
	association
	Enzyme_activity_finding|Coronary_artery_disease
	0.02
	D

	chr11
	HET
	missense_variant
	TPCN2
	c.1450A>T
	p.Met484Leu
	rs35264875;727
	association
	Skin/hair/eye_pigmentation
	1.0
	T

	chr13
	HET
	frameshift_variant
	GJB2
	c.35delG
	p.Gly12fs
	rs80338939;17004
	Pathogenic
	Hearing_impairment|Bilateral_conductive_hearing_impairment|Bilateral_sensorineural_hearing_impairment|Severe_sensorineural_hearing_impairment|Inborn_genetic_diseases|Deafness|Mutilating_keratoderma|Knuckle_pads
	.
	.

	chr16
	HET
	missense_variant
	ABCC6
	c.3190C>T
	p.Arg1064Trp
	rs41278174;433305
	Pathogenic
	Pseudoxanthoma_elasticum
	0.01
	D

	chr20
	HOM
	synonymous_variant
	ZBTB46
	c.489T>C
	p.Ala163Ala
	rs755017;375482
	association
	Chronic_osteomyelitis
	.
	.
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