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WHOLE EXOME SEQUENCING, POLYMORPHISM, MUTATION, SUBARANOIDAL HEMORRHAGE, BIOINFORMATIC ANALYSIS

The objects of the study   are data of the whole exome sequencing. 
The aim of the project is to identify candidate genes (genetic variants) involved in the development of subarachnoid hemorrhages (familial forms) based on the analysis of the whole-exome sequencing data.

Research methods: molecular genetic - new generation sequencing (NGS), bioinformatic analysis.

Our study is the first to identify that the missense variant c.464 T>A (p.Leu155His) in the NLRP1 gene is a disease-causing mutation of IAs/SAH in our Kazakh pedigree. Mutation c.464 T>A (p.Leu155His) in the NLRP1 gene co-segregated with the phenotype, and this mutation was absent from the ethnicity-matched healthy controls. 

Efficiency and significance of the work - The obtained data will complement the databases on possible candidate genes and clinically significant polymorphisms that cause the risk of family forms of SAH development. The obtained data will be used in the practical medicine at medical-genetic consultation process and early diagnostics of familial SAH. 
Markers of presymptomatic diagnosis will be determined will be determined, which will allow active prophylactic treatment in patients and timely start adequate symptomatic therapy.

The field of application is practical health care.
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SYMBOLS AND ABBREVIATIONS
In this research report, the following terms are used with the corresponding definitions, symbols and abbreviations:

	AH
	-
	arterial hypertension

	ВА
	-
	intracranial aneurysms

	DNA
	-
	deoxyribonucleic acid

	CHD
	-
	coronary heart disease

	b.p.
	-
	base pairs

	SAH
	-
	subarachnoid hemorrhage

	NGS
	-
	next generation sequencing

	SNP
	-
	single nucleotide polymorphism


INTRODUCTION
Stroke is the second most important cause of death and the leading cause of disability in the world's working population [1]. Subarachnoid hemorrhage (SAH) due to a ruptured intracranial aneurysm is one of the three main subtypes of stroke [2]. The main cause of SAH is pathological changes in the wall of the cerebral vessels with the subsequent formation of intracranial aneurysms (IA), the rupture of which leads to hemorrhage into the subarachnoid space of the brain [3].
The main problem of SAH is the difficulty of early diagnosis, since there is an asymptomatic flow of the disease with sudden manifestation of it. Delayed treatment leads to severe consequences such as disability and death. This is due to the great medical and social significance of the problem. With the development of preventive and personalized medicine approaches, it has become possible to conduct early diagnosis using genetic markers that determine the etiology of diseases. Genetic markers are important diagnostic tools for pre-symptomatic diagnostics, enabling the identification of patients at risk, as well as the establishment of genetic profiles of patients. Moreover, it is possible to carry out individual treatment, specifically compensating for the function affected by genetic defects. Using knowledge about the interaction of allele variants with environmental factors, it is possible to develop individual recommendations for lifestyle changes, which will minimize the risk of disease.

Whole exome sequencing is the most effective rational approach to determine rare genetic variants and to identify the genetic basis of diseases through investigation of family forms. With advances in NGS, the cost of 'reading' a whole-exome nucleotide sequence has been significantly reduced. This makes it possible to study the genetic markers of NGS both on large samples of patients and as a familial case. It is known that family history is the strongest risk factor for SAH. There is an evidence that the primary relatives of patients with familial form of SAC have 7-10 times higher risk of spontaneous subarachnoid hemorrhage than the general population of healthy individuals. However, the candidate genes involved in this disease are still poorly understood.

Thus, in the course of the project implementation the data of full-exom sequencing of patients with the familial form of SAH will be analyzed in order to identify the determinants that cause the cumulative genetic contribution to the pathogenesis of subarachnoid hemorrhage.

The obtained data will complement the databases on possible candidate genes and clinically significant polymorphisms that cause the risk of family forms of SAH development. Subsequently, the results of the study can be used in practical medicine for medical genetic counseling and early preclinical diagnosis, which in turn will allow patients to carry out active symptomatic therapy and timely surgical treatment. 

Metrological support of scientific research. All measuring instruments and test equipment used during scientific research have passed the procedures of verification and certification in the relevant accredited bodies – KazMedServiceGroup LLP. Research is carried out at the national scientific laboratory of biotechnology for collective use of the RSE "National Center for Biotechnology". For the implementation of this project there are the necessary appropriate premises and communications. The laboratory is equipped with all the necessary equipment: a box for DNA extraction, ordniary and real-time thermal cyclers, a genetic analyzer, spectrophotometers, centrifuges, low-temperature refrigerators, freezers.

The aim of the project is to identify candidate genes (genetic variants) involved in the development of subarachnoid hemorrhages (familial forms) based on the analysis of the whole-exome sequencing data.

Content of research for 2021: (in accordance with the calendar plan) (Appendix A):

- DNA sequencing of identified clinically significant pathogenic polymorphisms (mutations) using Sanger sequencing (patients with familial SAH ).
- Validation of identified mutations using DNA sequencing (Sanger) in the group of healthy individuals.
- Comparison of the clinical course of SAH with polymorphisms in the identified genetic variants.
- Generalized analysis of results. Preparing an article for publication
Inv No. № 0220РК01569  - interim report for 2020 on scientific research work «General information "Study of candidate genes involved in the development of subarachnoid hemorrhages (familial forms) based on the whole-exam sequencing»
MAIN PART OF SRW
1 Rationale for the choice of research direction 

Stroke is the second leading cause of death and the leading cause of disability among the working-age population worldwide [1]. Subarachnoid hemorrhage (SAH) due to ruptured intracranial aneurysms is one of the three major subtypes of stroke [2]. Despite advances in diagnosis and treatment, the incidence of SAH and 30-day mortality rates have remained stable for more than three decades. [3]. According to the World Stroke Organization (WSO), 51% of all stroke deaths are due to hemorrhagic stroke (https://www.world-stroke.org/) [5]. Unfortunately, Kazakhstan is no exception in terms of these indicators. According to the official statistics of the Ministry of Health of the Republic of Kazakhstan, more than 40 thousand cases of stroke are recorded annually in our country, of which only 5 thousand die in the first 10 days and another 5 thousand within 1 month after being discharged at home. [6]. In Kazakhstan, in 2018, according to mortality rates by the main classes of causes of death, there are 61 people per 100,000 of the population from stroke [7]. 

Most of the deaths after the rupture of intracranial aneurysms are due to rapid and massive damage to parts of the brain during the initial hemorrhage, which cannot be corrected using medical and surgical intervention [8]. In the absence of timely surgical treatment, patients who survived after the first hemorrhage are at risk of developing repeated intracranial hemorrhages, which in most cases lead to the death of patients [9]. The main problem is the asymptomatic course of the formation and growth of aneurysms. Asymptomatic carriers of intracranial aneurysms are 3-5% of the population [10]. Therefore, the most effective ways to reduce morbidity and mortality associated with SAH are preventive measures to reduce the risk of formation and rupture of intracranial aneurysms, as well as timely detection of asymptomatic unruptured aneurysms in patients at risk. 

In addition to lifestyle and medical risk factors (smoking, arterial hypertension, etc.), studies have also demonstrated the important role of the genetic component in the risk of subarachnoid hemorrhage, distinguishing between sporadic and familial forms [11-13]. However, the contribution of molecular genetic mechanisms to the pathogenesis of subarachnoid hemorrhages is still poorly understood. A large-scale international project to study the genetics of familial forms of cerebral aneurysm FIA (Familial Intracranial Aneurysm Study) revealed that 10% of patients with SAH have a positive family history [14]. At the same time, the risk of SAH in the primary relatives of patients is 1.8 - 6.6 times higher. [15]. Studies have also shown that first- and second-degree relatives of patients with SAH have a higher risk of rupture of intracranial aneurysms - 8.7% - 13.9% compared with 1% in the general population [16].

Advances in next generation sequencing (NGS) have reduced the cost of decoding the nucleotide sequence of the complete genome and complete exome. This expanded the possibilities of studying a large number of genetic markers of diseases at once in large samples of patients, including their families. Exome sequencing is the most effective rational approach to identifying rare genetic variants and identifying the genetic basis of diseases through the study of familial forms [17]. Despite the existing publications on this topic, it can be noted that the study of new familial cases with SAH contributes to the identification of new associative polymorphisms, or confirmation of the previously described ones. To date, exome sequencing has already been successfully used to identify genetic variants for a number of neurodegenerative and oncological diseases, as well as diseases of the cardiovascular system [18]. 
The greatest progress in determining the genetic variants of subarachnoid hemorrhages using exome sequencing has been achieved in studies on various populations. However, these studies found an association in familial cases with only a small number of genes. For example, in studies of families with SAH, the genes ANGPTL6 (Angiopoietin Like 6), RNF213 (Ring Finger Protein 213), THSD1 (Thrombospondin Type 1 Domain Containing 1), ARHGEF17 (Rho Guanine Nucleotide Exchange Factor 17) and PCNT (Pericentrin) were identified as genetic risk factors for this disease [19–21]. Other studies of familial SAH have shown a possible association with the ADAMTS15 (ADAM Metallopeptidase With Thrombospondin Type 1 Motif 1), LOXL2 (Lysyl Oxidase Like 2), and TMEM132B (Transmembrane Protein 132B) genes, but highlight the need to validate their data [22]. 

Despite the available data, it is currently unknown how many genes are involved in the pathophysiology of SAH. In contrast to monogenic diseases, identification of the genes involved in the manifestation of SAH is much more difficult. Indeed, the susceptibility of an allele can increase the likelihood that carriage will lead to the development of the disease, but the presence of this allele is not enough to explain the onset of the disease alone. As a consequence, the results of studies of genetic risk factors for SAH have strong differences. Obviously, the significance of exome sequencing data is highly dependent on careful clinical and phenotypic characterization because, in addition to inherited factors, SAH is also associated with acquired risk factors. In addition, previous population studies have shown the ethnic specificity of genetic markers of diseases [23-25]. It should be noted that the study of new familial cases with SAH contributes to the identification of new associative polymorphisms, or confirmation of those previously described in various cohorts.

Investigation of familial cases of SAH based on exome sequencing makes it possible to identify new genes involved in the pathogenesis of the disease. 
For example, in 2015, Janice L. Farlow et al., using full exome sequencing, examined 45 families whose members had a confirmed diagnosis of IA. The authors managed to identify 68 rare genetic variants in 68 genes. In addition, it was found that 51 genes are expressed in tissues with IA, while the gene TMEM132B was observed to have differential expression in tissue with IA in comparison with the control vascular tissue. The gene TMEM132B encodes the transmembrane protein, which is a relatively uncharacterized protein of unknown function [22]. 

Oswaldo Lorenzo-Betancor and colleagues performed complete exome sequencing in 13 individuals from 3 families with autosomal dominant IA/SAH inheritance in order to identify candidate genes for this disease. The authors conclude that PCNT is a likely candidate gene for cerebrovascular disease. In addition, DNA sequencing of the gene exon was carried out PCNT in 161 patients with idiopathic IA/SAH in order to find additional carriers of potentially pathogenic variants. Pericentrin (Kendrin) is a protein that is encoded in humans by the PCNT gene on chromosome 21. This protein is localized in the centrosome and influences the correct formation of the centrosome and mitotic spindle and thus the continuous development of the cell cycle [26].

Thomas Sauvigny et al. performed total exome sequencing of 38 patients, of which 35 patients were unrelated to each other, but each of them had a history of first- or second-line relatives diagnosed with IA/SAH. Also, full exome sequencing was performed in three members of the same family diagnosed with IA/SAH. Based on the bioinformatic analysis of the data, the authors confirmed the role of genetic variants in the PCNT, RNF213, and THSD1 genes as factors of susceptibility to cerebrovascular diseases. In this case, the gene EDIL3 may be a new candidate gene for the development of this disease in familial forms. The protein encoded by the gene EDIL3i s an integrin ligand. It plays an important role in angiogenesis, vascular wall remodeling and development [17]. 

Santiago-Sim T. with colleagues, carried out full exome sequencing in a large family (21 people). A mutation in the THSD1 gene was identified, which segregated with 9 affected family members (three suffered from subarachnoid hemorrhage and 6 family members had an unruptured IA), and this mutation was absent in 13 healthy family members. The researchers studied the functional significance in a zebrafish model (Danio rerio); loss of Thsd1 function caused cerebral bleeding in fish. Mechanical loss of THSD1 disrupts focal adhesion of endothelial cells to the basement membrane [20].

The Japanese scientist Junxia Yan and colleagues performed full exome sequencing in 12 families, in which the number of AI cases per family was ≥3. In total, only 42 cases were included in the study. Subsequently, in bioinformatics analysis, various strategies for filtering genomic data were used to identify candidate variants. The results showed that only the genetic variant (p.E133Q) in the gene ADAMTS15 is associated with IA in familial cases [27].

Chinese colleagues, based on the results of high-throughput sequencing of genomes and exomes of 19 patients from China with familial IA and one patient with sporadic IA, analyzed  single nucleotide variants (SNVs) in genes ADAMTS at risk of developing IA. The genes ADAMTS encode the ADAMTS enzymes (A-disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs), which are secreted multi-domain matrix-associated zinc metalloendopeptidases that play a variety of roles in tissue morphogenesis and pathophysiological remodeling, inflammation, and vascular biology. The frequencies of allelic variants of genes in the studied patients were compared with the controls found in publicly available international genomic databases. Transcriptome sequencing and methylation data were obtained from the Gene Expression Omnibus (GEO) database to identify differentially expressed genes ADAMTS and their sites methylation. Next, the authors constructed a network of possible interactions between proteins encoded by an overlapping set ofgenes ADAMTS. Thus, a total of 16 harmful genetic variants were identified in 13 genes ADAMTS associated with risks of developing IA. The authors conclude that IA is associated with genetic variants, differential expression, and abnormal methylation in genes ADAMTS, in particular ADAMTSL1 [28].

Ya Qiu Wu et al. studied a family in which five members were diagnosed with IA. For three family members diagnosed with IA and one family member (conditionally healthy), full exome sequencing was performed. Bioinformatic data analysis, using the principles of filtering and annotation, revealed 15 possible polymorphic variants associated with the risk of developing IA. The selected genetic variants were in the exon region, the “stoploss / stopgain” variants, which results in the loss or addition of a stop codon, respectively; in-frame insertions and deletions; not synonymous options; and finally, the variants in the splicing site. At the same time, the frequency of minor alleles (MAF) was less than 1% in the databases "1000 genomes" (http://www.1000genomes.org/data) and dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp /). Taking into account the known genes or the association of ontologies with cardiovascular morphogenesis, 5 candidate genetic variants were selected in the genes: DHRS3, OR2G3, LOXL2, FGL1, and KLC3. The results of validation based on Sanger DNA sequencing showed that only c.C133T / (p.H45Y) in the second exon of the gene LOXL2 is associated with certain IA phenotypes in the family. The gene LOXL2 encodes a protein from the lysyl oxidase family. Protein plays an important role in connective tissue biogenesis by encoding an extracellular copper-dependent amine oxidase that catalyzes the first step of cross-linking in collagen and elastin [23].

Yang X and colleagues performed exome sequencing in a group of 20 Chinese patients with IA (familial cases). Bioinformatic filters have been used to search for possible harmful variants with rare and low allele frequencies. Thus, the association of the low-frequency variant c.4394C> A (p.Ala1465Asp) (rs2298808) of the gene ARHGEF17 was revealed with IA. Subsequently, the above-described variant was reproduced in a cohort of Japanese patients with IA (familial forms). Additionally, a team of authors investigated candidate variants in a multiethnic collection (Japanese, Chinese, Europeans, Canadians) of samples from 86 familial cases of IA, data on sequencing were taken from published publications. The authors state that they have provided strong evidence in their work that ARHGEF17 is a genetic risk factor for IA [29].

In a multicenter study of a large Chinese family, 7 members of which were diagnosed with IA, the method of exome sequencing revealed 14 genetic variants (EFHD1, FNDC1, IFNA2, NFX1, MYOCD, RHO, PLK3, LENG8, SERAC1, HYDIN, KIAA HE1524, ESYT3, TIG4D7, NOTCH3), selected as candidate genes for further analysis. The candidate variants were validated by Sanger sequencing in all 7 cases with aneurysms with the additional inclusion of 8 apparently healthy family members in the analysis. Subsequent segregation analysis revealed a new pathogenic mutation c.2519T> C (p.Leu840Pro) in the gene not previously described in open databases NFX, which probably contributes to the pathogenesis of familial forms of IA. The gene NFX1 encodes a nucleic acid binding protein interacting with the conserved cis-element of the X1 box. Studies of homologues of the NFX1 protein demonstrate its importance for normal growth, function, and maintenance of cell homeostasis in different species. In addition, the authors identified a pathogenic missense variant c.1760G> A (p.Arg587His) of the gene NOTCH3, which was previously associated with the risk of developing IA [30].

Powel et al. performed exome sequencing for a cohort of 12 individuals from two families with a history of intracranial aneurysms. The families studied lived in Newfoundland. Bioinformatic data analysis, filtering steps, and polymorphism validation using the Sanger method showed that single nucleotide substitutions in the long intergenic non-coding region C4orf6 c.A1G (p.M1V) and in the gene SPDYE4 c.C103T (p.P35S), which is part of families involved in the regulation of the cell cycle are candidates for the risk of developing the disease. In the control sample, these polymorphisms were not found [31].

Studies of genetic variants of the risk of hereditary familial forms of subarachnoid hemorrhage using exome sequencing methods have not previously been conducted in the Republic.
2 Materials and research methods

2.1 Clinical sample 


This study included one family of Kazakh ethnicity, in which there is a hereditary pathology of intracranial hemorrhage, as well as vascular pathology.

The proband  was a 59-year-old Kazakh man who was diagnosed with SAH. Computed tomography angiography revealed multiple aneurysms, with one ruptured aneurysm on the anterior communicating artery and two unruptured IAs on the middle cerebral artery . No other cerebrovascular disease was found in the proband, except for the aneurysms. Peripheral blood samples were obtained from two IA-affected individuals, and two available family members. Informed written consent was obtained from all participants. Family members were collected until  to project submission, and the submitted application stated/

2.2 Isolation of  DNA
Genomic DNA from whole blood samples were isolated using the commercial MaqMAXTM DNA Multi-Sample kit, Thermo Fisher Scientific, according to the manufacturer's instructions. DNA was isolated until to the submission of the project, the submission indicated.

2.3 Bioinformatic analysis
Bioinformatic analysis of human whole exome sequencing data in fastq format obtained on NGS platforms (assessing read quality, mapping, marking of duplications, identification of genetic variants, as well as bioinformatic annotation of identified genetic variants according to predictors and databases (SIFT, PolyPhen, CADD, FATHMM, ClinVar and others), according to the competitive bid, was ordered from «K-Genomics».
2.4 Sanger sequencing

The PCR products were purified by enzymatic digestion  using ExonucleaseI (Fermentas) and alkaline phosphatase (Fastap, Fermentas). The sequencing reaction was performed using the BigDye® Terminator v3.1 CycleSequencingKit (Applide Biosystems) according to the manufacturer's instructions, followed by separation of the fragments on an automatic genetic analyzer 3730xl DNA Analyzer (Applide Biosystems)
3 Research results and their discussion
3.1 Clinical characteristics of patients with familial SAH
The proband (II:4, Fig. 1) was a 59-year-old Kazakh man who was diagnosed with SAH. Computed tomography angiography revealed multiple aneurysms, with one ruptured aneurysm on the anterior communicating artery and two unruptured IAs on the middle cerebral artery . No other cerebrovascular disease was found in the proband, except for the aneurysms. Diagnosis was independently confirmed by two neurologists. The father of the proband had no familial history of IA and died in his 70s, whereas the mother of the proband was diagnosed with ischemic heart disease and hypertension and died at the age of 57 years. Therefore, blood samples of the parents of the proband were not available for mutation analysis.
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However, the proband has 4 siblings. Previously, his brother (II:6) was affected by SAH at the age of 50 years. He had a giant aneurysm on the middle cerebral artery (Fig. 1, II:6, 50 years, SAH). Furthermore, one of the older sisters (II:1) of the proband died in her 48s after an episode suggestive of hemorrhagic stroke. Another sister (II:2) was affected by ischemic heart disease. The niece (IV:1, 22-year-old) of the proband was diagnosed with early onset hypertension. No other neurological and systemic diseases were observed in the family members under study. The pedigree of the studied family is shown in the figure 1
Figure 1 - Pedigree of the studied Kazakh family with intracranial aneurysms and SAH
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Figure 2 – MR angiography images of the family members with intracranial aneurysm (clinically affected cases).
Thus, exome sequencing was carried out for two siblings and a proband (three in total - II: 2, II: 4, and II: 6). Exome sequencing was performed earlier at Macrogen company (South Korea).
3.2 Bioinformatics data analysis


Bioinformatic analysis of human exomes was carried out according to the main scheme, which is shown in Figure 3

[image: image10.emf]. 
Figure 3 - Basic scheme of bioinformatic analysis of human exomes
  3.2.1 Assessing Read Quality 

The sequencing quality of the reads was assessed using FastQC v.0.11.5. and Multiqc. Sequencing quality results were pooled and compiled into a single file. Figure 4, 5 shows the results of the distribution of duplicated reads, which were searched and evaluated using PicardTools.
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Figure 4 - Distribution of the number of unique and duplicated sequence reads.
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Figure 5 - Average quality score of sequence reads for three samples (forward and reverse reading)


After the quality assessment procedure, the sequence reads were mapped and aligned to the reference human genome version hg19 using the Burrows-Wheeler Aligner v. 0.7.12 method, duplicated reads were marked, base pairs were recalibrated using Picard tools v. 1.130, the results of which are presented in the table 1. Identification of genetic variants was carried out using the Genome Analysis Toolkit (GATK) v.3.7.

Table 1. General statistics for mapping sequence reads.

	Name
	1d
	2d
	3d

	in total (QC-passed reads + QC-failed reads)
	117934237
	92747506
	111180255

	secondary
	208195
	231943
	344471

	supplementary
	456242
	311705
	421842

	duplicates
	11590769
	2068593
	5367330

	mapped
	117673115
	92559578
	110921084

	paired in sequencing
	117269800
	92203858
	110413942

	read1
	58634900
	46101929
	55206971

	read2
	58634900
	46101929
	55206971

	properly paired
	116395122
	91221922
	108852950

	with itself and mate mapped
	116932910
	91873560
	110029460

	singletons
	75768
	142370
	125311

	with mate mapped to a different chr
	448562
	559616
	1020136

	with mate mapped to a different chr (mapQ>= 5)
	349091
	454078
	852846


Next, the determination of genetic variants - single nucleotide variants (SNVs) and insertions/deletions was performed using the GATK Haplotypecaller (Genome Analysis Toolkit) software (https://www. broadinstitute.org/gatk/index.php). From 98,000 to over 101,000 genetic variants were identified in each sample. Genetic variants in the intronic region and synonymous variants that do not affect the splice region were removed.  

Genetic variants were annotated using the ANNOVAR program (http: // annovar. openbioinformatics.org) - location (coordinates on the genome), gene name, and transcript length. Allele frequencies were taken from publicly available databases 1000 Genomes Project (http:// internationalgenome. org/) and the Exome Aggregation Consortium database (ExAC; http:// exac. broadinstitute. org/), the Exome variant server, NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP; http:// evs. gs. washington. edu/ EVS/ ). SIFT (http://sift.jcvi.org/ ), PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard. edu/pph2/), and MutationTaster2 (http://www.mutationtaster.org/ ) tools were used to predict the pathogenicity of genetic variants. Clinical databases - ClinVar and Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM; https://www.omim.org/ ) were also used.

Variant Studio version 2.2 (Illumina, USA), an embedded analysis tool, was also used for the analysis to identify genetic variants associated with the disease. In addition, analysis was performed using the SOPHiA Data Driven Medicine (DDM) software version 4.7.5 (Sophia Genetics, Saint-Sulpice, Switzerland) algorithm to compare and identify the most significant gene polymorphisms responsible for intracranial aneurysms and SAH risk in the Kazakh ethnic group. Variant analysis was performed according to recessive model and compound heterozygote model. The recessive model implies presence of homozygous variants in the proband and heterozygous variants in family members. Such variants were selected as candidate variants causing the disease. In compound heterozygote model the proband and family members had heterozygous genetic variants.

First of all, we focused on new heterozygous variants in the coding regions of the genes. Consequently, only functional variants were included to the analysis: 1) variants that encode proteins; 2) variants that lead to the insertion or loss of start or stop codons (start/stop gained, start/stop lost); 3) variants that lead to reading frameshift; 4) insertions/deletions; 5) synonymous and non-synonymous variants; 6) missense variants; and 7) variants in a splice region (Table 2).
Table 2 -  Genetic variants statistics

	Name
	II−2*
	II−4
	II−6

	Number of identified SNPs
	101748
	98099
	101575

	Synonymous
	12356
	11996
	12309

	Missense
	12007
	11734
	12082

	Stop codon gained (stop-gain)
	118
	119
	138

	Loss of stop codon (stop-lost)
	21
	30
	23

	Number of identified insertions/deletions (Indel)
	15456
	14100
	15170

	Frameshift
	273
	25
	269

	Insertion
	199
	192
	190

	Deletion
	218
	212
	232

	Exist in dbSNP151 (%)
	99.1
	99.2
	99

	Hom/Het ratio
	1.7
	1.7
	1.7

	Ts/Tv ratio
	2.2
	2.2
	2.2


Next, benign/probably benign variants or variants with undetermined function were removed based on the ClinVar database.

In the SOPHiA DDM software, variants are classified by pathogenicity categories and have letter grades: A, B, C, and D. There A and B denote pathogenic and likely pathogenic variants, respectively; C is for variants with uncertain function and D is for benign genetic variants. Therefore, variants C and D were also excluded from the analysis. As a result, clinically significant pathogenic polymorphisms were identified, which in turn are associated with the risk of ischemic stroke (PRKCH rs2230500), myocardial infarction (LTA rs1041981), IHD (IRSI rs1801278), risk of hypercholesterolemia and high-density lipoproteins (EDN1 rs5370), diabetes (IRS2 rs1805097), metabolic syndrome (SUMO4, SLC30A8), and obesity (SDC3 rs2282440 and rs2491132). A complete list of clinically relevant pathogenic polymorphisms is presented in Appendix B.


Pathogenicity was further evaluated using the SIFT and PolyPhen2 scores. The SIFT score predicts whether an amino acid substitution affects protein function. The score ranges from 0 (deleterious) to 1.0 (tolerated) and can be interpreted as follows: variants with scores in the range from 0 to 0.05 are considered harmful and correspond to the letter classification D (deleterious). The PolyPhen2 score is used to predict the possible effect of amino acid substitution on protein structure and function. A PolyPhen2 score in the range 0.452 to 1 determines pathogenic and probably pathogenic variants.


The last step in filtration was to select genetic variants with minor allele frequency < 0.05 according to the 1000 Genome and the ExAC databases. ExAC is used in filtration to identify genetic variants associated with rare diseases. The current concept of studying contribution of mutations to the development of diseases includes studying rare or low-frequency mutations (MAF allele < 0.05). Results of these steps are reported in Table 3.
Table 3 - Filtration of exome sequencing results for three models using two instruments - VariantStudio and SOPHiA DDM

	Filtration steps
	VariantStudio
	SOPHiA DDM

	Step 1: variants encoding proteins or splicing regions
	83147
	72500

	Step 2: pathogenic variants
	119
	110

	Step 3: SIFT and Polyphen2 variants
	20
	18

	Step 4: variants with MAF and ExAC
	13
	10

	Step 5: variants associated with the disease
	3
	4

	Note -  MAF - Minor allele frequency


Thus, as a result, 13 genetic variants were identified  by VariantStudio and 10 variants by SOPHiA DDM. The most clinically significant variants corresponding to all filter criteria were identified as possible candidate genes that determine the risk of formation, rupture of intracranial aneurysms and SAH in the Kazakh ethnic group. The list of candidate genes is shown in Tables 4 and 5.
Table 4 - Candidate genes identified in the analysis of Variant Studio

	Chr
	Function
	Gene
	Nucleotide change
	Amino acid change
	Reference sequence in the base

 dbSNP
	Clin Var
	SIFT score
	SIFT classification



	2
	Missense
	HNMT*
	c.314C>T
	p.Thr105Ile
	rs11558538
	risk factor
	0.004
	D

	6
	Missense
	PLA2G7*
	c.835G>T
	p.Val279Phe
	rs76863441
	risk factor
	0.007
	D

	16
	Missense
	ABCC6
	c.3190C>T
	p.Arg1064Trp
	rs41278174
	pathogenic


	0.01
	D

	17
	Missense
	NLRP1
	c.464 T>A
	(p.Leu155His)
	rs12150220
	risk factor
	0.06
	T

	Note - 1 * - variants found in all family members included in the study 

           2 D - damaging 

           3 Chr - chromosome



Table 5 - Candidate genes identified by  the SOPHiA DDM analysis
	Chr
	Function
	Gene
	Nucleotide change
	Amino acid change
	Reference sequence in the base

 dbSNP
	Clin Var
	Poly

Phen2

	6
	Missense
	PLA2G7*
	c.835G>T
	p.Val279Phe
	rs76863441
	pathogenic
	0.997

	
	Missense
	MSTO1
	c.22G>A
	p.Val8Met
	rs762798018
	pathogenic
	0.995

	2
	Missense
	HNMT*
	c.314C>T
	p.Thr105Ile
	rs11558538
	risk factor
	0.602

	1
	Missense
	RNASEL
	c.1385G>A
	p.Arg462Gln
	rs486907
	risk factor
	0.864

	Note - 1 * - variants found in all family members included in the study 


According to Tables 4 and 5, two genes, PLA2G7 and HNMT, were found in both analyzes and, moreover, were detected in all family members for which exome sequencing was performed. Missense variants were also identified in the NLRP1 (rs12150220) ABCC6 (rs41278174), MSTO1 (rs762798018) and RNASEL gene polymorphism (rs486907).

Analysis by the recessive model revealed homozygous variants for the genes EDN1 (rs5370), SUMO4 (rs237025), CCND1 (rs9344), and ABCC6 (rs41278174), the polymorphism was pathogenic in the proband, which were heterozygous in other members of the proband's family. The analysis results are presented in table 6.
Table 6 - Results of genetic variants according to the recessive model

	Chr
	Type
	Function
	Gene
	Nucleotide change
	Amino acid change
	Clin var
	Reference sequence in the base ddSNP
	SIFT score
	SIFT classification



	6
	HOM/ HET
	Missense
	EDN1
	c.594G>T
	p.Lys198Asn
	association
	rs5370
	0.117
	T

	6
	HOM/ HET
	Missense
	SUMO4
	c.163G>A
	p.Val55Met
	risk factor
	rs237025
	1.0
	T

	11
	HOM/ HET
	Splicing site
	CCND1
	c.723G>A
	p.Pro241Pro
	risk factor
	rs9344
	.
	.

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

	Note - 1 - HET - heterozygous, HOM – homozygous, 2 - D - damaging, Т - tolerated


Analysis data using a complex heterozygote model identified 4 pathogenic polymorphisms in the ABCC6 gene located on chromosome 16 (Table 7).

Table 7 - Results of genetic variants according to the model of complex heterozygotes

	Chr
	Type
	Function
	Gene
	Nucleotide change
	Amino acid change
	Reference sequence in the base ddSNP
	Clin var
	SIFT score
	SIFT classification



	16
	HET/HET
	Synonymous

	ABCC6
	c.2490C>T
	p.Ala830Ala
	rs9924755
	pathogenic
	.
	.

	16
	HET/HET
	Missense
	ABCC6
	c.1896C>A
	p.His632Gln
	rs8058694
	pathogenic
	0.239
	T

	16
	HET/HET
	Synonymous

	ABCC6
	c.1890C>G
	p.Thr630Thr
	rs8058696
	pathogenic
	.
	.

	16
	HET/HET
	Missense
	ABCC6
	c.1841T>C
	p.Val614Ala
	rs12931472
	pathogenic
	0.536
	T


Thus, as a result of a comprehensive analysis, including the search for scientific publications for targeted genes that may be involved in the pathogenesis of aneurysms, the following genes were identified, which are presented in Table 8.
Table 8 - Variants in reported risk genes identified in the IA-affected family
	Chr
	Exon
	Position
	Genes
	Function
	Nucleotide change
	Amino acid change
	ExAC_EAS
	SIFT score
	ClinVar

	1
	1
	155610270
	MSTO1
	Missense
	c.22 G>A 
	(p.Val8Met)
	0.0004
	0.011
	risk factor

	2
	6
	182834857
	FRZB
	Missense
	c.970 C>G
	(p.Arg324Ser)
	0.007
	0.012
	risk factor

	2
	4
	138759649
	HNMT
	Missense
	c.314 C>T 
	(p.Thr105 Ile)
	0.04
	0.004
	risk factor

	6
	9
	46677098
	PLA2G7
	Missense
	c.835 G>T
	(p.Val279Phe)
	0.055
	0.007
	risk factor

	7
	3
	5582047
	NLRP1
	Missense
	c.464 T>A
	(p.Leu155His)
	0.035
	0.059
	Benign
(updated January 7, 2021), risk factor, (2007)


	Note - 1 - Chr, chromosome; 

           2 - EAS, East Asian



Thus, genetic variants of the MSTO1, FRZB, HNMT, PLA2G7, and NLRP1 genes were selected for t validation in the group of patients with familial  forms of intracranial subarachnoid hemorrhage and in the control healthy group.

3.3 Screening of identified clinically significant pathogenic polymorphisms (mutations) in patients diagnosed with SAH (familial form) based on Sanger sequencing 

It should be noted that confirmation (validation) of genetic data obtained after the next generation sequencing with the results of Sanger sequencing is a standard procedure.

Today, the classic Sanger sequencing is still the "gold standard", providing high quality and accuracy of the sequence being sequenced.

 To confirm the five genetic variants identified by WES, Sanger sequencing was performed on three of the participating family members (for two siblings and a proband (total - II: 2, II: 4 and II: 6). Moreover, the variants were validated in t he son of the proband, who had no disease.

Primers are presented in the Table 9. Primers were chosen using the Lasergene 6.0 /PrimeSelect software package, 

Table 9 - 1 List of primer sequences used for Sanger sequencing
	Gene
	SNV ID
	Forward primer
	Reverse primer
	Product size (bp)

	PLA2G7
	rs76863441
	3′-CAAAGAACATTAAGTTTACTTTC-5′
	5′-CCTTGGGTAAACAAGAATAAT-3′
	585

	HNMT
	rs11558538
	3′-TCTAGGAAGAGGTAGGAA-5′
	5′-AGATCCATGAGGATGAGT-3′
	478

	FRZB
	rs7775
	3′-GAATAATGTTCATATTGCATCAG-5′
	5′-CCCAAACCATTACAAAGG-3′
	494

	NLRP1
	rs12150220
	3′-AAGAAGAGGCTAGGCTTA-5′
	5′-AGATGTTTTCCAGAACCTC-3′
	537

	MSTO1
	rs762798018
	3′-TCTAGGAAGAGGTAGGAA-5′
	5′-AGATCCATGAGGATGAGT-3′
	477


The results of the distribution genotypes in the studied individuals are presented in Table 10.

Table 10 - Prevalence and co-segregation analysis of candidate variants

	
	Genes and reference numbers
	Nucleotide change
	II:2
	II:4
	II:6
	III:7

	1
	rs76863441

PLA2G7
	c.835 G>T
	GT

het
	GG

wt
	GG

wt
	GG

wt

	
	
	
	
	
	
	

	2
	rs11558538

HNMT
	c.314 C>T
	CT

het
	CT

het
	CT

het
	CT

het

	
	
	
	
	
	
	

	3
	rs7775

FRZB
	c.970 C>G
	CG

het
	CG

het
	CC

wt
	CC

wt

	
	
	
	
	
	
	

	4
	rs12150220

NLRP1
	c.464 T>A
	TT

wt
	AA

mut
	TA

het
	TT

wt

	
	
	
	
	
	
	

	5
	rs762798018

MSTO1
	c.22 G>A
	GA

het
	GG

wt
	GA

het
	GA

het

	
	
	
	
	
	
	

	Note: 1 het – heterozygous, 

          2 wt – wide type
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Figure 6 -  Validation of c.464 T>A (p.Leu155His) mutation in the NLRP1 gene via Sanger sequencing
The missense variant c.464 T>A (p.Leu155His) in the NLRP1 gene was confirmed to be homozygous in the proband (pedigree II:4; Fig. 2). We also identified a heterozygous mutation in his brother with IAs (pedigree II:6; Fig. 2), whereas his elder sister and son had the wild-type gene and a normal phenotype (pedigree II:2, III:7; Fig. 2). These results indicated that the c.464 T>A variant in the NLRP1 gene co-segregated with the disease phenotype in the family members that were tested, and were absent from the second-generation unaffected members. 

3.4 Validation of clinically significant pathogenic polymorphisms on the basis of the Sanger sequencing in the group representing the healthy population 

The genetic variants were validated in additional 145 sporadic IA cases to eliminate any false-positive findings.  Five genetic variants in the control group were directly sequenced using Sanger sequencing. Control group - patients of Kazakh ethnicity aged from 18 to 70 years without AVM of the brain confirmed by MRI / MRA / CTA and with absence of the history of hemorrhagic stroke. The results of the distribution genotypes in the studied individuals are presented in Table 11.

Table 11 - Prevalence and co-segregation analysis of candidate variants
	
	Genes and reference numbers
	Nucleotide change
	Controls

N=145

	1
	2
	3
	4

	1
	rs76863441

PLA2G7
	c.835 G>T
	GG
	GT
	TT

	
	
	
	140
	3
	1

	Continuation of table11

	1
	2
	3
	4

	2
	rs11558538

HNMT
	c.314 C>T
	CC
	CT
	TT

	
	
	
	144
	0
	1

	3
	rs7775

FRZB
	c.970 C>G
	CC
	CG
	GG

	
	
	
	139
	6
	0

	4
	rs12150220

NLRP1
	c.464 T>A
	TT
	TA
	AA

	
	
	
	145
	0
	0

	5
	rs762798018

MSTO1
	c.22 G>A
	GG
	GA
	AA

	
	
	
	144
	1
	0


Table 11 shows that the control group was dominated by wild-type alleles in the selected genes.

Thus, summarizing the results of Sanger sequencing of family members and control group, we can conclude that out of the selected five candidate genetic variants (MSTO1, FRZB, HNMT, PLA2G7, and NLRP1), mutations c.464 T>A (p.Leu155His) in the NLRP1 gene co-segregated with the phenotype. 

  3.5 Comparison of the clinical course of SAH with polymorphisms in the identified genetic variants………………………………………………...............................................
Согласно вышеизложенному вариант c.464 T> A в гене NLRP1 совмещен с фенотипом заболевания, так как мутантный аллель в гомозиготной форме присутствовал у пробанда и  мутантный аллель в гетерозиготной  форме присутствовал у его брата, у которых был верифицирован диагноз ИА головного мозга.
NLRP1 encodes a protein named NALP1, a member of the NLR family, which comprises proteins that contribute to both inflammatory and tissue remodeling processes [32]. Notably, chronic inflammation and infiltration of inflammatory cells, such as monocytes, macrophages, neutrophils, and lymphocytes, are early histological signs of aneurysm formation [33].

NLRP1 initiates inflammasome assembly in response to damage-associated signals through activation of caspase-1, which plays a key role in innate immunity and inflammation. Following activation, NLRP1 can directly interact with pro-caspase 1 through the adaptor protein apoptosis-associated speck-like protein containing a containing caspase recruitment domain CARD. The attraction of pro-caspase 1 to the inflammasome promotes its activation into caspase-1 which causes the maturation and secretion of pro-IL-1β and pro-IL-18  [34 Activation of the NLRP1 inflammasome is also required for the secretion of amphoterin protein. Active cytokines and amphoterin stimulate inflammatory responses [35]. The c.464 T>A (rs12150220) polymorphism was reported to play an important role in the normal activity of the NLRP1 gene. A previous study proposed a potential genetic relationship between the NLRP1 rs12150220 polymorphism in the Caucasian population, reporting reduced susceptibility of the population to autoimmune diseases, especially autoimmune Addison’s disease, type 1 diabetes, and systemic lupus erythematosus [36]. In a large-scale study of 114 families with vitiligo and associated autoimmune diseases, the genetic variant (p. Leu155His) of NLRP1 was reported as a candidate gene [37]. Other researchers revealed that activation of the NLRP1 inflammasome pathways may contribute to different pulmonary y disease conditions in mice [38]. Moreover, NLRP1 is involved in caspase-mediated apoptosis [29], which is a possible mechanism underlying cerebral aneurysm rupture [40].

Additionally, an analysis of evolutionary conservatism was carried out. They carry a functional load, and mutations in the conservative area lead to the appearance of a phenotype that is eliminated by natural selection

As a rule, the conservatism of a protein sequence can be determined by the presence of the same amino acids in similar parts of proteins in organisms of different species.We searched the Conserved Domains Database in NCBI and found that NLRP1 has three conserved domains (Fig. 3), namely the pyrin death domain (PYD, cd08320), the NTPase domain in apoptosis proteins involved in major histocompatibility complex (MHС) transcription activation (NATCH, pfam05729), and the leucine-rich repeats (LRR), ribonuclease inhibitor (RI)-like subfamily region (LRR, cl39015) [41]. The missense mutation p.Leu155His is located in the linker region between the PYD and NACHT domains of the NLRP1 receptor [19]. Orthologous comparison of Homo sapiens NLRP1 (NP_127497.1) to six other species (Pan troglodytes (XP_001167200.2), Macaca mulatta (NP_001107821.1), Canis lupus (XP_005619937.1), Bos taurus (XP_003587454.2), Mus musculus (NP_001035786.1), and Rattus norvegicus (XP_006246908.1)) indicated that leucine (L) was not fully conserved throughout evolution (Fig. 7). 
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Figure 7 - Protein location and evolutionary conservation of the NLRP1

As can be seen from the figure, high conservatism was found in humans with primates.

3.6 A generalized analysis of the results and the design process of the publication

On the basis of our research and summarizing the results obtained, following conclusions were made. Namely, a genetic variant (c.464 T> A; (p.Leu155His) in the NLRP1 gene not reported in the Kazakh population before was identified. NLRP1 c.464 T> A was segregated completely with certain IA phenotypes in the studied family.  It is important to note that our study had a limitation and it is that only one family was investigated.

Next step was to publish the results in a peer-reviewed journal indexed by Scopus and Web of Science. The paper was written in English language. Correction and editing of English was ordered to be performed by a specialized company in this area - the Editage.com (https://www.editage.com ) (see the certificate in the Appendix). At the end of July, the article was submitted to the journal Neurogenetic (https://www.springer.com/journal/10048 ). On August 11, 2021, a response was received from the editor and reviewers of this journal. The article was not accepted, and comments on the article were submitted (a screenshot is presented in the appendix). Considering reviewers’ comments, the article was corrected and submitted to the journal Molecular Brain (https://molecularbrain.biomedcentral.com/ ). However, the editor of the journal recommended submitting the publication to a clinical journal that publishes “Case report” -type articles. Currently, the article has been submitted and is under revision in the journal called Human Genome Variation (https://www.nature.com/hgv/ ) (see screenshot in the Appendix).

CONCLUSION

In a course of this work in the period from October 2020 to October 1, 2021 all the tasks written in the calendar plan have been completed. 

Bionformatic analysis of data obtained after full-exome sequencing of three samples (proband and two siblingss) was performed. The samples were from patients with confirmed SAH (familial forms), i.e., from the same family. Bioinformatic analysis and annotation according to predictors and databases (SIFT, PolyPhen, CADD, FATHMM, COSMIC, ClinVar, etc.) revealed the following genetic variants: MSTO1, FRZB, HNMT, PLA2G7 and NLRP1.
These genetic variants were subsequently validated by Sanger sequencing in a group of conditionally healthy (without IA) individuals (N=145). Screening of identified clinically significant pathogenic polymorphisms (mutations) in patients diagnosed with SAH (familial form) based on Sanger sequencing was also performed (4 individuals). A genetic variant (c.464 T> A; (p.Leu155His) in the NLRP1 gene was identified that had not previously been reported in the Kazakh population. NLRP1 c.464 T> A was segregated completely with certain IA phenotypes in the studied family; the mutant allele was absent in the conditionally healthy group.

Currently, the publication in the journal recommended by CCES MES has passed the peer-review stage, and is in the process of publication. Accordingly, there is a certificate from the journal. A publication in the journal Human Genome Variation has been submitted and is under the review process.

The obtained data will complement the databases on possible candidate genes and clinically significant polymorphisms that cause the risk of family forms of SAH development. The obtained data will be used in the practical medicine at medical-genetic consultation process and early diagnostics of familial SAH. 

The target consumers of the obtained results are neuropathologists that work in the medical institutions in Kazakhstan, also students studying in the specialty "medical genetics"

In the framework of this project new technologies will be used. Namely, it is the NGS, which is comparable with studies of credible foreign research centres. 

These studies will contribute to the development of personalized medicine in the Republic of Kazakhstan.
LIST OF REFERENCES
1 Global Health Estimates 2016: Death by Cause, Age, Sex, by Country and by Region, 2000-2016. Geneva, World Health Organisation: 2018. Режим доступа: http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en.
2 Skvortsova V.I. Hemorrhagic! stroke: a practical guide / ed. Skvortsova V.I., Krylov V.V. - M: Publishing house GEOTAR-Media, 2005-160p. (in Russian)
3 Van Gijn J, Rinkel GJ. Subarachnoid haemorrhage: diagnosis, causes andmanagement// Brain. - 2001; Vol. 124, № 2. - P. 249-278.
4 Review Rinkel GJ., Djibuti M., Algra A., and Van Gijn J. Prevalence andRisk of Rupture of Intracranial Aneurysms A Systematic review// Stroke. – 1998. -№ 29.- P.251–256.
5 Global Stroke Fact Sheet.World Stroke Organization. Режим доступа:  https://www.world-stroke.org// . Дата обращения 22.06.2021.
6 Akshulakov S.K. and others. Organization and state of the stroke service of the Republic of Kazakhstan at the end of 2016 // Neurosurgery and neurology of Kazakhstan. -2018.- №1 (50).- P. 31-36. (in Russian).
7 Statistical collection "Health of the population of the Republic of Kazakhstan and the activities of health care organizations in 2018" Medinform LLP., 2019. (in Russian).
8 Katati MJ, Santiago-Ramajo S, Perez-Garcia M, Meersmans-Sanchez JofreM, et al. Description of quality of life and its predictors in patients with aneurismal subarachnoid hemorrhage // Cerebrovasc. Dis.- 2007.- № 24. – P. 66-73.
9  Molyneux A. et al. International Subarachnoid Aneurysm Trial (ISAT) Collaborative Group. International Subarachnoid Aneurysm Trial (ISAT) of neurosurgical clipping versus endovascular coiling in 2143 patients with ruptured intracranial aneurysms: a randomised trial// Lancet. – 2002.- № 360. – P. 1267–74.
10 Cebral J.R., Pergolizzi R.S., and Putman C.M.. Computational fluiddynamics modeling of intracranial aneurysms: qualitative comparison with cerebral angiography // Academic Radiology. – 2007. - №14. – P. 804–813.
11  Zhao B, Rabinstein A et al. Surgical and endovascular treatment of poorgrade aneurysmal subarachnoid hemorrhage: a systematic review and meta-analysis// J Neurosurg Sci.- 2017. – Vol. 61. – P.403-415.
12  Han Y, Ye F, Long X, Li A Ultra-Early Treatment for Poor-Grade Aneurysmal Subarachnoid Hemorrhage: A Systematic Review and Meta-Analysis // World Neurosurg. – 2018. – e160-e171.
13  Jung K.H. New Pathophysiological Considerations on Cerebral Aneurysms // Neurointervention – 2018. – P.73-83.
14  Broderick J.P., Sauerbeck L.R., Foroud T., Huston J., Pankratz N, Meissner I., Brown R.D. The Familial Intracranial Aneurysm (FIA) study protocol. // BMC Medical Genetics. – 2005. –Vol.6. – P.17.
15  Bor AS, Rinkel GJ, van Norden J, et al. Long-term, serial screening for intracranial aneurysms in individuals with a family history of aneurysmal subarachnoid haemorrhage: a cohort study. // Lancet Neurol. – 2014. – Vol.13. –P.385–392.
16 Slot E, Rinkel G, Algra A, Ruigrok YM Patient and aneurysm characteristics in familial intracranial aneurysms. A systematic review and meta-analysis // PLoS One. - 2019. - Vol. 14. - e0213372.
17 Sauvigny T, Alawi M, Krause L, Renner S, Spohn M, Busch A, Kolbe Ve, Altmüller J, Rosenberge G. Exome sequencing in 38 patients with intracranial aneurysms and subarachnoid hemorrhage. //J Neurol. – 2020. – Vol.4. doi: 10.1007/s00415-020-09865-6. Online ahead of print.
18 Tony L Brown, Theresa M Meloche Exome Sequencing a Review of New Strategies for Rare Genomic Disease Research. // Genomics. – 2016. – Vol.108. – № 3-4. – P.109-114.
19 Zhou S, Ambalavanan A, Rochefort D, Xie P, Bourassa CV, Hince P, Dionne-Laporte et al RNF213 is associated with intracranial aneurysms in the French-Canadian population. // Am J Hum Genet. – 2006. – Vol. – 99. – № 5. – P. 072–1085. 
20  Santiago-Sim T, Fang X, Hennessy ML, Nalbach SV, DePalma SR, Lee MS, Greenway SC, McDonough B, Hergenroeder GW, Patek KJ, Colosimo SM, Qualmann KJ, Hagan JP, Milewicz DM, MacRae CA, Dymecki SM, Seidman CE, Seidman JG, Kim DH THSD1 (thrombospondin type 1 domain containing protein 1) mutation in the pathogenesis of intracranial aneurysm and subarachnoid hemorrhage. // Stroke . – 2016. – Vol.47. – № 12. –P. 3005–3013. 
21  Bourcier R, Le Scouarnec S, Bonnaud S, Karakachoff M, Bourcereau E, Heurtebise-Chretien S, Menguy C, et al. Rare coding variants in ANGPTL6 are associated with familial forms of intracranial aneurysm. //Am J Hum Genet. –2018. – Vol.102. – №1. – P.133–141. 
22 Farlow Janice L , Lin Hai ,  Sauerbeck Laura ,  Lai Dongbing ,  Koller Daniel L ,  Pugh Elizabeth,  Hetrick Kurt , et al., FIA Study Investigators. Lessons Learned from Whole Exome Sequencing in Multiplex Families Affected by a Complex Genetic Disorder, Intracranial Aneurysm. Multicenter Study // PLoS One. – 2015. - №. 10. – P. e0121104. doi: 10.1371/journal.pone.0121104.
23 Wu Y, Li Z, Shi Y, Chen L, Tan H, Wang Z, Yin C, Liu L, Hu J Exome sequencing identifes LOXL2 mutation as a cause of familial intracranial aneurysm // World Neurosurg. - 2018. № 109. – P. e812– e818.
24 Zhou S, Ziv Gan-Or et al. Genome-wide association analysis identifies new candidate risk loci for familial intracranial aneurysm in the French-Canadian population // Sci Rep. – 2018. – Vol. 8. - P 4356.
25 Foroud T., Sauerbeck L., Brown R. et al. Genome screen in familial intracranial aneurysm // BMC Med Genet. – 2009. – Vol. 10. – P. 3. 
26 Lorenzo-Betancor O, Blackburn PR, Edwards E, Vázquez-do-Campo R, Klee EW, Labbé C, Hodges K, Glover P, Sigafoos AN, Soto AI, Walton RL, Doxsey S, Bober MB, Jennings S, Clark KJ, Asmann Y, Miller D, Freeman WD, Meschia J, Ross OA. PCNT point mutations and familial intracranial aneurysms. // Neurology. – 2018. - № 91. – P. e2170-e2181. doi: 10.1212/WNL.0000000000006614.
27  Yan Junxia, Hitomi Toshiaki, Takenaka Katsunobu , Kato Masayasu , Hatasu Kobayashi Hatasu, Okuda Hiroko , Kouji H Harada , Akio Koizumi Genetic study of intracranial aneurysms. // Stroke. – 2015. - № 46. – P. 620-6. doi: 10.1161/STROKEAHA.114.007286. 
28 Chen Shi ,  Li Mengqi, Xin Wenqiang, Liu Shengze , Zheng Linfei,  Li Yan , Mengyao Li Mengyao,  Zhan Mengxiong, Yang Xinyu Intracranial aneurysm's association with genetic variants, transcription abnormality, and methylation changes in ADAMTS genes. // PeerJ. – 2020. - № 8. – P. e8596. doi: 10.7717/peerj.8596. 
29 Yang X, Li J, Fang Y, Zhang Z, Jin D, Chen X, Zhao Y, Li M, Huan L, Kent TA, Dong JF, Jiang R, Yang S, Jin L, Zhang J, Zhong TP, Yu F. Rho Guanine Nucleotide Exchange Factor ARHGEF17 Is a Risk Gene for Intracranial Aneurysms. // Circ Genom Precis Med. – 2018. - №11. – P. e002099. doi: 10.1161/CIRCGEN.117.002099
30 Ding X, Zhao S, Zhang Q, Yan Z, Wang Y, Wu Y, Li X et al. Exome Sequencing Reveals a Novel Variant in NFX1 Causing Intracranial Aneurysm in a Chinese Family // J Neurointerv Surg. -2020. -  Vol. 12. – P. 221–226.
31 Powell Amy E,  Fernandez  Bridget A,  Maroun Falah, Barbara Noble , Michael O Woods  Familial Intracranial Aneurysm in Newfoundland: Clinical and Genetic Analysis.// Can J Neurol Sci.- 2019. – Vol.46.- №5.-P.518-526. doi: 10.1017/cjn.2019.230.
32 Jin Y, Mailloux CM, Gowan K, Riccardi SL, LaBerge G, Bennett DC, Fain PR, Spritz RA (2007) NALP1 in vitiligo-associated multiple autoimmune disease. // N Engl J Med. – 2007. – Vol.356. – P.1216–1225. https://doi.org/10.1056/NEJMoa061592
33 Li YH, Wei X, Ji S, Gui SY, Zhang SM.  In vivo effects of the NLRP1/NLRP3 inflammasome pathway on latent respiratory virus infection. // Int J Mol Med. – 2018. – Vol. 41. – P.3620–3628. https://doi.org/10.3892/ijmm.2018.3521
34 Zhai Z, Liu W, Kaur M, Luo Y, Domenico J, Samson JM, Shellman YG, Norris DA, Dinarello CA, Spritz RA, Fujita M. NLRP1 promotes tumor growth by enhancing inflammasome activation and suppressing apoptosis in metastatic melanoma. // Oncogene. – 2018. - Vol.36. – P.3820–3830. https://doi.org/10.1038/onc.2017.26
35 Pentimalli L, Modesti A, Vignati A, Marchese E, Albanese A, Di Rocco F, Coletti A, Di Nardo P, Fantini C, Tirpakova B, Maira G.  Role of apoptosis in intracranial aneurysm rupture. // J Neurosurg. – 2004.  -/101:1018–1025. https://doi.org/10.3171/jns.2004.101.6.1018
36 Lp-PLA(2) Studies Collaboration, Thompson A, Gao P, Orfei L, Watson S, Di Angelantonio E, Kaptoge S, Ballantyne C, Cannon CP, Criqui M, Cushman M, Hofman A, Packard C, Thompson SG, Collins R, Danesh J. Lipoprotein-associated phospholipase A (2) and risk of coronary disease, stroke, and mortality: collaborative analysis of 32 prospective studies. // Lancetю – 2010.- Vol.375. – P.1536–1544. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(10)60319-4
37 Wilensky RL, Shi Y, Mohler ER, Hamamdzic D, Burgert ME, Li J, Postle A, Fenning RS, Bollinger JG, Hoffman BE, Pelchovitz DJ, Yang J, Mirabile RC, Webb CL, Zhang L, Zhang P, Gelb MH, Walker MC, Zalewski A, Macphee CH.  Inhibition of lipoprotein-associated phospholipase A2 reduces complex coronary atherosclerotic plaque development. //Nat Med.- 2008.- Vol. 14. P.1059–1066. https://doi.org/10.1038/nm.1870
38 Kruse S, Mao XQ, Heinzmann A, Blattmann S, Roberts MH, Braun S, Gao PS, Forster J, Kuehr J, Hopkin JM, Shirakawa T, Deichmann KA.  The Ile198Thr and Ala379Val variants of plasmatic PAF-acetylhydrolase impair catalytical activities and are associated with atopy and asthma./// Am J Hum Genet. – 2000. – Vol. 66. – P.1522–1530. https://doi.org/10.1086/302901
39 Liu Y, Wu X, Nie S, Zhou S, Xiao S, Gao X, Lin Z, Sun J, Huang Y  Methylation of phospholipase A2 group VII gene is associated with brain arteriovenous malformations in Han Chinese populations. // J Mol Neurosci. – 2020. Vol.70. – P.1056–1063. https://doi.org/10.1007/s12031-020-01508-9
40 Acosta S, Taimour S, Gottsäter A, Persson M, Engström G, Melander O, Zarrouk M, Nilsson PM, Smith JG.  Lp-PLA 2 activity and mass for prediction of incident abdominal aortic aneurysms: A prospective longitudinal cohort study. // Atherosclerosis. - 2017. – Vol. 262. P.14–18. https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2017.04.014
41 .
Kanneganti TD, Lamkanfi M, Núñez G Intracellular NOD-like receptors in host defense and disease. // Immunity. – 2017.- Vol. 27. – P. 549–559. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2007.10.002
APPENDIX A
Work schedule for 2020-2021
[image: image18.png]Minisie of Educarion and Sience of the Republic o Kuzakistan
Scierce Commiice
RSE NATIONAL CENTER FOR BIOTECHOLOGY
R,

UDC ST5.1:616.8
ISRST134.23.53; 34,1523
Stateregistation number 0/20PK00211
InvNe

APPROVED
ral Director

REPORT

ON SCINTIFIC RESEARCH WORK.

B —
i o) ke n e oo v
(s
pr—
T— .
Uyuif N, Kumanibciors

Nur-Sulian 2021




[image: image5.emf]
[image: image6.emf]
Work schedule calendar
	№ 
	Name of project objectives and measures for their implementation
	Start and finish of the work (dd/mm/yy)
	Expected Result

	
	
	
	2020 
	2021 

	1
	2
	4
	5
	6
	7

	1.
	Bioinformatics analysis of Whole exome sequencing data from patients with familial SAH
	01.10.2020-
	31.12.2020
	Bioinformatics analysis of Whole exome sequencing data from patients with familial SAH will be carried out
	


	2
	DNA sequencing  of identified clinically significant pathogenic polymorphisms (mutations) using Sanger sequencing (patients with familial SAH )


	01.12.2020-
	01.02.2021
	DNA sequencing  of identified clinically significant pathogenic polymorphisms (mutations) using Sanger sequencing (patients with familial SAH ) will be carried out
	DNA sequencing  of identified clinically significant pathogenic polymorphisms (mutations) using Sanger sequencing (patients with familial SAH ) will be carried out

	3 
	Validation of identified mutations using DNA sequencing (Sanger) in the group of healthy individuals
	01.01.2021-
	01.04.2021
	
	Validation of identified mutations using DNA sequencing (Sanger) in the group of healthy individuals will be carried out

	4
	Comparison of the clinical course of SAH with polymorphisms in the identified genetic variants
	01.04.2021-
	01.06.2021
	
	Comparison of the clinical course of SAH with polymorphisms in the identified genetic variants will be carried out

	5.
	Generalized analysis of results. Preparing an article for publication 
	01.06.2021-
	30.09.21
	
	Generalized analysis of results and preparing an article for publication will be carried out


APPENDIX B
Data on clinically significant pathogenic polymorphisms

Table – Clinical  significant pathogenic polymorphisms according to the results of exome sequencing, present in the studied patients

	Chr
	Type
	Function
	Gene
	Nucleotide change
	Amino acid change
	Reference sequence in the base ddSNP
	Clin var
	Disease
	SIFT score
	SIFT classification



	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;.



Continuation of table
	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


Continuation of table
	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


Continuation of table
	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


Continuation of table
	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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Генетические факторы риска развития семейных форм интракраниальных аневризм головного мозга. Литературный обзор.
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Резюме

Введение. Субарахноидальные кровоизлияния (САК) - это особый вид острого нарушения мозгового кровообращения, возникающее вследствие разрыва интракраниальных аневризм, различают спорадические и семейные формы. 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. 

Цель. Провести обзор литературных данных об исследовании генов-кандидатов и клинически значимых полиморфизмов, обуславливающие риск образования интракраниальных аневризм, их разрывов и соответственно СAK в семейных формах. 

Стратегия поиска. Для оценки значимости и актуальности проблемы данного заболевания на территории Республики Казахстан были изучены локальные статьи, сборники, содержащие статистические данные по заболеваемости, которые были представлены на русском языке.

В процессе поиска основной  литературы использована следующая поисковая система: Pubmed, по ключевым словам: интракраниальные аневризмы и генетика. Временной период был обозначен 2011-2021 годами. По данной теме выявлено 114 публикаций. В исследовании были включены только полнотекстовые публикации на английском языке, которые посвящены вышеописанному вопросу, исключены публикации на других языках (103 публикации). Критерием включения в обзор являлись статьи, в исследовании которых были включены семейные случаи и использовались молекулярно-генетические методы исследования. При применении данных критериев список публикаций сократился до 31, анализ которых представлен в данном литературном обзоре. 

Ключевые слова: интракраниальные аневризмы, cемейные формы, субарахноидальное кровоизлияние, гены, SNP, мутации.

Мидың интракраниалды аневризмаларының отбасылық формаларының генетикалық қауіп факторлары. Әдеби шолу.
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Кіріспе. Субарахноидты қан кетулер (САҚ) - интракраниалды аневризмалардың бұзылуынан пайда болатын жедел ми қан айналымының бұзылуының ерекше түрі, спорадикалық және отбасылық формаларды ажыратады. 

Іздеу стратегиясы. Субарахноидты қан кетулердің негізгі мәселесі -аурудың кенеттен пайда болуымен асимптоматикалық ағымына байланысты ерте диагноздың күрделілігі. Уақтылы емделмеу мүгедектік пен өлім сияқты ауыр зардаптарға әкеледі. Бұл осы мәселенің медициналық және әлеуметтік маңыздылығына байланысты. Превентивті және дербестендірілген медицина тәсілдерінің дамуымен аурулардың этиологиясын анықтайтын генетикалық маркерлер бойынша ерте диагностика жүргізуге мүмкіндік туды. 

Мақсаты. Қазақстан Республикасының аумағында аталған ауру мәселесінің маңыздылығы мен өзектілігін бағалау үшін орыс тілінде ұсынылған статистикалық деректері бар жергілікті мақалалар, жинақтар зерттелді.

Негізгі әдебиеттерді іздеу барысында келесі іздеу жүйесі қолданылды: Pubmed, кілт сөздер бойынша: интракраниалды аневризмалар және генетика. Уақыт кезеңі 2011-2021 жылдармен белгіленді. Осы тақырып бойынша 114 жарияланым анықталды. Зерттеуде жоғарыда аталған сұраққа арналған ағылшын тіліндегі толық мәтінді басылымдар ғана енгізілді, басқа тілдердегі жарияланымдар еңгізілмеді (103 жарияланым). Шолуға қосу критерийі отбасылық жағдайларды қамтитын және молекулалық-генетикалық зерттеу әдістерін қолданатын мақалалар болды. Осы критерийлерді қолдану кезінде жарияланымдар тізімі 31-ге дейін қысқарды, олардың талдауы осы әдеби шолуда ұсынылған. 

Түйінді сөздер: интракраниалды аневризмалар, отбасылық формалар, субарахноидты қан кету, гендер, SNP, мутация.
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Introduction. Subarachnoid hemorrhage (SAH) is a special type of acute cerebrovascular accident resulting from rupture of intracranial aneurysms. Sporadic and familial forms of SAH are distinguished. The main problem of subarachnoid hemorrhage is the difficulty of early diagnosis, due to the asymptomatic course of the disease with sudden manifestation. Untimely treatment leads to serious consequences such as disability and death. For this reason, this issue possesses the great medical and social significance. With the development of preventive and personalized medicine approaches, it became possible to conduct the early diagnosis by genetic markers which determine the etiology of diseases. 

Purpose. To review the literature data on the study of candidate genes and clinically significant polymorphisms that determine the risk of intracranial aneurysm formation, their rupture and, accordingly, SAH in familial forms. 

Search strategy. The local articles, collections containing statistical data on morbidity,were studied for assess the significance and relevance of the problem of this disease on the territory of the Republic of Kazakhstan which were presented in Russian. 

In the process of searching the main literature, the following search engine was used: Pubmed, for the keywords: intracranial aneurysms and genetics. The period between years 2011-2021 was selected. A total of 114 publications were identified on this topic. The study included only full-text publications in English, which are devoted to the above issue, excluded publications in other languages (103 publications). The criteria for inclusion in the review were articles in the study of which family cases were included and molecular genetic research methods were used. When applying these criteria, the list of publications was reduced to 31, the analysis of which is presented in this literature review.

Results and conclusions. Based on the results of the literature review, numerous publications demonstrated that, to date, exact number of genes involved in the pathophysiology of SAH is unknown. However, there are several genes that are already recommended for use in screening and identification of risk groups.

Key words: intracranial aneurysms, familial forms, subarachnoid hemorrhage, genes, SNPs, mutations.

Актуальность. Инсульт является второй по значимости причиной смертности и основной причиной инвалидизации среди трудоспособного населения во всем мире [4]. Субарахноидальное кровоизлияние (САК) вследствие разрыва внутричерепных аневризм является одним из трех основных подтипов инсульта [22]. Несмотря на успехи в диагностике и лечении, заболеваемость САК, а также показатели смертности остаются стабильными в течение более трех десятилетий [3,35]. Согласно данным всемирной организации по инсульту (WSO) 51 % всех случаев смертей от инсульта вызван геморрагическим инсультом (https://www.world-stroke.org/) [5]. 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. В  Казахстане в 2018 году согласно показателям смертности населения по основным классам причин смерти на 100 000 человек населения приходится 61 человек от  инсульта [1,2]. Большая часть летальных исходов после разрыва внутричерепных аневризм обусловлена быстрым и массивным повреждением участков головного мозга при первоначальном кровоизлиянии, которое невозможно исправить с помощью медикаментозного и хирургического вмешательства [35]. При отсутствии своевременного оперативного лечения, выжившие после первого кровоизлияния пациенты, имеют угрозу развития повторных внутричерепных кровоизлияний, которые в большинстве случаев приводят к гибели больных [35]. Основной проблемой является бессимптомное течение процесса образования и роста аневризм. Бессимптомными носителями внутричерепных аневризм является 3-5% населения [29]. 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 [12,22,35]. Однако вклад молекулярно-генетических механизмов в патогенез образования интракраниальных аневризм и субарахноидальных кровоизлияний до сих пор плохо изучен. 

Целью данной работы являлось проведение обзора литературных данных об исследовании генов-кандидатов и клинически значимых полиморфизмов, обуславливающие риск образования интракраниальных аневризм, их разрывов и соответственно СAK в семейных формах. 

Стратегия поиска: Для оценки значимости и актуальности проблемы данного заболевания на территории Республики Казахстан были изучены локальные статьи, сборники, содержащие статистические данные по заболеваемости, которые были представлены на русском языке.

В процессе поиска основной  литературы использована следующая поисковая система: Pubmed, по ключевым словам: интракраниальные аневризмы и генетика. Временной период был обозначен 2011-2021 годами. По данной теме выявлено 114 публикаций. В исследовании были включены только полнотекстовые публикации на английском языке, которые посвящены вышеописанному вопросу, исключены публикации на других языках (103 публикации). Критерием включения в обзор являлись статьи, в исследовании которых были включены семейные случаи и использовались молекулярно-генетические методы исследования. При применении данных критериев список публикаций сократился до 31, анализ которых представлен в данном литературном обзоре. 

Алгоритм отбора статей




Масштабный международный проект по исследованию генетики семейных форм аневризмы головного мозга Familial Intracranial Aneurysm Study (FIA) выявил, что 10% пациентов с САК имеют положительный семейный анамнез. Данное исследование FIA включало 26 клинических центров, которые имели большой опыт клинического ведения и визуализации интракраниальных  аневризм (ИА). В исследование было включено  475 семей, у которых кроме пробандов болели сестры или братья, также другие родственники. Все исследуемые были включены в ретроспективный и проспективный скрининг потенциальных субъектов с ИА.  Члены семьи из группы высокого риска без ранее диагностированного ИА проходили магнитно-резонансную ангиографию (МРА) для выявления бессимптомных неразорвавшихся аневризм. Данное исследование включало долгосрочную цель по изучению семейной внутричерепной аневризмы - выявить гены, лежащие в основе развития и разрывов внутричерепных аневризм [13].  
Willem Van Hoe со своими коллегами  провели систематический поиск литературы с помощью PubMed и Google Scholar. Учитывались только оригинальные исследования и обзорные статьи, были исключены генетические заболевания (например, синдром Марфана), связанные с ИА, и исследования с неясными данными по пациентам и их членов семьи. В обзор вошло 37 статей. Результаты системного анализа показали, что лица, имеющие в семейном анамнезе двух родственников первой степени родства с диагнозом ИА, имели большую распространенность ИА (в среднем 13,1% против 3% основного населения). Точно так же наблюдалась большая распространенность ИА у людей, имеющих в семейном анамнезе хотя бы одного  больного  родственника из первой степени родства (в среднем 4,8%, до 19% у лиц с дополнительными факторами риска) [14].

Несмотря на имеющиеся многочисленные исследования, 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 вследствие 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 [30,34].

Идентификация генов на основе секвенирования нового поколения

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. Нужно отметить, что исследование новых семейных случаев с САК способствуют выявлению новых ассоциативных полиморфизмов, либо подтверждению ранее описанных в различных когортах. 
В рамках данного исследования было отобрано 7 семей, члены которых имели ИА по аутосомно-доминантному , либо саутосомно-рецессивным типом наследования. Таким образом, было проведено полноэкзомное секевнирование для 50 человек  и анализ данных позволил выявить 96 генов-кандидатов, влияющих на патогенез интракраниальных  аневризм. Часть выявленных генов участвовали  в сосудистом процессе

системы кровообращения, развитии сосудистой сети, васкулогенезе, базальной мембране. В последующем предполагалось провести ДНК-секвенирование 96 генов-генов  дополнительно у 400 индивидуумов, имеющих в семейном анамнезе ИА [13].

Так, в 2015 году Janice L. Farlow и другие с помощью полноэкзомного секвенирования исследовали 45 семей, члены которых имели подтвержденный диагноз ИА. Авторам удалось идентифицировать 68 редких генетических вариантов в 68 генах. Кроме того было обнаружено, что 51 ген, экспрессируется в тканях с ИА, при этом у гена TMEM132B наблюдалась дифференциальная экспрессия в ткани с ИА  по сравнению с контрольной сосудистой тканью. Ген TMEM132B кодирует трансмембранный белок 132B, который является относительно не охарактеризованным белком неизвестной функции [11].

Oswaldo Lorenzo-Betancor  совместно с коллегами выполнили полное секвенирование экзомов у 13 человек из 3 семей с аутосомно-доминантным типом наследования ИА/САК с целью выявить гены-кандидаты для данного заболевания. Авторы делают заключение, что PCNT - вероятный ген-кандидат при цереброваскулярных заболеваниях. Кроме того, было проведено ДНК-секвенирование экзона гена PCNT у 161 пациента с идиопатическим ИА/САК, чтобы найти дополнительных носителей потенциально патогенных вариантов. Перицентрин (Кендрин)  представляет собой белок, который у человека кодируется PCNT геном на 21 хромосоме. Этот белок локализуется в центросоме и влияет на правильное формирование центросомы и митотического веретена и, таким образом, непрерывное развитие клеточного цикла [20].

Thomas Sauvigny и др. провели полноэкзомное секвенирование 38 пациентов, из них 35 пациентов были неродственными между собой, но каждый из них имел в анамнезе родственников первой или второй линии родства с диагнозом ИА/САК. Также было проведено полноэкзомное секвенирование у трех членов одной семьи с диагнозом ИА/САК. На основании проведенного биоинформатического анализа данных авторы подтвердили роль генетических вариантов в генах PCNT, RNF213 и THSD1 как факторов восприимчивости к цереброваскулярным заболеваниям. При этом ген EDIL3 может являться новым геном-кандидатом развития данного заболевания при семейных формах. Белок, кодируемый геном EDIL3, является лигандом интегрина. Он играет важную роль в ангиогенезе, в ремоделировании и развитии сосудистой стенки [25]. 

Santiago-Sim T cсовместно с коллегами было проведено полноэкзомное секвенирование у  большой семьи (21 человек). Была идентифицирована мутация в гене THSD1, которая сегрегировалась с 9 пораженными членами семьи  (трое страдали субарахноидальным кровоизлиянием и 6 членов семьи имели неразорвавшееся ИА), также данная мутация отсутствовала у 13 здоровых членов семьи. Функциональная  значимость исследователи изучали на модели зебрафиш (Danio rerio), потеря функции Thsd1 вызывала церебральное кровотечение у рыбок. Механически потеря THSD1 нарушает фокальную адгезию эндотелиальных клеток к базальной мембране [24].

Японский ученый Junxia Yan совместно с коллегами провели полноэкзомное секвенирование в 12 семьях, в которых было представлено количество случаев ИА на семью ≥3. В общей сложности в исследование было включено всего 42 случая. В последующем в биоинформатическом анализе использовали для выявления вариантов-кандидатов различные стратегии фильтрации геномных данных. Результаты показали, что только генетический вариант (p.E133Q) в гене ADAMTS15 ассоциирован в семейных случаях с ИА [31].

Китайские коллеги на основании результатов высокопроизводительного секвенирования геномов и экзомов 19 пациентов из Китая с семейной фомой ИА  и одного пациента со спорадическим ИА анализировали  однонуклеотидные варианты  (SNV) в генах ADAMTS с риском развития ИА. Гены ADAMTS, кодируют ферменты ADAMTS (A-дезинтегрин и металлопротеиназа с тромбоспондиновыми мотивами), которые представляют собой секретируемые мультидоменные матрикс-ассоциированные металлоэндопептидазы цинка, играющие разнообразную роль в морфогенезе тканей и патофизиологическом ремоделировании, воспалении и биологии сосудов. Частоты аллельных вариантов генов у исследованных пациентов сравнивали с контролями, найденными в общедоступных международных геномных базах.  Данные секвенирования транскриптомов и метилирования были получены из базы данных Gene Expression Omnibus (GEO) для идентификации дифференциально экспрессируемых генов ADAMTS и их сайтов метилирования. Далее авторы построили сеть возможных взаимодействий между белками, кодируемыми перекрывающимся набором генов ADAMTS. Таким образом, в общей сложности было выявлено 16 вредных генетических вариантов в 13 генах ADAMTS связанных с рисок развития ИА. Авторы делают заключение, что ИА связан с генетическими вариантами, дифференциальной экспрессией и аномальным метилированием в генах ADAMTS, в частности ADAMTSL1 [9].

Ya Qiu Wu  другие изучали семью, в которой пять членов имели диагноз ИА. Для трех членов семьи с диагнозом ИА и одного члена семьи (условно-здорового) было проведено полноэкзомное секвенирование. Биоинформатический анализ данных, применяя принципы фильтрации и аннотации позволил выявить 15 возможных полиморфных вариантов, ассоциированных с риском развития ИА. Выбранные генетические варианты находились в экзонной области, варианты «stoploss/stopgain», что приводит к потере или добавлении. стоп-кодона, соответственно; инсерции и делеции в рамке считывания; не синонимичные варианты; и, наконец, 4) варианты в сайте сплайсинга. При этом частота минорных аллелей (MAF) была менее 1% в базах данных «1000 геномов»  (http://www.1000genomes.org/data) и dbSNP (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/snp/). С учетом известных генов или ассоциации онтологий с сердечно-сосудистым морфогенезом отобрали 5 кандидатных генетических вариантов в генах: DHRS3, OR2G3, LOXL2, FGL1 и KLC3. Результаты валидации на основе ДНК-секевнирования по Сэнгеру показали, что только c.C133T/ (p.H45Y) во втором экзоне гена LOXL2 ассоциирован с определенными фенотипами ИА в семье. Ген LOXL2 кодирует белок из семейства лизилоксидаз. Белок играет важную роль в биогенезе соединительной ткани, кодируя внеклеточную медьзависимую аминоксидазу, которая катализирует первую стадию образования поперечных связей в коллагене и эластине [30].

Yang X совместно с коллегами провели секвенирование экзомов в группе из 20 китайских пациентов с ИА (семейные случаи). Биоинформатические фильтры использовались для поиска возможных вредных вариантов с редкой и низкой частотой аллелей.  Таким образом, была выявлена ассоциация низкочастотного варианта c.4394C> A (p.Ala1465Asp) (rs2298808) гена ARHGEF17 с ИА. Впоследствии вышеописанный вариант был воспроизведен на когорте японских пациентов с ИА (семейные формы).  Дополнительно коллектив авторов исследовали варианты-кандидаты в мультиэтнической коллекции (японцы, китайцы, европейцы, канадцы) образцов из 86 семейных случаев ИА, данные по секевнированию были взяты из опубликованных публикаций. Авторы заявляют, что в своей работе представили убедительные доказательства того, что ARHGEF17 является генетическом фактором риска ИА. [32].

В многоцентровом исследовании большой китайской семьи, 7 членов которой диагностированы с ИА, методом экзомного секвенирования выявлены 14 генетических вариантов (EFHD1, FNDC1, IFNA2, NFX1, MYOCD, RHO, PLK3, LENG8, SERAC1, HYDIN, KIAA1524, ESYT3, TIGD7, HEATR4, NOTCH3), отобранных в качестве генов-кандидатов для дальнейшего анализа. Варианты-кандидаты были валидированы секвенированием по Сэнгеру на всех 7 случаях с аневризмами с дополнительным включением в анализ 8 условно-здоровых членов семьи. Последующий сегрегационный анализ выявил новую ранее не описанную в открытых базах данных патогенную мутацию c.2519T>C (p.Leu840Pro) в гене NFX1, вероятно вносящую вклад в патогенез семейных форм ИА. Ген NFX1 кодирует белок, связывающий нуклеиновую кислоту, взаимодействующую с консервативным цис-элементом X1-бокса. Исследования гомологов белка NFX1 демонстрируют его важность для нормального роста, функционирования и поддержания гомеостаза клеток у разных видов. Кроме того, авторами выявлен патогенный миссенс-вариант c.1760G> A (p.Arg587His) гена NOTCH3, который ранее уже был ассоциирован с риском развития ИА [10].

В работе Powel и др. было выполнено секвенирование экзомов для когорты из 12 лиц от двух семей в анамнезе которых  были диагностированы интракраниальные аневризмы. Исследуемые семьи проживали в Ньюфаундленде. Биоинформатический анализ данных, этапы фильтрации и валидация полиморфизмов с помощью метода Сенгера показали, что однонуклеотидные замены в длинной межгенной не кодирующей белок области C4orf6 c.A1G (p.M1V) и в гене SPDYE4 c.C103T (p.P35S), который входит в семейство участвующий в регуляции клеточного цикла являются кандидатами риска развития заболевания. В контрольной выборке данных полиморфизмов  не было обнаружено [23].

Идентификация генов на основе полногеномного поиска ассоциаций
Полногеномный поиск ассоциаций (genome-wide association studies, GWAS) заключается в идентификации генетических факторов риска, которые в свою очередь позволяют сделать прогноз о предрасположенности к заболеванию, а также в выявлении биологических основ восприимчивости к болезни для разработки новых стратегий профилактики и лечения. Суть данного метода заключается в генотипировании однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) на основе чипов высокой плотности, то есть  одновременно в одном образце может быть проанализировано от нескольких десятков тысяч до нескольких миллионов  SNP. Sirui Zhou и другие  на основе полногеномного поиска ассоциаций (GWAS) выявили новые кандидатные локусы с риском развития семейных форм ИА во франко-канадской популяции. В этом исследовании генотипировали когорту из 257 человек с семейной формой ИА по 621,983 SNP, и соответственно, 1992 контролей (условно-здоровые). Таким образом, была обнаружена новая ассоциированная область 3p14.2, которая охватывает ген FHIT, с ИА у франко-канадцев. Кроме того, были обнаружены доказательства того, что экзонные варианты в локусе CCDC80 3q13.2 также связаны с ИА у франко-канадцев. В совокупности SNP генов FHIT и CCDC80 могут объяснить примерно 3% наследуемости ИА у франко-канадцев. Ген FHIТ кодирует хрупкий белок гистидина триады (FHIT). Точная молекулярная функция FHIT все еще частично неясна, этот ген работает как супрессор опухолей, который регулирует репликацию ДНК и сигнализирует о стрессовых ответах. [26]. Отдельно проведено исследование по шести франко-канадским семьям с заболеванием ИА. На основании анализа данных после полноэкзомного секвенирования неблагоприятные варианты в гене RNF213 могут быть факторами риска развития ИА.  Ген RNF213 кодирует белок цитозольную убиквитин- лигазу E3 (кольцевой фингер-белок 213). Хотя функция белка RNF213 неизвестна, исследования показывают, что он играет роль в правильном развитии кровеносных сосудов [33]. Как упоминалось выше, для определения локусов сложных признаков широко используется метод полногеномного анализа ассоциаций. В работе Caranci F и др. показано, что полногеномные исследования сцепления в семьях и парах сибсов с внутричерепными аневризмами идентифицировали несколько локусов на хромосомах, 1p34.3-p36.13, 7q11, 19q13.3 и Xp22. Для локусов 1p34.3-p36.13 и 7q11 продемонстрирована ассоциация с позиционными генами-кандидатами (ген перлекана, ген эластина, ген А2 коллагена 1 типа). Более того, было обнаружено, что три из проанализированных полиморфизмов в генах (эндотелиальная синтаза оксида азота T786C, интерлейкин-6 G572C и интерлейкин-6 G174C) в значительной степени связаны с разорвавшимися/неразорвавшимися аневризмами: однонуклеотидные полиморфизмы гена синтазы оксида азота эндотелия повышали риск, в то время как полиморфизм IL-6 G174C являлся протективным [8]
Корейские ученые после сбора семейных данных на основе модели, в которой были задействованы семьи из географически ограниченной области, унаследовавшие ИА как аутосомно-доминантный признак, в последующем провели анализ сцепления по всему геному. (GWAS). Значительные доказательства сцепления с ИА в семьях  были обнаружены на хромосоме 8p22.2 [17].

При многих GWAS исследованиях большую роль играет популяционная специфичность. Например, в работе Kurki MI и других, GWAS проводили в финской популяции (в семьях с анамнезом ИА) Ориентируясь на популяционные и низкочастотные варианты (частота аллеля <0,05), выявили локусы 2q23.3, 5q31.3, 6q24.2, и 2q33.1 ассоциированные с высоким риском развития  ИА [19].  

Выявление генов на основе таргетного севенирования (метод Сэнгера)

С развитием геномных технологий, в частотности секвенирования нового поколения становится рутиной процедурой таргетное секвенирование генов. Таргентное секвенирование представляет собой секвенирование панели генов, включая интроны и экзоны, от 10 и более генов  одновременно в одном образце. Также исследователи активно используют ДНК-секвенирование по Сэнгеру – золотой стандарт.


В январе 2018 года опубликованы результаты проекта ICAN ( https://doi.org/10.1093/neuros/nyw135 ) - французской исследовательской программы, направленной на лучшее понимание патофизиологии внутричерепной аневризмы. Основной целью данного проекта было разработать инструменты диагностики и прогнозирования риска образования и разрыва ИА на основе генетического компонента. Данный проект ICAN был зарегистрирован в базе клинических исследований ClinicalTrials.gov в январе 2013 года. В настоящее время проект имеет статус завершенного, дата окончания - январь 2017 года. (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/results/NCT02848495). Исследователи предлагали идентифицировать варианты, вызывающие ИА, путем секвенирования всего экзома в семейных формах заболевания [6]. По результатам данного проекта, редкие генетические варианты в гене ANGPTL6 являются основой причиной семейных внутричерепных аневризм [7].
В другом исследовании 259 пациентов с семейной формой ИА и 1800 контролей, у всех исследуемых было проведено ДНК секвенирование по Сэнгеру 2-6 экзонов гена ANGPTL6.  Таким образом, было обнаружено шесть редких генетических вариантов в гене ANGPTL6 в группе пациентов и данные варианты отсутствовали в контрольной группе, при этом четыре из них ранее не описывались. Ген ANGPTL6, кодирует белок, принадлежащий к семейству ANGPTL (ангиопоэтинподобный белок), который связан с регуляторными способностями ангиогенеза. Авторы статьи Isabel C. Hostettler и др.  предлагают генетические варианты гена ANGPTL6 включить в скрининг семейных случаев ИА [15]. 

Функциональная геномика. Изучение экспрессии генов.

Одной из важной областей молекулярной биологии является функциональная геномика и направлена на установление связи между фенотипом и генотипом на уровне генома и включает такие процессы, как транскрипция, трансляция, межбелковое взаимодействие и эпигенетическая регуляция.  Функциональная геномика фокусируется в большей степени на   экспрессии генных продуктов в определенном контексте., например, на определенной стадии развития или во время болезни.  

Li M совместно с коллегами первоначально провели cеквенирование нового поколения девятнадцати китайских пациентов с семейной формой ИА и одного пациента со спорадическим ИА. Далее были получены профили  экспрессии мРНК 129 образцов из Gene Expression Omnibus (GEO) и  проведены последующие статистические вычисления для обнаружения дифференциально экспрессируемых генов (DEG).  Ассоциация была обнаружена между ИА и SNP гена NOTCH3 (rs779314594, rs200504060 и rs2285981). Уровни NOTCH3 мРНК были ниже в ткани ИА, чем в контрольной ткани, но выше в нейтрофилах периферической крови пациентов с ИА, чем в нейтрофилах из контроля. Уровни белка NOTCH3 были ниже в ткани ИА, чем в ткани артерии головного мозга. NOTCH3 также снижает экспрессию факторов ангиогенеза в эндотелиальных клетках пупочной вены человека. Вариации в гене NOTCH3 и изменение его экспрессии могут вносить вклад в развитие ИА [21]. 

В работе Rachel Kleinloog определяли уровни экспрессии с помощью секвенирования РНК. Было обнаружено 229 дифференциально экспрессируемых генов в аневризмах по сравнению с контрольной группой. В последующем, используя критерии,  было отобрано 8 генов валидация которых была подтверждена цифровой полимеразной цепной реакцией. Результаты исследований указывают на роль иммуноглобулинов в патогенез аневризм [16].

Необходимо еще раз отметить, что значительные результаты в области патогенеза заболеваний достигаются при мультицентровых исследованиях, позволяющие собрать репрезентативные выборки в больших количествах. Результаты одного из таких масштабных исследований патогенетических основ ИА/САК, в который были вовлечены более 8 международных проектов (HUNT, ICAN, GOSH, FIA Study, CADISP, ISGC, China Kadoorie Biobank Collaborative Group и BioBank Japan Project Consortium) представлены в работе Mark K. Bakker и его коллег. В исследование были включены выборки пациентов со спорадической и семейными формами ИА/САК (10754 случая и 306882 контролей) европейского и восточноазиатского происхождения. Коллективом авторов были выявлены 17 локусов, из которых 11 были новыми. Остальные 6 локусов, включавших 11 генов: SLC22A5 / SLC22A4 / P4HA2 (хромосома 5), NT5C2 / MARCKSL1P1 (хромосома 10), FGD6 / NR2C1 (хромосома 12), PSMA4 (хромосома 15), BCAR1 / RP11-252K23.2 (хромосома 16) и ген SOX17 (хромосома 8) были ранее идентифицированны как локусы ассоциированными с риском развития ИА и САК. Более того, была доказана полигенность заболевания, а также роль курения и артериальной гипертензии как основных риск факторов. Результаты данного исследования представляют собой значительный прогресс в понимании патогенеза внутричерепных аневризм и объясняя наследственную природу внутричерепных аневризм и САК [3].
Заключение 

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. 

Благодаря развитию геномных технологий результаты вышеописанных работ представляют собой значительный прогресс в понимании патогенеза внутричерепных аневризм и это является важным шагом к разработке эффективного прогнозирования генетических рисков и профилактики развития внутричерепной аневризмы в будущем.
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Abstract

Rupture of intracranial aneurysms (LAs) is the most common cause of subarachnoid
hemorrhage (SAH). Therefore, this study aimed to identify the genetic risk factor of IAs
and SAH in an affected Kazakh family using whole exome sequencing (WES). This is the
first report of genetically diagnosed case of familial IA NLRP1 c.464 T>A (p.Leul55His)
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progress in diagnosis and treatment, the incidence and 30-day mortality rates of SAH
have remained stable for more than three decades [2]. The primary cause of IA rupture
is not clearly understood. Previous studies have shown that chronic vascular
inflammation, hemodynamic stress, and other factors lead to artery wall remodeling,
smooth muscle cell proliferation, and aneurysm rupture [3]. Besides the known risk
factors, genetic predisposition and family history play a significant role in aneurysm
formation and progression [4]. The objective of the present study was to indentify the
genetic risk factor of IAs/SAH in an affected Kazakh family using whole exome
sequencing.
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