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ТҰЖЫРЫМ
Есеп 69 бет, 11 кесте, 7 сурет, 41 әдебиет көзі, 5 қосымша  

ТОЛЫҚ ЭКЗОМДЫ СЕКВЕНИРЛЕУ, ПОЛИМОРФИЗМ, МУТАЦИЯ, СУБАРАХНОИДАЛЬДЫ ҚАН ҚҰЙЫЛУ, БИОИНФОРМАТТЫҚ ТАЛДАУ
Зерттеу нысаны Экзоманың кезектілігі туралы толық мәліметтер 

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

Зерттеу әдістері: молекулалық-генетикалық - жаңа буын тізбегі (NGS), биоинформатикалық талдау.
Зерттеу нәтижесінде бұрын NLRP1 генінде генетикалық вариант анықталды (c.464 T> A; (p.Leu155His), ол бұрын қазақ популяциясында тіркелмеген. Мутацияланған аллель шартты топта болған. сау адамдар.

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

РЕФЕРАТ

Отчет 69 с., 11 таб., 7 рис., 41 источн, 5 прил. 

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

Методы исследования: молекулярно-генетические – секвенировнаие нового поколения (NGS), биоинформатически анализ.
В результате исследований, идентифицирован генетический вариант (c.464 T> A; (p.Leu155His) в гене NLRP1, о котором ранее не сообщалось в казахстанской популяции. NLRP1 c.464 T> A был сегрегирован полностью с определенными фенотипами ИА в исследуемой семье, мутатный аллель отсутствовал в группе условно-здоровых людей.

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

Область применения – практическое здравоохранение.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями, обозначениями и сокращениями

	АГ
	-
	артериальная гипертензия

	ВА
	-
	 внутричерепные аневризм

	ДНК
	-
	дезоксирибонуклеиновая кислота 

	ИБС
	-
	ишемическая болезнь сердца

	п.о.
	-
	пар оснований

	САК
	-
	субарахноидальное кровоизлияние

	NGS
	-
	next generation sequencing

	SNP
	-
	single nucleotide polymorphism


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

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

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

Метрологическое обеспечение НИР. Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах -  ТОО «KazMedServiceGroup». Исследования проводятся на базе национальной научной лаборатории биотехнологии коллективного пользования РГП «Национальный центр биотехнологии». Для выполнения данного проекта имеются необходимые соответствующие помещения и коммуникации. Лаборатория оснащена всем необходимым оборудованием: бокс для выделения ДНК, термоциклеры простые и в режиме реального времени, генетический анализатор, спектрофотометры, центрифуги, низкотемпературные холодильники, морозильные камеры.

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

Содержание исследований на 2021 год: (в соответствии с календарным планом) (приложение А): 
- Выявление клинически значимых патогенных полиморфизмов (мутаций) у пациентов с диагнозом САК (семейная форма) на основе секвенирования по Сэнгеру.

- Валидация клинически значимых патогенных полиморфизмов на основе  секвенирования по Сэнгеру в группе условно-здоровых лиц.
- Сопоставление клинического течения САК с полиморфизмами в выявленных генетических вариантах.
- Обобщенный анализ полученных результатов и оформление публикации.
Инв № 0220РК01569 – промежуточный отчет за 2020 г. на тему « Изучение генов-кандидатов, вовлеченных в развитие субарахноидального кровоизлияния (семейные формы) на основе полноэкзомного секвенирования».
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
1 Обоснование выбора направления исследований

Инсульт является второй по значимости причиной смертности и основной причиной инвалидизации среди трудоспособного населения во всем мире [1]. Субарахноидальное кровоизлияние (САК) вследствие разрыва внутричерепных аневризм является одним из трех основных подтипов инсульта [2]. Несмотря на успехи в диагностике и лечении, заболеваемость САК, а также показатели 30-дневной смертности остаются стабильными в течение более трех десятилетий [3]. 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 [6]. В  Казахстане в 2018 году согласно показателям смертности населения по основным классам причин смерти на 100 000 человек населения приходится 61 человек от  инсульта [7].
Большая часть летальных исходов после разрыва внутричерепных аневризм обусловлена быстрым и массивным повреждением участков головного мозга при первоначальном кровоизлиянии, которое невозможно исправить с помощью медиального и хирургического вмешательства [8]. При отсутствии своевременного оперативного лечения, выжившие после первого кровоизлияния пациенты, имеют угрозу развития повторных внутричерепных кровоизлияний, которые в большинстве случаев приводят к гибели больных [9]. Основной проблемой является бессимптомное течение процесса образования и роста аневризм. Бессимптомными носителями внутричерепных аневризм является 3-5% населения [10]. Следовательно, наиболее эффективными способами снижения заболеваемости и смертности, связанными с САК являются превентивные меры по снижению риска образования и разрыва внутричерепных аневризм, а также своевременное выявление бессимптомных неразорвавшихся аневризм у пациентов групп риска. 

Помимо образа жизни и медицинских факторов риска (курение, артериальная гипертензия и др.), исследования также продемонстрировали важную роль генетической компоненты при риске субарахноидальных кровоизлияний, различают спорадические и семейные формы [11-13]. Однако вклад молекулярно-генетических механизмов в патогенез субарахноидальных кровоизлияний до сих пор плохо изучен. Масштабный международный проект по исследованию генетики семейных форм аневризмы головного мозга FIA (Familial Intracranial Aneurysm Study) выявил, что 10 % пациентов с САК имеют положительный семейный анамнез [14]. При этом риск возникновения САК у первостепенных родственников пациентов выше в 1,8 - 6,6 раз [15]. Исследования также показали, что родственники первой и второй степени пациентов с САК имеют более высокий риск разрыва внутричерепных аневризм - 8,7 % - 13,9 % по сравнению с 1 % в общей популяции [16].

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 [17]. Не смотря на имеющие публикации по данной тематике можно отметить, что исследование новых семейных случаев с САК способствуют выявлению новых ассоциативных полиморфизмов, либо подтверждению ранее описанных. На сегодняшний день экзомное секвенирование уже успешно применено для выявления генетических вариантов для ряда нейродегенеративных и онкологических заболеваний, а также заболеваний сердечно-сосудистой системы [18]. 
Наибольший прогресс в определении генетических вариантов субарахноидальных кровоизлияний с применением экзомного секвенирования достигнут в исследованиях на различных популяциях. Однако, данные исследования выявили ассоциацию в семейных случаях только с небольшим числом генов. Например, при исследованиях семей с САК были выявлены гены ANGPTL6 (ангиопоэтинподобный белок 6), RNF213 (кольцевой фингер-белок 213), THSD1 (домен тромбоспондина типа 1, содержащий белок 1), ARHGEF17 (Rho-гуанин фактор обмена нуклеотидов 17) и PCNT (перицентрин) как генетические факторы риска данного заболевания [19–21]. Другие исследования семейных форм САК показали возможную ассоциацию с генами ADAMTS15 (ADAM металлопептидаза с мотивом 15 тромбоспондина типа 1), 2 LOXL (лизилоксидаза 2) и TMEM132B (трансмембранный белок 132B), но подчеркивают необходимость проверки представленных ими данных [22]. 

Несмотря на имеющиеся данные, в настоящее время до сих пор неизвестно, сколько генов вовлечены в патофизиологию САК. В отличие от моногенных заболеваний, в проявлении САК идентификация вовлеченных генов гораздо сложнее. Действительно, восприимчивость аллеля может увеличить вероятность того, что носительство приведет к развитию заболевания, однако присутствие этого аллеля недостаточно, чтобы объяснить в одиночку возникновение болезни 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 [23-25]. Нужно отметить, что исследование новых семейных случаев с САК способствуют выявлению новых ассоциативных полиморфизмов, либо подтверждению ранее описанных в различных когортах. 
Исследование семейных случаев САК на основе экзомного секвенирования  позволяет выявлять новые гены, вовлеченные в патогенез заболевания. 
Например, 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 [22].

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 [26].

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 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 [17]. 

Santiago-Sim T совместно с коллегами провели  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 неразорвавшиеся ИА), также данная мутация отсутствовала у 13 здоровых членов семьи. Функциональную значимость исследователи изучали на модели зебрафиш (Danio rerio), потеря функции THSD1 вызывала церебральное кровотечение у рыбок. Механически, функциональная потеря THSD1 нарушает фокальную адгезию эндотелиальных клеток к базальной мембране [20].

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 [27].

Китайские коллеги на основании результатов высокопроизводительного секвенирования геномов и экзомов 19 пациентов из Китая с семейной формой 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 семейства 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 [28].

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; несинонимичные варианты; и, наконец, 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 [23].

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 выборке (японцы, китайцы, европейцы, канадцы) образцов из 86 семейных случаев ИА, данные по секевнированию были взяты из опубликованных работ. Авторы заявляют, что в своей работе представили убедительные доказательства того, что ARHGEF17 является генетическом фактором риска ИА. [29].

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 [30].

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 Сэнгера 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 [31].
Исследований генетических вариантов риска наследственных семейных форм субарахноидальных кровоизлияний методами экзомного секвенирования в Республике Казахстан ранее не проводилось. 
2 Материалы и методы исследований

2.1 Клиническая выборка 
В данном исследовании была включена одна семья, казахской национальности, в которой наблюдаются наследственная патология внутричерепных кровоизлияний, также сосудистая патология. Пробандом является 59-летний мужчина, у которого был диагностирован САК в результате разрыва аневризмы (подтверждено компьютерной ангиографией). В проект включались только добровольцы, при этом информированное согласие и анкеты были согласованы с локальной этической комиссией. После получения информированного согласия на участие в исследование, всем участникам было предложено анкетирование по специально разработанным опросникам. Далее забиралась венозная кровь. Образцы крови от члены семьи были собраны до подачи проекта, в подаваемой заявке было указано. 
2.2 Выделение ДНК

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

2.3 Биоинформатический анализ
Биоинформатический анализ данных полноэкзомного секвенирования человека в формате fastq, полученных на платформах NGS (оценка качества данных, картирование, маркировка дупликаций, идентификация генетических вариантов), а также биоинформатическая аннотация выявленных генетических вариантов согласно предикторам и базам данных (SIFT, PolyPhen, CADD, FATHMM, ClinVar и др) согласно конкурсной заявке был заказан компании «K-Genomics».
2.4 ДНК секвенировнаие по Сэнгеру

Очистку ПЦР продуктов от не связавшихся праймеров проводили, ферментативным методом используя, ExonucleaseI (Fermentas) и щелочную фосфатазу (Fermentas). Реакцию секвенирования проводили с применением BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applide Biosystems) согласно инструкции производителя, с последующим разделением фрагментов на автоматическом генетическом анализаторе 3730xl DNA Analyzer (ApplideBiosystems).
3 Результаты исследований и их обсуждение

3.1 Клиническая характеристика пациентов семейной формы САК

Пробандом являлся (II: 2, Рисунок 11) - 59-летний мужчина, у которого был диагностирован САК в результате разрыва аневризмы. Компьютерная ангиография выявила множественные ВА, которые располагались в левой части головного мозга - одна аневризма на передней мозговой артерии (ПМА) и две ВA на средней мозговой артерии (СМА). Других цереброваскулярных заболеваний, кроме аневризмы у пробанда не наблюдалось. Диагноз был подтвержден 2 неврологами независимо. Отец пробанда являлся условно здоровым и умер в возрасте 70 лет. У матери пробанда диагностирована ишемическая болезнь сердца (ИБС) и АГ. Мать умерла в возрасте 57 лет. Поскольку родителей пробанда не оказалось в живых, образцы ДНК не были доступны для анализа. Однако у пробанда имеется 4 сибса.  Младший брат пробанда был также диагностирован с разрывом множественных аневризм средней мозговой артерии (II: 6, 50 лет, САК) (рисунок 2). Одна из старших сестер пробанда (II:1), умерла в возрасте 48 лет в результате геморрагического инсульта. У второй сестры пробанда (II: 2, 60 лет) диагностирована ишемическая болезнь сердца. Кроме того, у племянницы пробанда (IV: 1, 22 года) была диагностирована ранняя форма АГ. Других неврологических и системных заболеваний в анамнезе у исследуемых членов семьи не наблюдалось. Родословная исследуемой семьи представлена на рисунке 1 
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Рисунок 1 – Родословная исследуемой казахской семьи с внутричерепными аневризмами и САК
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Рисунок 2 –- Изображения магнитно-резонансной ангиографии пробанда (II:4) и младшего брата пробанда (II: 6) с интракраниальными аневризмами
Таким образом, экзомное секвенирование было проведено для двух сибсов и  пробанда (всего три - II: 2, II: 4 и II: 6).  Экзомное секвенирование было проведено ранее в компании «Макроген»  (Южная Корея).
3.2 Биоинформатический анализ данных

Биоинформатический анализ экзомов человека проводился по основной схеме, которая представлена на рисунке 3. 
[image: image12.emf]
Рисунок 3 – Основная схема биоинформатического анализа экзомов человека
3.2.1 Оценка качества сиквенсовых ридов

Проведена оценка качества секвенирования образцов с помощью FastQC v.0.11.5. и Multiqc. Результаты качества секвенирования были объединены и собраны в единый файл. На рисунке 4,5 приведены результаты распределения дуплицированных ридов, поиск и оценка которых проводилась с помощью PicardTools. 
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Рисунок 4 –- Общее распределение числа уникальных и дуплицированных сиквенсовых ридов.
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Рисунок 5 – Средняя оценка качества сиквенсовых ридов для трех образцов (прямое и обратное прочтение)

После процедуры оценки качества было проведено картирование и выравнивание сиквенсовых ридов на референсный геном человека версии hg19 с помощью метода Burrows-Wheeler Aligner v.0.7.12, разметка дуплицированных ридов, рекалибровка пар оснований с помощью Picard tools v.1.130, результаты которых представлены в таблице 1. Идентификация генетических вариантов проводилась с помощью Genome Analysis Toolkit (GATK) v.3.7. 

Таблица 1 - Общая статистика картирования сиквенсовых ридов
	Наименование
	1d
	2d
	3d

	Общее (чтения, прошедшие QC + чтения, не прошедшие QC)


	117934237
	92747506
	111180255

	Вторичный 
	208195
	231943
	344471

	дополнительный
	456242
	311705
	421842

	дубликаты
	11590769
	2068593
	5367330

	картированные
	117673115
	92559578
	110921084

	парные в секвенировании
	117269800
	92203858
	110413942

	чтение1
	58634900
	46101929
	55206971

	чтение 2
	58634900
	46101929
	55206971

	правильно спаренные
	116395122
	91221922
	108852950

	с самим собой и картирование
	116932910
	91873560
	110029460

	синглтоны
	75768
	142370
	125311

	с сопряжением, сопоставленным с другими хромосомами
	448562
	559616
	1020136

	с сопряжением, сопоставленным с другими хромосомами

 (mapQ>= 5)
	349091
	454078
	852846


Далее определение генетических вариантов – одиночные нуклеотидные варианты  (SNVs) и инсерций/делеций было выполнено с помощью программного обеспечения GATK Haplotypecaller (Genome Analysis Toolkit) (https://www. broadinstitute.org/gatk/index.php). В каждом образце было определено от 98000 до более 101000 генетических вариантов. Генетические варианты в интроной области  и синонимичные варианты, которые не влияют на область сплайсинга были удалены.  
С помощью программы ANNOVAR (http: // annovar. openbioinformatics.org)  проводилась аннотация генетических вариантов – расположение (координаты на геноме), название гена и длина транскрипта. Частоты аллелей были взяты из общедоступных баз данных  1000 Genomes Project (http:// internationalgenome. org/) и 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/). Для предсказания патогенности генетических вариантов были использованы следующие программы  SIFT (http://sift.jcvi.org/), PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard. edu/pph2/), MutationTaster2 (http://www.mutationtaster.org/). Использовались клинические базы данных – ClinVar и Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM; https://www.omim.org/).
Также для анализа был использован встроенный инструмент анализа Variant Studio версии 2.2 (Illumina, США) для идентификации генетических вариантов, ассоциированных с заболеванием. Дополнительно был проведен анализ с использованием запатентованного алгоритма программного обеспечения SOPHiA Data Driven Medicine (DDM) версии 4.7.5 (Sophia Genetics, Saint-Sulpice, Швейцария) с целью сравнения и выявления самых значимых полиморфизмов генов, обуславливающих образование внутричерепных аневризм и риск САК в казахской этнической группе. Анализ вариантов проводился по рецессивной модели и модели компаунд-гетерозигот (compound heterozygotes). Рецессивная модель подразумевает наличие гомозиготных вариантов у пробанда и гетерозиготных вариантов у членов семьи. Такие варианты были отобраны в качестве вариантов-кандидатов, обуславливающих заболевание. И модель компаунд-гетерозигот, при которой у пробанда и у членов семьи генетические варианты были представлены в гетерозиготном состоянии.

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


Таблица 2 - Статистика генетических вариантов

	Наименования
	II−2*
	II−4
	II−6

	Кол-во ОНП
	101748
	98099
	101575

	Синонимичные 
	12356
	11996
	12309

	Миссенс
	12007
	11734
	12082

	Приобретение стоп-кодона (stop gained)
	118
	119
	138

	Утрата стоп-кодона (stop lost)
	21
	30
	23

	Количество инсерции/делеции (Indel)
	15456
	14100
	15170

	Сдвиг рамки считывания
	273
	25
	269

	Инсерции
	199
	192
	190

	Делеции
	218
	212
	232

	Присутствующие в dbSNP151 (%)
	99.1
	99.2
	99

	Соотношение Hom/Het
	1.7
	1.7
	1.7

	Соотношение Ts/Tv
	2.2
	2.2
	2.2



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

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


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


Последним шагом фильтрации был отбор генетических вариантов по частоте встречаемости минорного аллеля < 0.05, в соответствии с базой данных 1000 Genome и по базе данных ExAC при значении < 0.05. ExAC используется при фильтрации для выявления генетических вариантов, ассоциированных с редкими заболеваниями. В настоящее время коцепция по изучению вклада мутаций в развитие заболеваний  включает изучение редких или низкочастотных мутаций (MAF аллеля < 0.05). Результаты этапов фильтрации приведены в таблице 3.

Таблица 3 - Фильтрация результатов экзомого секвенирования по трем моделям с применением двух инструментов – VariantStudio и SOPHiA DDM
	Шаги фильтрации
	VariantStudio
	SOPHiA DDM

	Шаг 1: варианты кодирующие белки или области сплайсинга 
	83147
	72500



	Шаг 2: патогенные варианты 
	119
	110

	Шаг 3: варианты SIFT и Polyphen2
	20
	18


	Шаг 4: варианты с MAF и ExAC 
	13
	10

	Шаг 5: варианты, ассоциированные с болезнью 
	3
	4

	Примечание -  MAF - частота минорного аллеля.


Таким образом, в результате было определено 13 генетических вариантов согласно VariantStudio и 10 вариантов в SOPHiA DDM . Наиболее значимые клинически варианты, соответствующие всем критериям фильтров были определены в качестве возможных генов-кандидатов, обуславливающих риск образования, разрыва внутричерепных аневризм и САК в казахской этнической группе. Список генов-кандидатов приведен в таблице 4 и 5. 

Таблица 4 - Гены-кандидаты выявленные при анализе Variant Studio

	Хр
	Функцио-

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

значимость
	Показатель SIFT
	SIFT классификация

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

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

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

	17
	мисенс
	NLRP1
	c.464 T>A
	(p.Leu155His)
	rs12150220
	риск фактор
	0.06
	T

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




Таблица 5 - Гены-кандидаты выявленные при анализе SOPHiA DDM

	Хр
	Функцио

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

значимость
	Показатель Poly

Phen2

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

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

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

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

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


Согласно таблице 4 и 5, два гена - PLA2G7 и HNMT встречались в обоих анализах и более того, были выявлены у всех членов семьи, для  которых было проведено экзомное секвенирование. Также были выявлены миссенс варианты в генах NLRP1(rs12150220) ABCC6 (rs41278174), MSTO1 (rs762798018) и полиморфизме (rs486907) гена RNASEL.

Анализ по рецессивной модели выявил гомозиготные варианты по генам EDN1 (rs5370), SUMO4 (rs237025), CCND1 (rs9344) и ABCC6 (rs41278174) полиморфизм был патогенным у пробанда, которые были в гетерозиготном варианте у остальных членов семьи пробанда. Результаты анализа представлены в таблице 6.
Таблица 6 - Результаты генетических вариантов по рецессивной модели 
	Хр
	Тип
	Функциональность
	Ген
	Замена в ДНК
	Замена в белке
	Клиничская значимость
	Референсная последовательность по базе dbSNP151
	Показатель SIFT
	SIFT классифи

кация

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

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

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

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

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


Данные анализа по модели сложных гетерозигот определили 4 патогенных полиморфизма в гене ABCC6, расположенного на хромосоме 16 (Таблица 7). 

Таблица 7 - Результаты генетических вариантов по модели сложных гетерозигот

	Хр
	Тип
	Функцио

нальность
	Ген
	Замена в ДНК
	Замена в белке
	Референсная последовательность по базе dbSNP151
	Клиническая значимость
	Показатель SIFT
	SIFT классифи

кация

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

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

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

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


Таким образом, в результате комплексного анализа, включая поиск научных публикаций на предмет таргетных генов, которые могут участвовать в патогенезе аневризм были определены  следующие гены, которые представлены  в таблице 8.
Таблица 8 – Выбранные генетические варианты для валидации
	Хр
	Экзон
	Позиция 
	Ген
	Функцио

нальность
	Замена в ДНК
	Замена в белке
	ExAC_EAS
	Показатель SIFT
	Клиничская значимость (ClinVar)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

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

	2
	6
	182834857
	FRZB
	Missense
	c.970 C>G
	(p.Arg324Ser)
	0.007
	Риск фактор
	Риск фактор

	Продолжение таблицы 8

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

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

	7
	3
	5582047
	NLRP1
	Missense
	c.464 T>A
	(p.Leu155His)
	0.035
	0.059
	Риск фактор, 2007
доброкачественная (обновление 7  января 2021 г), риск фактор, 2007

	Примечание – 1 – Chr- хромосома, ; EAS – Восточная Азия


Таким образом, генетические варианты генов MSTO1, FRZB, HNMT, PLA2G7 и NLRP1 выбраны для последующей валидации в группе пациентов наследственных форм внутричерепных субарахноидальных кровоизлияний и в контрольной условно-здоровой  группе .
3.3 Выявление клинически значимых патогенных полиморфизмов (мутаций) у пациентов с диагнозом САК (семейная форма) на основе секвенирования по Сэнгеру
Необходимо отметить, что подтверждение (валидация) генетических данных, полученных после проведения секвенирования нового поколения, результатами секвенирования по Сэнгеру является стандартной процедурой. На сегодняшний день классическое секвенирование по Сэнгеру до сих пор остается «золотым стандартом», обеспечивая высокое качество и точность секвенируемой последовательности. 

Все члены семьи, у которых ранее было проведено исследование экзома (для двух сибсов и  пробанда (всего три - II: 2, II: 4 и II: 6)) было проведено ДНК-секвенирование  по Сэнгеру по пяти выбранным полиморфизмам в генах. Дополнительно  был исследован сын пробанда, у которого отсутствовало заболевание. 
Для подтверждения найденных вариантов были подобранны праймеры, фланкирующие участки с найденными полиморфизмами, которые представлены в таблице. Праймеры подбирали, используя пакет компьютерных программ Lasergene 6.0/PrimeSelect, нуклеотидные последовательности представлены в таблице 9. 
Таблица 9 – Нуклеотидная последовательность праймеров, используемых при ДНК секвенировании по Сэнгеру.
	Ген
	Номер rs
	Прямой праймер
	Обратный парймер
	Размер ПЦР-продукта (п.о.)

	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


Результаты распределения полученных генотипов у исследуемых лиц представлены в таблице 10.
Таблица 10 -  Распространенность генотипов у членов семьи на основе ДНК-секвенирования
	#
	Гены и номер rs
	Нуклеотидная замена
	II:2
	II:4
	II:6
	III:7

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	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

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	Продолжение таблицы 10

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	5
	rs762798018

MSTO1
	c.22 G>A
	GA

het
	GG

wt
	GA

het
	GA

het

	
	
	
	
	
	
	

	Примечание: 1 het – гетерозигота, wt – дикий тип
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Рисунок 6 – Валидация мутации c.464 T>A (p.Leu155His) в гене NLRP1 с помощью ДНК секвенирования по  Сэнгеру.
Миссенс вариант c.464 T> A (p.Leu155His) в гене NLRP1 был подтвержден как гомозиготный у пробанда (родословная II:4; рис. 2). Мы также идентифицировали гетерозиготную мутацию у его брата с ИА (родословная II: 6; рис.2), тогда как его старшая сестра и сын имели вариант дикого типа и нормальный фенотип (родословная II: 2, III: 7; рис. 2). Эти результаты позволяют предположить, что вариант c.464 T> A в гене NLRP1 совмещен с фенотипом заболевания у членов семьи, которые были протестированы, и отсутствовал у членов семьи второго поколения, у которых не диагностировано заболевание.
3.4 Валидация клинически значимых патогенных полиморфизмов на основе  секвенирования по Сэнгеру в группе условно-здоровых лиц
Для последующего подтверждения, что выбранные кандидатные генетические варианты в генах могут влиять на патогенез ИА, необходимо было провести ДНКсеквенирование по Сэнгеру в группе контроля – (условно-здоровые)  - пациенты от 18-70 лет без аневризм сосудов головного мозга (при наличии МРТ, МРА и КТА, лица казахской национальности и отсутствием в анамнезе ОНМК (острое нарушение кровообращения мозга)  по геморрагическому типу).
В общей сложности было просеквенировано 145 условно-здоровых людей. Распределение генотипов представлено в таблице 11.
Таблица -11 - Распределение генотипов представлено у условно-здоровых людей
	п/п
	Гены и номер rs
	Нуклеотидная замена
	Контроли

N=145

	1
	rs76863441

PLA2G7
	c.835 G>T
	GG
	GT
	TT

	
	
	
	140
	3
	1

	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


Как видно из таблицы 11 в группе условно-здоровых преобладали в основном аллели дикого типа в выбранных генах. 
Таким образом, обобщая результаты ДНК секвенирования по Сэнгеру членов семьи и условно-здоровых людей, можно заключить, что из выбранных 5 полиморфизмов  в генах MSTO1, FRZB, HNMT, PLA2G7 и NLRP1, генетический вариант c.464 T> A в гене NLRP1 совмещен с фенотипом заболевания у членов семьи, которые были протестированы, и отсутствовал у незатронутых членов второго поколения. Кроме того, мутантный аллель  отсутствовал в 145 этнически подобранных контролях. 
3.5 Сопоставление клинического течения САК с полиморфизмами в выявленных генетических вариантах
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.
Геном NLRP1 кодирует белок, названный NALP1, член семейства NLR, который включает белки, участвующие как в воспалительных процессах, так и в процессах ремоделирования тканей [32]. Примечательно, что хроническое воспаление и инфильтрация воспалительных клеток, таких как моноциты, макрофаги, нейтрофилы и лимфоциты, являются ранними гистологическими признаками образования аневризмы [33].

NLRP1 инициирует сборку инфламмасом в ответ на сигналы, связанные с повреждением, посредством активации каспазы-1, которая играет ключевую роль в врожденном иммунитете и воспалении. После активации NLRP1 может напрямую взаимодействовать с прокаспазой 1 через адаптерный белокПривлечение прокаспазы 1 к инфламмасоме способствует ее активации в каспазу-1, которая вызывает созревание и секрецию про-IL-1β и про-IL-18 [34]. Активные цитокины стимулируют воспалительные реакции [35]. Сообщалось, что полиморфизм c.464 T> A (rs12150220) играет важную роль в нормальной активности гена NLRP1. Предыдущее исследование предложило потенциальную генетическую связь между полиморфизмом NLRP1 rs12150220 в популяции европеоидов, сообщая о снижении восприимчивости населения к аутоиммунным заболеваниям, особенно аутоиммунной болезни Аддисона, диабету 1 типа и системной красной волчанке [36]. В крупномасштабном исследовании 114 семей с витилиго и ассоциированными аутоиммунными заболеваниями генетический вариант (p. Leu155His) NLRP1 был представлен в качестве гена-кандидата [37]. Другие исследователи обнаружили, что активация путей воспаления NLRP1 может вносить вклад в различные состояния легких у мышей [38]. Более того, NLRP1 участвует в каспазо-опосредованном апоптозе [39], который является возможным механизмом, лежащим в основе разрыва церебральной аневризмы [40].

Дополнительно был проведен анализ эволюционной  консервативности. В настоящее время придерживаются гипотезы, что высококонсервативные последовательности ДНК несут функциональную нагрузку, а мутации в консервативной области приводят к появлению фенотипа, отсеивающегося естественным отбором. Как правило, консервативность белковой последовательности  можно определить по наличию одинаковых аминокислот в аналогичных частях белков у организмов разных видов. Мы провели поиск в базе данных консервативных доменов (Conserved Domains Database) в NCBI и обнаружили, что NLRP1 имеет три консервативных домена (рис. 3), а именно домен PYD, cd08320, домен NTPase в белках апоптоза, участвующих в активации транскрипции главного комплекса гистосовместимости (MHС) (NATCH, pfam05729), и богатые лейцином повторы (LRR), область подсемейства, подобная ингибитору рибонуклеазы (RI) LRR, cl39015 [41]. Миссенс-мутация p.Leu155His расположена в линкерной области между доменами PYD и NACHT рецептора NLRP1 [19]. Ортологическое сравнение Homo sapiens NLRP1 (NP_127497.1) с шестью другими видами (Pan troglodytes (XP_001167200.2), Macaca mulatta (NP_001107821.1), Canis lupus (XP_005619937.1), Bos taurus (XP_00 Mus3587454.2), (NP_001035786.1) и Rattus norvegicus (XP_006246908.1)) показывает, указали, что лейцин (L) не полностью сохранялся на протяжении всей эволюции (рис. 7).
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Рисунок 7 -  Расположение белка и эволюционная консервативность NLRP1 
Как видно из рисунка высокая консервативность обнаружена у человека с приматами.
3.6 Обобщенный анализ полученных результатов и оформление публикации
На основе наших исследований, обобщая полученные результаты были сделаны следующие заключения Мы идентифицировали генетический вариант (c.464 T> A; (p.Leu155His) в гене NLRP1, о котором ранее не сообщалось в казахстанской популяции. NLRP1 c.464 T> A был сегрегирован полностью с определенными фенотипами ИА в исследуемой семье. Необходимо отметить, что наше исследование имело ограничение, была исследована только одна семья.

Следующим шагом все полученные результаты были оформлены в виде публикации для подачи в рецензируемый журнал, индексируемый базами Scopus и Web of Science. Публикация была оформлена на английском языке. Коррекцию английского языка заказывали в профильной фирме по данному направлению - компания Editage.com (https://www.editage.com) (cм сертификат в Приложении). В конце июля статья была подана в журнал Neurogenetic (https://www.springer.com/journal/10048). 11 августа 2021 года был получен ответ от редактора и рецензентов данного журнала. Статья не была принята, и были представлены замечания по статье (принт-скрин представлен в приложении). Согласно представленным замечаниям рецензента статья была исправлена и подана в журнал Molecular Brain (https://molecularbrain.biomedcentral.com/). Однако редактор журнала рекомендовал подать публикацию в более клинический журнал, где есть тип статей – «Сase report». В настоящее время статья подана и находится на рассмотрении в журнале  Human genome variation (https://www.nature.com/hgv/) (cм принт-скрин в Приложении).
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе выполнения настоящей работы в период с октября  2020 по 1 октября 2021  г согласно календарному плану все запланированные задачи выполнены.

Проведен бионформатический анализ данных, полученных после полноэкзомного секвенирования  трех образцов (пробанд и два сибса). Образцы от пациентов с подтвержденным САК (семейные формы), то есть из одной семьи. В ходе проведения биоинформатического анализа и аннотации согласно предикторам и базам данных (SIFT, PolyPhen, CADD, FATHMM, COSMIC, ClinVar и др) были выявлены следующие генетических варианты генов: MSTO1, FRZB, HNMT, PLA2G7 и NLRP1 Вышеперечисленные генетические варианты в последующем валидаровали на основе  секвенирования по Сэнгеру  в группе  условно-здоровых лиц (N=145 человек). Также проведен скрининг выявленных клинически значимых патогенных полиморфизмов (мутаций)  у пациентов  с диагнозом  САК (семейная форма) на основе  секвенирования по Сэнгеру (4 человека). Был идентифицирован генетический вариант (c.464 T> A; (p.Leu155His) в гене NLRP1, о котором ранее не сообщалось в казахстанской популяции. NLRP1 c.464 T> A был сегрегирован полностью с определенными фенотипами ИА в исследуемой семье, мутантный аллель отсутствовал в группе условно-здоровых людей.
В настоящее время публикация в журнал ККОСОН прошла этап рецензирования, находится на стадии публикования, имеется справка с журнала. Подана публикация в журнале  Human genome variation и находится на стадии рассмотрения.
Полученные данные могут пополнить базы данных о возможных генах-кандидатах и  клинически значимых полиморфизмах, обуславливающие риск развития СAK в семейных форма, так как ранее данный генетический вариант не встречался в казахской популяции при данном заболевании.. Полученные результаты  в ходе выполнения проекта в последующем могут быть использованы в практической медицине при медико-генетическом консультировании и при ранней доклинической диагностике спонтанных субарахноидальных кровоизлияниях. 

Целевые потребители полученных результатов являются врачи-невропатологи, работающие в медицинских учреждениях Казахстана, также студенты, обучающиеся по специальности  «медицинская генетика»
В рамках данного проекта использованы новые технологии – секвенирование нового поколения, биоинформатический анализ и валидация данных, что сопоставимо с исследованиями  в сильных научных зарубежных центрах. Данные исследования будут способствовать развитию персонализированной медицины Республики Казахстан.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б 
Данные по клинически значимым патогенным  полиморфизмам  

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

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

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.0
	T;.;T

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



Продолжение таблицы
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	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

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Продолжение таблицы

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

	Продолжение таблицы

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

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

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

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

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

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

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

1.0
	T;.;T

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

	Продолжение таблицы

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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