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Большие геномные проекты

Большие геномные проекты

2001 Геном человека
2003 Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE)
2004 Исследования по ресеквенированию (Геном человека – опять)
2005 HapMap: 11 популяций
2006 UK Biobank: 500,000 волонтеров
2007 Индивидуальные геномы: Craig Venter, James Watson
2009 Genome Reference Consortium Human Build 37
2012 100 геномов: 2,504 из 26 популяций. NHLBI Exome Sequencing Project: 6,500
2013 Genome Reference Consortium Human Build 38. NCBI ClinVar, ClinGen
2016 ExAC, gnomAD: 60,706 экзомов из 6 больших популяций и 14 когорт по
заболеваниям; >125,000 экзомов, >71,000 полных геномов
2021 Telomere-to-Telomere (T2T) Consortium – снова Геном человека!
2022 UK Bioibank: >150,000 полных геномов
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Теория коалесценции

Случайный дрейф и мутации // revisited

Модель бесконечного числа аллелей: каждая мутация создает новый аллель в
популяции

Гетерозиготность H = θ
1+θ

, где θ = 4Neµ

Ne : эффективный размер популяции, ∼10,000
µ: скорость мутации на 1 сайт на 1 поколение, ∼ 1.2 · 10−8

θ = 4 · 104 · 1.2 · 10−8 ≈ 5 · 10−4

θ ≪ 1 ⇒ H ≈ θ = 1/2000
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Теория коалесценции

Теория коалесценции

Цель: оценить число сегрегирующих (=неконсервативных) сайтов в выборке из N
последовательностей

Предположения:
• Случайное размножение (= случайный дрейф) в популяции постоянного

размера
• Случайные нейтральные мутации

Метод: генерировать случайную генеалогию индивидуумов обратно во времени,
затем добавлять мутации
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Теория коалесценции

Теория коалесценции

У каждого человека:
21 = 2 родителя
22 = 4 бабушек и дедушек
23 = 8 прабабушек и прадедушек
...
Макро: у некоторых индивидуумов
общие предки, некоторые не имеют
потомков
Микро:

Lupski (2011) Cell
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Теория коалесценции

Теория коалесценции

У каждого человека:
21 = 2 родителя
22 = 4 бабушек и дедушек
23 = 8 прабабушек и прадедушек
...
Макро: у некоторых индивидуумов
общие предки, некоторые не имеют
потомков
Микро:

Lupski (2011) Cell

Появление самого близкого общего предка популяции, размножающейся половым
путем, константного размера N, ожидается через ∼ log2N поколений
// Rhode (2004) Nature

Упражнение

Оцените время до самого близкого общего предка человеческой популяции
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Теория коалесценции

Теория коалесценции

Haubold & Wiehe (2006) – Introduction to computational biology

Родословная (генеалогия) для 12 генов в 15 поколениях при предположениях
модели эволюции Райта-Фишера, где поколения появляются за счет случайного
выбора с возвращением. ◦ означает самого близкого общего предка; черные линии
— родословная сохранившихся генов, серые линии означают исчезнувшие
родословные.
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Теория коалесценции

Теория коалесценции

Haubold & Wiehe (2006) – Introduction to computational biology

Линии потомства для 4 генов из подграфа генеалогии популяции на прошлом
слайде. ◦ означает самого близкого общего предка; Ti : интервал времени, в
котором коалесценция состоит из i родословных.
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Теория коалесценции

Теория коалесценции

Соединение двух линий (родословных называется событием коалесценции. Полная
топология событий коалесценции называется коалесценцией. Другими словами,
коалесценция – это родословная последовательностей (аллелей, генов, локусов) в
выборке, отслеженная обратно во времени к их (последней, самой близкой)
предковой последовательности (last common ancestor - LCA, most recent common
ancecter - MRCA). Теория коалесценции смотрит обратно во времени и объединяет
последовательности, произошедшие от LCA.

Можно описать свойства ансамбля деревьев коалесценции, совместимых с
наблюдаемыми данными; при этом ни одно отдельно взятое дерево не может быть
известно.

Коалесцентные деревья являются удобным и вычислительно эффективным
способом для определения важных свойств изменчивости последовательностей
генома.

Генетические события, такие как мутации, на основе которых можно различить
последовательности, должны произойти после их происхождения от LCA. Напротив,
любое событие произошедшее до LCA, одинаково повлияло на всех в популяции и
поэтому остается незамеченным.
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Теория коалесценции

Теория коалесценции �

Caption
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Теория коалесценции

Теория коалесценции �

Under the infinite sites model the number of (unobservable) mutations is equal to the
number of observable segregating sites (variants) in the sample. For a given coalescence
time T2 the number of segregating sites S2 per nucleotide is 2T2µ, where µ is the
mutation rate per site per generation. What is T2 then?

Haubold & Wiehe (2006) – Introduction to computational biology
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Теория коалесценции

Теория коалесценции �

The number of segregating sites per nucleotide S2:
T2 = 4N/2, S2 = 2µT2 = 4Nµ

Haubold & Wiehe (2006) – Introduction to computational biology
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Теория коалесценции

Теория коалесценции �

Gillespie – Population genetics. A concise guide
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Теория коалесценции

Теория коалесценции

Модель бесконечного числа сайтов: каждая мутации изменяет новый сайт в
[бесконечно длинной] последовательности нуклеотидов

E(S) = θSL
n−1∑
k=1

1
k

, где θS = 4NeµS

E(Π) = θSL,E(π) = θS

Последовательностей n = 4, сегрегирующих сайтов n = 8, длина
последовательности: L = 16, среднее число несовпадений Π = 24/6 = 4,
Разнообразие нуклеотидов: π = H = Π/L, мутации на сайт на поколение µS

Упражнение

Как размер выборки влияет на поиск новых вариантов
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Оценки разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Оценка разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Разнообразие нуклеотидов π = Среднее количество несовпадений Π / Длину L

E(π) = θS , θS = 4NeµS

Ne : эффективный размер популяции
µS : Частота мутации на сайт на поколение

E(S) = θSL
n−1∑
k=1

1
k

S : общее количество сегрегирующих сайтов в наборе из n последовательностей
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Оценки разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Оценка разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Разнообразие нуклеотидов π = Среднее количество несовпадений Π / Длину L

E(π) = θS , θS = 4NeµS

Ne : эффективный размер популяции ∼ 10, 000
µS : Частота мутации на сайт на поколение∼ 1.2 · 10−8

θS = 4 · 104 · 1.2 · 10−8 ≈ 5 · 10−4

E(S) = θSL
n−1∑
k=1

1
k

S : общее количество сегрегирующих сайтов в наборе из n последовательностей
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Оценки разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Оценка разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Всего 2,504 образцов, длина генома 2.84 Гб.
Ожидаемое количество аутосомных SNV:
E(S) = θSL(1 + 1/2 + ...+ 1/(2 ∗ 2504) =
4.8 · 10−4 · 2.84 · 10−9 · 9.09 =12.4 млн
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Оценки разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Оценка разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Всего 2,504 образцов, длина генома 2.84 Гб.
Ожидаемое количество аутосомных SNV:
E(S) = θSL(1 + 1/2 + ...+ 1/(2 ∗ 2, 504) =
4.8 · 10−4 · 2.84 · 10−9 · 9.09 =12.4 млн
Наблюдается:

• 64 млн с MAF < 0.5%
• 12 млн (MAF 0.5-5%)
• 8 млн с MAF > 5% Caption

...Почему (а) так много (б) редких вариантов?
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Оценки разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Избыток редких вариантов в геноме человека

Предположения в основе оценки E(S) по теории коалесценции:
• Константный размер популяции
• Нейтральность вариантов

Ранние оценки: мало образцов ⇒ частые (нейтральные) варианты

Более реалистично:
• Демографические модели с недавним увеличением численности людей
• Отрицательный отбор: уменьшение изменчивости + избыток редких аллелей в

остающихся вариантах
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Оценки разнообразия нуклеотидов в геноме человека
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Оценки разнообразия нуклеотидов в геноме человека
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Оценки разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Появление новых вариантов с увеличением выборки

“The number of nonsense variants
discovered in 300 samples is 40 times
greater than the average number
discovered in a single sample, whereas
the number of synonymous variants is
only 10 times greater (although the
absolute number of nonsense variants is
a relatively minor proportion of the total
variation discovered); this effect is due
to purifying selection. All classes of
variants are discovered at rates
exceeding what would be predicted
under a neutral model of evolution in a
population of constant size, an effect of
population growth.”

Kiezun (2012) Nature Genetics
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Оценки разнообразия нуклеотидов в геноме человека

Медианное количество аутосомных вариантов на геном

The 1000 Genomes Project Consortium (2015) Nature
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ExAC, gnomAD, dbSNP

ExAC

60,706 экзомов неродственных индивидуумов без врожденных заболеваний
• 7,404,909 высококачественных вариантов (1 на каждые 8 п.н.)
• 99% вариантов имеют MAF<1%, 54% синглетоны
• 7.9% мультиаллели
• 317,381 инделы

• Приближение к насыщению: 62.8% всех возможных синонимичных С>T в CpG
(gnomAD: ∼ 85%)

• Повторение мутаций: нарушение принципа бесконечного числа сайтов

Лекция 6. Варианты в индивидуумах и популяциях 2024 26 / 65



ExAC, gnomAD, dbSNP

ExAC

Упражнение

Почему большинство вариантов здесь частые, а не редкие?
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ExAC, gnomAD, dbSNP

ExAC �

Mutability – adjusted proportion of singletons (MAPS)

Лекция 6. Варианты в индивидуумах и популяциях 2024 28 / 65



ExAC, gnomAD, dbSNP

ExAC �

Frameshift and in-frame indels
Mutability – adjusted proportion of singletons (MAPS)
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ExAC, gnomAD, dbSNP

ExAC

Индивидуальные экзомы:
1) Известные болезнетворные варианты
53.7 болезнетворных аллелей из HGMD и CLinVar на экзом, у 47.2 из них
AF_POPMAX>1%
Это несовместимо даже с рецессивным наследованием ⇒ неверная классификация,
неполная пенетрантность

2) Достоверные PTV
179,774 PTV высокой достоверности, 121,309 (67%) синглетоны

• 85 гетерозиготных и 35 гомозиготных PTV на экзом, из которых
• 18 (гетерозиготных) и 0.19 (гомозиготных) редкие (AF< 1%), 2 синглетона
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ExAC, gnomAD, dbSNP

ExAC �

Shet applications:
• Discrimination between AR and

AD modes of inheritance
• In dominant diseases, restricting to

genes with Shet>0.04 provides a
3x reduction of candidate variants

• Shet helps predict phenotypic
severity, age of onset, penetrance

“The cumulative frequency of rare deleterious PTVs [in a gene] is primarily determined by
the balance between incoming mutations and purifying selection rather than genetic drift.
This enables the estimation of the genome-wide distribution of selection coefficients for
heterozygous PTVs and corresponding Bayesian estimates for individual genes.”
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ExAC, gnomAD, dbSNP

ExAC �

Вопрос

Наблюдаются ли все значения S?
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ExAC, gnomAD, dbSNP

Действительно ли PTV являются LoF

Lek (2016) Nature, ExAC paper, ∼60,000 individuals:
• 13.2 ожидаемых LoF вариантов на ген, 62.8% генов имеют более >10 pLoF

вариантов в каноническом транскрипте
• Каждый индивидуум имеет порядка ∼ 85 гетерозиготных и ∼34 гомозиготных

PTV
Sulem (2015) Nat Genet, ∼101,000 Icelanders: // Популяция основателей

• 7.7% индивидуумов имеют один ген в состоянии полного нокаута LoF
вариантом с MAF менее 2%

• Было обнаружено 552 человека, у которых нокаутировано >1 гена
• 1,171 из 19,135 генов (6.1%) полностью нокаутированы

Saleheen (2017) Nature, 10,000 Pakistanis // родственники
• 1,317 различных генов были предсказаны как инактивированые из-за

гомозиготных вариантов pLoF
• 17.5% участников имели минимум один нокаутированый ген за счет

гомозиготной pLoF мутации, ∼18% имели более одного гена в состоянии
нокаута

Backman (2021) Nature 454,787 UK Biobank participants
• В >80% генов не менее 50 участников имели предсказанный pLoF вариант
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ExAC, gnomAD, dbSNP

gnomAD 125,748 exomes + 15,708 genomes

Karczewski biorXiv http://dx.doi.org/10.1101/531210
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ExAC, gnomAD, dbSNP

gnomAD 125,748 exomes + 15,708 genomes �
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ExAC, gnomAD, dbSNP

gnomAD 125,748 exomes + 15,708 genomes �

The total number of variants observed in each functional class for exomes (g) and genomes (h).
Karczewski biorXiv http://dx.doi.org/10.1101/531210
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ExAC, gnomAD, dbSNP

gnomAD 125,748 exomes + 15,708 genomes �

(d) The mutability-adjusted proportion of singletons (MAPS) (f) The proportion of all possible
variants. Karczewski biorXiv http://dx.doi.org/10.1101/531210

Лекция 6. Варианты в индивидуумах и популяциях 2024 37 / 65

http://dx.doi.org/10.1101/531210


ExAC, gnomAD, dbSNP

gnomAD. Частота вариантов в 125,748 экзомах �

gnomad.broadinstitute.org
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ExAC, gnomAD, dbSNP

�

Вопрос

Объясните утверждение: ∼50% из всех новых миссенсов фильтруются очищающим
отбором при достижении высоких частот
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ExAC, gnomAD, dbSNP

LOEUF: гены, нетолерантные к pLoF-вариантам

"Мы классифицирем белок-кодирующие гены человека по спектру,
представляющему степени нетолерантности к инактивации pLoF-вариантами"

• pLoF, putative loss-of-function ≈ PTV (protein-truncating variants)
• LOFTEE: достоверный набор из 443,769 pLoF вариантов (413,097 в

канонических транскриптах 16,694 генов)
• Медианное ожидаемое количество pLoF 17.3 на ген, минимум один pLoF в

95.8% всех генов.
• LOEUF: наблюдаемых/ожидаемых pLoF вариантов, разделенных на децили по

примерно 1,920 генов каждый
• 1,752 генов которые, скорее всего, толерантны к биаллельной инактивации
• 1,266 генов, в которых не наблюдается pLoF (obs_lof=0, у некоторых высокое

exp_lof)

Упражнение

Найдите гены с obs_lof=0
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ExAC, gnomAD, dbSNP

LOEUF: гены, нетолерантные к pLoF-вариантам �

gnomad.broadinstitute.org
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ExAC, gnomAD, dbSNP

LOEUF: гены, нетолерантные к pLoF-вариантам �

Karczewski biorXiv http://dx.doi.org/10.1101/531210
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ExAC, gnomAD, dbSNP

LOEUF: гены, нетолерантные к pLoF-вариантам �

Karczewski biorXiv http://dx.doi.org/10.1101/531210

Disease applications of constraint. (a) The rate ratio is defined by the number per
patient of de novo variants in intellectual disability / developmental delay (ID/DD)
cases divided by the rate in controls. pLoF variants in the most constrained decile of the
genome are approximately 11-fold more likely to be found in cases compared to controls.
(c) Autism cases. pLoF variants in the most constrained decile of the genome are
approximately 4-fold more likely to be found in cases compared to controls.
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gnomAD: структурные варианты в 14,891 геномах �

Структурные варианты (SVs): геномные перестройки, которые изменяют сегменты
ДНК длиной более 50 п.н.

• Несбалансированые (CNV) и балансированые (инверсии, транслокации) +
более экзотические SV

• Метод: 4 ортогональных сигнатур, 498,257 различных SV
• После фильтрации: 382,460 уникальных, полностью определенных SV из 12,549

неродственных геномов

SV на геном:
• 1000 геномов: 3,441
• GTEx project: 3,658
• gnomAD-SV: 8,202
• WGS на длинных ридах: 24,825

Collins biorXiv
http://dx.doi.org/10.1101/578674
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gnomAD: структурные варианты в 14,891 геномах �

В среднем геноме: 8,202 SV:
• малые (медианный размер

SV=374 п.н.)
• ... и редкие (92% с AF<1%)
• 46.4% синглетоны
• Восемь генов изменяются

редкими SV
• Большие (более 1Мб), редкие

аутосомные SV в 3.1% геномов

Collins biorXiv
http://dx.doi.org/10.1101/578674
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Collins biorXiv http://dx.doi.org/10.1101/578674

(b) At least one pLoF or CG SV was detected in 40.4% and 23.5% of all autosomal
genes, respectively. (c) Up to 1.3% of genomes in gnomAD-SV harbored a very rare
(AF<0.1%) pLoF SV in a medically relevant gene across several gene lists.
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gnomAD: структурные варианты в 14,891 геномах �
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(d) We found 308 rare autosomal SVs ≥ 1Mb, revealing that ∼3.1% of genomes carry a
large, rare chromosomal abnormality.
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Структурные варианты в 20 геномах, согласно Delly �
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ExAC, gnomAD, dbSNP

dbSNP: главный и открытый архив вариантов генома
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Исследования российской популяции

Проект «Геномы России» �

Zhernakova (2019) Genomics

Российская Федерация является самой большой и одной из самых этнически
разнообразных стран в мире, однако до сих пор не существует централизованной
базы данных генетической вариации. Такие данные крайне важны для медицинской
генетики и незаменимы для изучения истории популяции.
Проект геном России нацелен на решение этой проблемы путем проведения
полногеномного секвенирования и анализа жителей Российской Федерации. В
данной статье мы представляем характеристику полногеномной вариации у 264
здоровых взрослых участников, включая 60 новых образцов. Жители России
являются носителями известных и новых вариантов с адаптивными, клиническими
и функциональными последствиями, которые, во многих случаях, имеют отличия в
частотах аллелей от соседних популяций.
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Проект «Геномы России» �

Zhernakova (2019) Genomics
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Исследования российской популяции

Популяция Ивановской популяции: 242 гена, 1,685 образцов
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Исследования российской популяции

Популяция Ивановской популяции: 242 гена, 1,685 образцов

Известные болезнетворные варианты, которые значимо более частые в Ивановской
популяции
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Исследования российской популяции

APOB и гипобеталипопротеинемия
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Исследования российской популяции

APOB и гипобеталипопротеинемия

Table 6 Variants with confirmed phenotypes. Variant: dbSNP rsID for known variants or
chr:pos_ref/alt identifier for novel PTVs. HGVS: variant description. Phenotype: disease
phenotype confirmed by evaluation of clinical data; source of clinical data is specified in the
parentheses.
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Исследования российской популяции

RUSeq
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RUSeq
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Исследования российской популяции

Уроки, полученные из секвенирования

• PCA может показать локальные субпопуляции, частоты вариантов могут
различаться

• RUSeq: объединяет генетическую информацию между клиническими
лабораториями и геномными центрами в России

• Примерно 10% вариантов являются новыми, они обогащены вариантами с
большим влиянием (PTV, миссенсы)

• Наблюдается перепредставленность некоторых известных болезнетворных
вариантов

• Известные и возможные болезнетворные варианты обнаруживаются у здоровых
доноров

• Открываются новые и подтверждаются известные варианты, связанные с
фенотипами

• Нужно различать здоровых доноров и пациентов при оценке частоты вариантов
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Исследования российской популяции

Выводы

• Ранние оценки разнообразия нуклеотидов не учитывали очень быстрый рост
человеческой популяции и естественный отбор. Поэтому фактическая оценка
разнообразия гораздо выше; также наблюдается избыток редких аллелей.

• Недавние крупномасштабные проекты по секвенированию (1000 геномов, ExAC,
gnomAD, UK Bioibank) проливают свет на ранее неизвестные паттерны
вариабельности в геноме человека и дают новый взгляд на человеческую
популяцию и генетику заболеваний.

• В частности, варианты с популяционной частотой, несовместимой с
рецессивной наследуемостью и раннее считавшиеся болезнетворными,
переклассифицируются.

• Накопление образцов делает возможным делать оценки на уровне генов,
например, меры нетерпимости генов к pLoF-вариантам или коэффициенты
отбора для них.

• Появляются исследования по спектру вариантов в российской популяции.
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