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Поиск генов менделевских заболеваний с помощью NGS

Хронология // Rabbani (2012) J Hum Genet
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Поиск генов менделевских заболеваний с помощью NGS

Напоминалка: NGS

Casals (2012) J Neuroimmunology
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Поиск генов менделевских заболеваний с помощью NGS

Первый успех: синдром Миллера
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Поиск генов менделевских заболеваний с помощью NGS

По следам первого успеха

Rabbani (2012) J Hum Genet
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Поиск генов менделевских заболеваний с помощью NGS

Приоритизация вариантов: проблема «иголки в стоге сена»

Необходимо определить, какой из выявленных вариантов наиболее вероятно
[нарушает функцию гена и] является причиной болезни.

Variants in an individual ExAC exome (Lek (2016) Nature).
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Поиск генов менделевских заболеваний с помощью NGS

Стратегии поиска // Alkuraya (2016) Hum Genet
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Поиск генов менделевских заболеваний с помощью NGS

Стратегии поиска // Boycott (2013) Nat Rev Genet
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Генетика моногенных заболеваний в пост-геномную эру

Хронология поиска генов // Bamshad (2019) Am J Hum Genet
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Генетика моногенных заболеваний в пост-геномную эру

Хронология поиска генов // Bamshad (2019) Am J Hum Genet
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Генетика моногенных заболеваний в пост-геномную эру

Данные и биоинформатика

Reference datasets: increasing availability of population genetic variation catalogs
(ExAC, gnomAD)

• The confident exclusion of common genetic variants too common
• Addressing the overestimation of disease penetrance arising from multiplex pedigrees
• Efforts to identify the genetic and environmental modifiers responsible

Data sharing
• A more systematic approach to information sharing (Matchmaker Exchange,

DECIPHER and GeneMatcher, MyGene2)
• Databases of genes associated with rare disorders (for example, OMIM and

ORPHANET)
• Databases of clinically interpreted variants (ClinVar and ClinGen)

Bioinformatics
• In silico analysis and prioritization of the discovered genetic variants

Claussnitzer (2020) Nature
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Генетика моногенных заболеваний в пост-геномную эру

Сложности и ограничения

Основные сложности:
• Редкие заболевания: малое количество случаев и/или семей
• Вариабельная пенетрантность
• Неизвестный тип наследования
• Гетерогенность локусов и фенотипов
• De novo или унаследованные варианты (спорадические vs семейные случаи)
• Частота аллелей может быть обманчивой
• Ограниченность предсказательных алгоритмов in silico

Ограничения полноэкзомного секвенирования (WES)
• Множество некодирующих вариантов не детектируется
• Сложности в детекции структурных вариантов и CNV
• Ложноотрицательные (покрытие) и ложноположительные (паралоги?)

варианты
• Большое количество вариантов-кандидатов, необходима фильтрация

Ограничения полногеномного секвенирования (WGS)
• Слишком много данных, необходимо еще больше фильтрации
• Стоимость секвенирования и обработки данных
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Клиническая значимость вариантов генома

Стандарты и рекомендации // Richards (2015) Genetics in Medicine

Клиническая значимость любого варианта последовательности попадает на точку
спектра, который простирается от скорее всего болезнетворного до тех, которые
скорее всего безвредны.
Система классификации из 5 уровней для менделевских заболевания:

• Pathogenic (P)
• Likely pathogenic (LP)
• Benign (B)
• Likely benign (LB)
• Variant of unknown significance (VUS)

Мы предлагаем термины Likely pathogenic и Likely benign для обозначения тех
случаев, когда с более чем 90% уверенностью можно сказать, что вариант или
болезнетворный, или безвредный, чтобы предоставить лабораториям общее, пусть
и субъективное, определение.
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Клиническая значимость вариантов генома

Стандарты и рекомендации: отечественная версия
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Клиническая значимость вариантов генома

Стандарты и рекомендации // Richards (2015) Genetics in Medicine
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Клиническая значимость вариантов генома

Стандарты и рекомендации // Richards (2015) Genetics in Medicine
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Клиническая значимость вариантов генома
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Клиническая значимость вариантов генома

Стандарты и рекомендации // Richards (2015) Genetics in Medicine
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Клиническая значимость вариантов генома

Стандарты и рекомендации // Richards (2015) Genetics in Medicine
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Клиническая значимость вариантов генома

Varsome

Kopanos (2019) Bioinformatics
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Клиническая значимость вариантов генома

Varsome

Kopanos (2019) Bioinformatics
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Клиническая значимость вариантов генома

Sherloc: уточнение критериев клин. классификации вариантов

The ACMG–AMP criteria were not capturing certain qualitative considerations.
Therefore, we first posed a normative question: “What kind of evidence, and how much,
should be required for a pathogenic classification?” We first recognized that there are
two general types of evidence: clinical and functional.

1. Clinical evidence describes the correlation of the variant with disease (or absence of
disease) in human populations, and includes observations in affected and unaffected
individuals and families.

2. Functional evidence describes the molecular consequence of a variant on various
gene products and includes the results of molecular and cellular experiments, and
predictions about functional effects based on variant type or complex computational
algorithms.

Clearly, clinical and functional evidence are both important: a variant is pathogenic if it
disrupts a gene product in a way that leads to human disease, and is benign if it has an
effect that does not lead to disease in humans.

Nykamp (2017) Genetics in Medicine

Лекция 8. Моногенные заболевания, ч.2 2024 25 / 44



Клиническая значимость вариантов генома

Sherloc: уточнение критериев клин. классификации вариантов

Although both clinical and functional evidence are relevant, they have a hierarchical
relationship. Clinical data describe human disease directly, whereas functional data are
relevant to disease only to the extent to which the measured property correlates with
disease physiology. Therefore, when a discrepancy or conflict arises between clinical and
functional observations, the clinical observations should be considered more persuasive.
Broadly speaking, a variant should not be considered pathogenic if it is present in a large
percentage of healthy individuals (clinical data), even if a measurable effect on protein
function has been observed in an experimental assay (functional data). Conversely, a
variant should be considered pathogenic if it is present in many affected individuals and
has not been observed in healthy individuals (clinical data), even if it is predicted to be
nondeleterious and has been demonstrated to have no effect on a measured protein
property (functional data).

Nykamp (2017) Genetics in Medicine
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Клиническая значимость вариантов генома

Sherloc: уточнение критериев клин. классификации вариантов

Nykamp (2017) Genetics in Medicine
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Клиническая значимость вариантов генома

Sherloc: уточнение критериев клин. классификации вариантов

Nykamp (2017) Genetics in Medicine
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Клиническая значимость вариантов генома

Sherloc: уточнение критериев клин. классификации вариантов

Nykamp (2017) Genetics in Medicine
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Клиническая значимость вариантов генома

Sherloc: уточнение критериев клин. классификации вариантов

Nykamp (2017) Genetics in Medicine
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Клиническая значимость вариантов генома

Sherloc: уточнение критериев клин. классификации вариантов

Пример 1: TTC8 c.459G>A (p.Thr153=)
• Очень редкая тихая замена (0.02% в ExAC) в гене, который может вызвать

синдром Барде-Бидля
• Предсказано, что нарушает нормальный сплайсинг
• Наблюдается в гомозиготном состоянии у трех больных братьев/сестер в одной

семье
• В нашей лаборатории наблюдается в гомозиготном состоянии у неродственных

пациентах и теперь классифицируется как патогенная
Пример 2: CDH1 c.1118C>T (p.Pro373Leu) вариант в гене, ассоциированным с
наследственным диффузным раком желудка и дольным раком груди

• Отсутствует в ExAC
• Поддерживается функциональными исследованиями: нарушает

клеточно-клеточную адгезию и приводит к повышенной клеточной
подвижности и активации EGFR, митоген-активируемой протеиновой киназы и
Src-киназы

• Компбютерные предсказания подтверждают этот вывод
• Однако клинические наблюдения неоднозначны: этот вариант был найден и у

больных, и у здоровых в одной семье.
Без поддерживающих клинических наблюдений, классификация варианта как
возможно патогенного преждевременна

Nykamp (2017) Genetics in Medicine
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Клиническая значимость вариантов генома

Sherloc: уточнение критериев клин. классификации вариантов

Пример 3: CDKN2A c.9_32dup24
• Дупликация без сдвига рамки считывания
• Предсказано, что не имеет влияния на функцию белка
• Показано, что не влияет на связывание CDK4 или CDK6
• Найдена у нескольких пациентов с меланомой
• Сегрегирует болезнь (неполная пенетрантность) в немкольких семьях с

меланомой
Изобилие положительных клинических доказательств превосходит отрицательные
функциональные доказательства (эффективность связывания CDK4/6 не является
релевантным молекулярным последствием) Пример 4: SCN5A c.3578G>A
(p.Arg1193Gln)

• Миссенс-замена в потенциалзависимом натриевом канале
• Показано, что дестабилизирует порог инактивации и приводит к постоянному

току in vitro
• Глицин присутствует в аналогичной позиции в ортологе лошади
• Частота более 7% в Восточно-Азиатской популяции, с 17 гомозиготами,

найденными в ExAC
Изобилие отрицательных клинических доказательств превосходит положительные
функциональные доказательства
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WES-диагностика менделевских заболеваний

WES-диагностика: постановка задачи

Применимость: атипичное проявление; симптомы,
схожие у нескольких нарушений; сложность
подтверждения клиническими или лабораторными
критериями

Вход: Клинические симптомы (HPO), медицинские
записи

Аннотация: VEP; gnomAD; ClinVar, OMIM

Фильтрация вариантов и приоритизация:
20,000-100,000 → 50 - 1,000
известные патогенные варианты; редкие (MAF <
0.5%) или новые PTV; другие варианты, гены с
ассоциированными фенотипами (ClinVar, OMIM, HPO)

Выход: клинический отчет с диагностикой,
кандидатными генами/вариантами; направления;
запрос секвенирования по Сенгеру

Частота варианта в различных
популяциях // Bamshad (2011)
Nat Rev Gene
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WES-диагностика менделевских заболеваний

WES-диагностика: схема // Retterer (2016) Genet Me

Лекция 8. Моногенные заболевания, ч.2 2024 34 / 44



WES-диагностика менделевских заболеваний

WES-диагностика: примеры // Bamshad (2011) Nat Rev Genet

1. Новый гомозиготный вариант (Asp652Asn) в транспортере растворенных
веществ 26, член 3 SLC26A3 – ген, вызывающий врожденную хлоридную
диарею – был найден у ребенка, у которого изначально подозревался другой
диагноз – синдром Барттера

2. Новый вариант Cys203Tyr в Х-сцепленном ингибиторе апоптоза (XIAP) у
маленького мальчика с острым воспалительным заболеванием кишечника,
точный диагноз было сложно поставить. Мутации в гене XIAP вызывают
Х-сцепленный лимфопролиферативный синдром 2 типа (XLP2), но острый
колит является нетипичным симптомом XLP2. Диагноз XLP2 предоставил
специальный путь лечения.

Лекция 8. Моногенные заболевания, ч.2 2024 35 / 44



WES-диагностика менделевских заболеваний

Промежуточный обзор эффективности WES-диагностики
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WES-диагностика менделевских заболеваний

Промежуточный обзор эффективности WES-диагностики

• Общий диагностический выход WES составил 28.8% в 3,040 случаях; 23.6% в
случаях анализа только пробанда и 31.0% в случаях анализа трио

• В 24.2% случаев были указаны гены-кандидаты, которые могут быть
реклассифицированны как ассоциированные с определенным диагнозом

• Из 2,091 случая, в которых были проанализированы вторичные находки в 56
рекомендованных ACMG генах, 6.2% (129) случаях был найден патогенный
вариант, выносимый в заключение

Retterer (2016) Genet Med
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WES-диагностика менделевских заболеваний

ACMG-56 2.0: гены вторичных находок // Kalia (2017) Genet Med

• ACMG-56: список генов, случайные или вторичные находки в которых
необходимо выносить в заключение, вне зависимости от причины прохождения
генетического тестирования

• Цель: идентифицировать и управлять риском для отобранных
высокопенетрантных генетических заболеваний [с доминантным типом
наследования] за счет основанными вмешательств, направленных на
предупреждение или значительное уменьшение заболеваемости и смертности

• Обновления: появился в 2013, в 2017 убрали один ген, добавили 4
• Пример: ATP7B ассоциирован с аутосомно-рецессивным заболеванием Вилсона

(ОMIM 277900). Заболеваемость среди гомозигот напрямую коррелирует с
отложениями меди в печени, мозге и глазах. Болезнь прогрессирует, и, если
остается без лечения, с большой вероятностью вызывает раннюю смерть. В
некоторых случаях, отказ печени может быть знаком проявления. <...>
Лечение для болезни Вилсона включает в себя назначение хелатирующих медь
агентов и/или цинка для блокировки абсорбции меди в кишечнике; лечение
крайне эффективно, если назначено до проявления симтомов
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WES-диагностика менделевских заболеваний

ACMG-56 2.0: гены вторичных находок // Kalia (2017) Genet Med
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WES-диагностика менделевских заболеваний

Переклассификация значимости // Shah (2018) Am J Hum Genet
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WES-диагностика менделевских заболеваний

Некоторые перспективы WES/WGS-диагностики
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WES-диагностика менделевских заболеваний

Выводы

• Менделевские (моногенные) заболевания зависят от генотипа в одном
единственном локусе, наследование подчиняется законам Менделя

• Однако существует много отклонений от простого паттерна наследования
• Семейная агрегация и описательная эпидемиология помогают установить

генетические основы заболеваний
• Важные паттерны наследования менделевских заболеваний:

аутосомно-доминантные, аутосомно-рецессивные, Х-сцепленное рецессивное,
Х-сцепленное доминантное, Y-сцепленное

• Пенетрантность, относительный риск и отношение шансов являются
различными, но близкими мерами. Пенетрантность вариантов зачастую
неизвестна или завышена!

• Поиск генов, ассоциированных с заболеваниями, значительно изменился и
ускорился за счет NGS

• Появляются стандарты и руководства в области: от интерпретации вариантов
до отчетов по вторичным находкам
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WES-диагностика менделевских заболеваний
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