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Введение 

Изучение закономерностей мутагенеза имеет большое значение для 

медицинских и эволюционных исследований. Так, предположения о том, как 

распределены мутации вдоль генома, лежат в основе поиска генов, 

ассоциированных с различными заболеваниями; неверная оценка локальной 

скорости мутирования приводит к тому, что генами, ассоциированными с 

заболеваниями, считают гены с высокой скоростью мутирования [1]. Данные по 

полным геномам для различных организмов, для внутривидового полиморфизма 

и для троек «пара родителей-потомок» дают возможность изучать мутационный 

процесс для замен, передающихся по наследству. К сожалению, наиболее прямые 

данные по de-novo мутациям, полученные из сравнения геномов родителей с 

ребёнком, пока бедны: для человека описано только несколько десятков тысяч 

таких мутаций [2–5], что ограничивает возможности исследования факторов, 

влияющих на мутационный процесс, по таким данным. Особенности мутагенеза в 

разных типах рака можно исследовать, используя множество пар образцов 

здоровой и раковой ткани. Такие данные начинают появляться в обилии; так, 

крупнейшая база данных по раковым сиквенсам TCGA на данный момент 

включает  10247 полных экзомов [1,6].  

Гетерогенность скорости мутирования вдоль генома давно исследуется с 

использованием межвидовых сравнений [7,8]. Более того, в моделях наибольшего 

правдоподобия, рассчитывающих вероятность нуклеотидных замен на ветках 
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филогенетического дерева,  локальная неравномерность скорости мутирования 

уже учитывается [9]. Описанная поправка крайне важна для получения 

релевантных результатов о воздействии отбора, в особенности на некодирующую 

последовательность.  

Предмет изучения в нашей работе - это локальная изменчивость скоростей 

точечного мутирования (Глава 1) и её влияние на соотношение различных типов 

мутаций (Глава 2), а также сложные мутации, одновременно меняющие несколько 

близлежащих нуклеотидов (Главы 3 и 4). Наше исследование сосредоточено на 

хорошо изученных модельных организмах – Drosophila melanogaster и Homo 

sapiens с использованием геномов ближайших к ним видов. Мы разработали 

простой подход для поиска сложных мутаций по данным о межвидовой 

дивергенции. Этот метод позволил исследовать, какие геномные свойства 

определяют распределение двойных мутаций GC→TT/AA, являющихся 

мутационной подписью полимеразы ζ [10–12]. Что позволило нам сделать вывод о 

том, что работа этой полимеразы частично объясняет изменчивость скорости 

мутирования вдоль по геному.  

1. Гетерогенность скорости мутирования вдоль по геному 

Однонуклеотидные мутации являются причиной генетических заболеваний 

и  служат материалом для эволюции. Они – самый частый тип мутационных 

событий. Скорость однонуклеотидных мутаций не менее чем на порядок 

превосходит скорость других мутаций – сложных мутаций, инсерций, делеций, 
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инверсий и др. [13,14]. При изучении белковой эволюции наблюдают радикальное 

изменение локальной скорости эволюции [15,16]. Таким образом, крайне важно 

понимать локальную гетерогенность скорости мутирования, чтобы разделять 

вклад отборной и мутационной компоненты в неё.  

Полные геномы различных видов, а также полногеномные данные по 

внутривидовому  полиморфизму, позволяют изучать гетерогенность скорости 

мутирования. Для исследования мутационных процессов необходимо исключить 

влияние отбора, и изучение лишь нейтрально эволюционирующих участков 

генома является приемлемым решением. Позиции в геноме, особенно 

подверженные мутациям, называются горячими точками мутагенеза. Одно из 

объяснений для этого феномена – неканонический механизм удвоения или 

починки ДНК. Можно ожидать, что соотношение различных типов мутаций в них 

будет обладать другими свойствами.    

1.1. Подходы к изучению скорости мутирования и её мелкомасштабной 

изменчивости 

Для сбора данных об однонуклеотидных мутациях можно сравнивать: 

геномы разных тканей, что рассказывает о соматических мутациях - мутациях, 

накопленных за время жизни особи [17,18]; полные геномы родителей и их 

потомков [2–4]; геномы родителей и их потомков через несколько поколений в 

системах, где отбор не эффективен («линии накопления мутаций») [19,20]; 

древние датированные геномы и геномы ныне живущих особей [21]; или же 
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последовательности геномов разных видов [22]. Также можно использовать базы 

данных по генетическим заболеваниям, содержащие очень много 

последовательностей для некоторых локусов [13]. 

К сожалению, все перечисленные источники данных по однонуклеотидным 

мутациям имеют свои недостатки. Количество известных de-novo мутаций между 

родителями и потомками или в линиях накопления мутаций мало, а для изучения 

локальной гетерогенности скоростей мутирования необходимо оперировать сразу 

большим количеством однонуклеотидных мутаций. Базы данных заболеваний 

очень неравномерно покрывают различные локусы, что также будет приводить к 

смещению в оценке распределения скорости мутирования. Соматические мутации 

часто недостаточно высокого качества, и это может приводить к локальной 

кластеризации однонуклеотидных мутаций. Более того, на уровне соматических 

клеток часто работают мутационные процессы, не проявляющиеся в 

зародышевых линиях [1,6,18,23]. На данный момент, внутривидовой 

полиморфизм и межвидовая дивергенция являются приемлемым источником 

данных для исследования локальной гетерогенности скорости мутирования. Тем 

не менее, на распределение нуклеотидных отличий накопленных за много 

поколений влияет отбор и, работая с полиморфизмом или межвидовой 

дивергенцией, надо исключать возможное влияние отбора.   
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1.2. Мутационные контексты и мелкомасштабная гетерогенность скорости 

мутирования 

Каждый из 4 нуклеотидов может замениться на любой из 3 оставшихся, 

таким образом, существует 12 типов однонуклеотидных мутаций (6 если 

рассматривать комплементарные мутации вместе). Частоты каждого типа 

мутаций могут зависеть от ближайшего нуклеотидного окружения, что было 

детально исследовано ранее [6,24]. Наиболее мутабильный контекст для замен в 

зародышевой линии у млекопитающих – это динуклеотид CpG. Цитозин в 

динуклеотиде CpG часто метилирован, что повышает вероятность спонтанного 

деаминирвания с образованием тимина [25]. Скорость мутирования CpG → TpG 

более чем в 10 раз превышает среднюю по геному [24]. Другая контекстно-

зависимая мутация, имеющая повышенную частоту в приматах – АТN→ACN, 

однако механизм, вызывающий мутабильность этого контекста, не известен [24]. 

Остальные контексты повышают скорость замен гораздо слабее [24]. 

Мутабильность контекстов может различаться между популяциями; так, частота 

мутаций С→Т в ТСС контексте варьирует в 1.5 раза между популяциями человека 

[26],  эти мутации могут быть вызваны действием ультрафиолета [27]. Для 

раковых мутаций известен контекст TCA→ TTA и TCA→ TGA, связанный с 

работой белка APOBEC [6,28–30].  

Однонуклеотидные мутации в геноме распределены неравномерно, и эта 

неравномерность сохраняется в ходе эволюции: вероятность однонуклеотидного 

полиморфизма (SNP – single nucleotide polymorphism) в человеческой популяции 
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вдвое выше в тех сайтах, где наблюдается SNP в шимпанзе [31]. Однако на 

соседние нуклеотиды этот эффект почти не распространяется: скорость 

мутирования у человека почти не увеличена в сайтах, соседних с SNP в шимпанзе 

[31]. Очень сходные паттерны наблюдали при сравнении замен в парах человек-

шимпанзе и орангутанг-макака [32]. Наличие одиночных сайтов в геноме с вдвое 

повышенной скоростью мутирования не объяснятся мутационными контекстами 

и является свойством «криптической» изменчивости скорости мутирования вдоль 

генома. Для соматических раковых мутаций известна кластеризация мутаций 

определённого типа на одной цепи ДНК, что показывает, что в онкогенезе 

участки генома могут локально подвергаться влиянию конкретного мутагена, и во 

многих случаях можно предсказать, какого именно [33].  

1.3. Практическая важность изучения локальных мутационных процессов 

Детальное знание изменчивости мутагенеза имеет прикладное значение, в 

том числе в области персонализированной медицины. Модели, предполагающие 

равномерную вероятность мутирования по геному, в ряде исследований по поиску 

драйверов рака выдавали неверные гены-кандидаты [1]. Так, в [34] как онкоген 

был выявлен очень длинный ген титин, поскольку мутации случались в нем 

многократно из-за его большой длины; а также запаховые рецепторы, имеющие 

повышенную скорость мутагенеза. Верная модель мутирования, учитывающая 

гетерогенность этого процесса, объяснила большую долю рекуррентных мутаций 

просто свойствами мутационного процесса [1]. Отрицательный отбор на 
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последовательность может приводить и к уменьшению частоты замен 

функционально важного участка генома и, как следствие, к его эволюционной 

консервативности. Гены млекопитающих, находящиеся под действием 

отрицательного отбора, содержат больше CpG динуклеотидов, чем нейтральная 

последовательность, и поэтому в них чаще попадают de-novo мутации [13,35]. 

Кроме того, локальное соотношение типов мутаций (спектр мутирования) 

может быть косвенным свидетельством различий в мутационных механизмах 

между разными участками генома. Например, мутации W→S (где W 

соответствует нуклеотиду A или T, а S – нуклеотиду C или G) гораздо чаще 

встречаются в сегментах генома с высоким уровнем рекомбинации из-за того, что 

с рекомбинацией сопряжена смещённая генная конверсия [36,37]. Смещённая 

генная конверсия – это процесс асимметричной репарации возникающего в ходе 

рекомбинации гетеродуплекса (участка двухцепочечной ДНК, где 

комплиментарные цепи пришли из разных гомологичных хромосом, и который 

поэтому может содержать не спаренные основания) в пользу варианта (аллеля) с 

большим содержанием G или C нуклеотидов. Ещё один пример связи скорости 

мутирования и молекулярных механизмов – это пониженная скорость 

мутирования CpG островов. Низкая скорость мутирования СpG динуклеотидов в 

составе CpG островов частично объясняется отсутствия метилирования таких 

цитозинов, что понижает вероятность спонтанного деаминирования. 
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2. Отношение транзиций к трансверсиям как базовая характеристика 

мутационного процесса 

Локальные свойства мутационного процесса можно описывать не только 

вероятностью однонуклеотидных мутаций на сайт, но и соотношением различных 

типов таких мутаций. Каждый нуклеотид может замениться на 3 других 

нуклеотида, причём в двух из трёх случаев замены будут приводить к 

трансверсии – смене типа нуклеинового основания (замена пурина на пиримидин 

и наоборот); в третьем случае замена не приведёт к смене типа азотистого 

основания, такая замена называется транзицией.     

 

 

Рис. 1. Схематическое изображение транзизиций и трансверсий. 

 

Таким образом, классов трансверсий вдвое больше, чем классов транзиций 

(4 против 8).  Отношение числа транзиций к числу трансверсий, умноженное на 2 

для того, чтобы нормировать на различное количество классов этих мутаций, 

обозначается κ и является широко употребляемой однопараметрической 
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характеристикой мутационного спектра. Отношение транзиций к трансверсиям – 

это наиболее простая характеристика мутационного спектра, что важно при 

анализе малого количества мутаций, как например в [38,39]. Для всех известных 

эукариот, с измеренной κ, κ > 1, кроме Podisma pedestris, для которого κ=1.13 и 

недостоверно отличается от 1. κ > 1 свидетельствует о том, что повреждения 

ДНК, приводящие к транзициям, случаются чаще, или же, что репарация 

транзиций менее эффективна. 

 

 



13 

 

Таблица 1. Значения κ в эукариотах. Звёздочкой отмечены оценки, 

полученные в данной работе. Кроме Podisma pedestris, все приведенные значения 

κ достоверно превышают 1. 

 

Значение κ отличается не только между организмами, но и вдоль генома. 

Один из важнейших детерминантов скорости мутирования – время репликации  

влияет и на соотношение частот транзиций и трансверсий: в участках поздней 

репликации доля трансверсий выше [42,43]. Среди мутаций, вызываемых 

склонными к ошибкам полимеразами, например полимеразой зета (пол ζ), больше 

доля трансверсий, по сравнению с основными репликативными полимеразами 

[10,44]. Есть гипотеза, что повышенная скорость мутирования в участках поздней 

репликации, как и меньшие значения κ, являются следствием работы склонных к 

Организм Κ 

Homo sapiens 3.86* 

Drosophila melanogaster 2.06* 

Podisma pedestris 1.13 [38] 

Schizophyllum 

commune  

4.28* 

Saccharomyces cerevisiae 3.2 [40] 

Caenorhabditis elegans >2 [41] 

Arabidopsis thaliana 2.4 [39] 
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ошибкам полимераз [42]. Кроме того, увеличение доли трансверсий наблюдают в 

ближайшей окрестности инсерций или делеций (инделов) [45,46], что также 

связывают с работой склонных к ошибкам полимераз. Короткие повторы 

обогащены мутациями, инделами и имеют пониженную κ [46].    

Изменчивость соотношения транзиций и трансверсий  в геноме может 

свидетельствовать в пользу локальной смены мутационного механизма. 

3. Мультинуклеотидные мутации 

Существуют различные типы мутаций: однонуклеотидные – замена одной 

пары нуклеотидных оснований, мультинуклеотидные – одновременная замена 

нескольких пар оснований, инделы – выпадение или вставка последовательности 

ДНК, сложные события – любая комбинация инделов и однонуклеотидных или 

мультинуклеотидных мутаций, инверсии и различные виды геномных перестроек. 

Среди событий, затрагивающих лишь малый сегмент ДНК, мультинуклеотидные 

мутации являются самым малоизученным типом.  

Понимание того, как устроены мультинуклеотидные замены, может пролить 

свет на определённые мутационные механизмы. Например, известно, что пол ζ 

склонна делать GC→TT/AA динуклеотидные мутации [10,11]. Исследование 

таких динуклеотидных мутаций может быть крайне информативным для 

понимания особенностей работы пол ζ.  

В раковых опухолях также известны множественные мутации, 

ассоциированные с конкретными мутационнынми механизмами. Считается, что 
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соматические СС→TT мутации в раках вызваны, прежде всего, 

ультрафиолетовым (УФ) излучением, а кластеры TpC→TpT и TpC→TpG мутаций 

вызваны работой фермента APOBEC [6,33].  

С другой стороны, знание мультинуклеотидного мутационного ландшафта 

необходимо для изучения эпистатических эффектов в близко расположенных 

сайтах. В [15] было показано, что пары замен в одном кодоне между видами 

происходят скоррелированно во времени из-за действия отбора. Чтобы верно 

разделить мутационный и отборный эффекты, необходимо понимать, как 

устроены мультинуклеотидные мутации. Более того, динуклеотидные мутации 

могут позволять «пересекать адаптивные долины» – делая возможными 

эволюционные события, которые не могут произойти как пара однонуклеотидных 

мутаций из-за их вредности поодиночке [47].  

3.1. Методы изучения мультинуклеотидных мутаций  

Мультинуклеотидные мутации (МНМ) – более сложный для изучения 

объект, чем однонуклеотидные мутации или инделы, т.к. их следует отличать от 

нескольких последовательных однонуклеотидных замен. Оценки количества 

динуклиотидных мутаций можно получить по тем же данным, что и для 

однонуклеотидных замен:  по de-novo мутациям  [5,20,35,48]; по раковым данным 

[6,49]; по многократно секвенированным генам [13,50,51]; по полиморфизму 

[12,48]; или по межвидовым сравнениям [52]. При этом, из-за того что 

мультинуклеотидные мутации редки, требуется ещё больше данных чем для 
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изучения гетерогенности локальной скорости мутирования, и вышеописанные 

подходы для получения мультинуклеотидных мутаций имеют сходные 

недостатки, что и для получения точечных мутаций.   

В большинстве работ количество динуклеотидных мутаций нормируют на 

количество однонуклеотидных. Рассмотрим αd(k) – отношение частот 

динуклеотидных мутаций, затрагивающих два нуклеотида на расстоянии k друг от 

друга, к числу однонуклеотидных мутаций. В большинстве обсуждаемых работ 

рассматривался случай соседних нуклеотидов (k=1).  

При высоком качестве коллирования динуклиотидных мутаций оценка αd(1) 

по de-novo мутациям имеет лишь один, но существенный недостаток, а именно – 

очень малое количество данных даже для большого количества секвенированных 

троек родители – потомок. Так, в [48] обнаружили 7 мультинуклеотидных 

мутаций de-novo для k<20, а в [5], проанализировав геномы 250 семей, нашли 

только 78 мультинуклеотидных мутаций.  

Измерение αd(k) по полиморфизму требует сложных моделей, т.к. 

рекомбинация может разбить динуклеотидную мутацию, или, напротив две 

мутации, произошедшие не одновременно, могут выглядеть как динуклеотидная 

мутация. Однако, если учесть все эти ограничения, можно получить большое 

количество динуклеотидных событий [12,48]. 

Оценки частоты динуклеотидных мутаций, полученные по соматическим 

мутациям в раках, могут не соответствовать тому, что наблюдаеться в 

зародышевых линиях [1,6,33,49]. Так, самая частая динуклеотидная мутация в 
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полиморфизме человека и в генах, ассоциированных с заболеваниями – это 

GC→AA/TT (около 10%) [12,50,51], а в раках – CC/GG→ AA/TT (31%) [53].  

Основная проблема оценок частоты мультинуклеотидных мутаций, 

полученных по базам данных заболеваний – смещение в пользу замен, 

приводящих к болезням.  

Межвидовые сравнения – возможно, самый удачный источник данных по 

динуклеотидным мутациям, однако в работе [52] потребовалось дополнительное 

предположение о том, что αd(k)=0 для k>1, что, вероятно, занизило оценку αd(1) 

полученную в этой статье. 

Несмотря на вышеперечисленные проблемы различных методов, оценки для 

αd(1), полученные разными методами, очень схожи [54], и их среднее составляет 

0.41%.    

3.2. Молекулярные причины возникновения мультинуклиотидных мутаций 

Для некоторых раковых динуклиотидных мутаций известны механизмы их 

образования. В меланомах в динуклеотидном мутационном спектре преобладает 

мутация CC/GG→TT/AA, которая вызывается сшивкой пиримидиновых димеров 

под действием УФ и их последующим спонтанным дезаминированием [33]. 

CC/GG→AA/TT – наиболее частая динуклеотидная мутация в раках легких; эта 

мутация вызывается ацетальдегидом [55], содержащимся в табачном дыме.  

Эксперименты на модельных организмах – ещё один способ изучать 

причины мультинуклеотидных мутаций [49]. В экспериментальной системе на 
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дрожжах и на клетках млекопитающих было показано, что подверженная 

ошибкам пол ζ особенно часто делает  динуклеотидные мутации [10,11,56]. В этих 

системах пол ζ в первую очередь вставляет динуклеотидные мутации 

GC→AA/TT.  

Информация о том, какие именно причины вызывают сложные мутации, 

позволяет решать обратную задачу, а именно – исследовать мутационные 

механизмы, используя мутационные подписи. В раковых данных даже 

однонуклеотидные мутации могут свидетельствовать о мутационном механизме. 

Так, избыток TCC→TTC мутаций является сильным свидетельством в пользу УФ 

облучения пациента [1,6,33]; кластеры TCA→TGA или TCA→TТA мутаций, 

найденные у пациентов с раком груди, являются убедительным свидетельством 

работы APOBEC в этих опухолях [57]. Есть множество других мутационных 

подписей в раках, и они зачастую легко различимы в мутационном спектре из-за 

огромной доли мутаций данного типа [1,6]. При изучении мутаций по 

межвидовым сравнениям, даже в десятки раз повышенную скорость мутирования 

участка, реплицирующегося неточной (low fidelity) полимеразой, невозможно 

определить, если в череде поколений склонная к ошибкам полимераза 

реплицирует этот участок не слишком часто. Напротив, мультинуклеотидные 

мутации из-за редкости их возникновения иногда можно соотнести с конкретным 

механизмом. Так, в статье [12] обнаружили, что GC→AA/TT - самая частая 

динуклеотидная мутация в человеческом полиморфизме. В экспериментальных 

условиях пол ζ особенно часто вызывает такие динуклеотидные мутации [10]. 
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Кроме того, спектр динуклеотидных мутаций в человеческом полиморфизме даже 

для сайтов, удаленных друг от друга больше чем на один нуклеотид, похож на 

спектр, соответствующий пол ζ [12]. На этом основании был сделан вывод о том, 

что пол ζ играет важную роль в мутагенезе зародышевых линий человека. Стоит 

отметить, что если какой-то геномный участок будет часто реплицироваться 

благодаря пол ζ, можно будет изучать не только редкие динуклеотидные мутации, 

но и видеть другие свойственные этой полимеразе особенности, например, 

повышенную скорость мутирования и пониженную κ. В [46] заметили, что 

сложные мутации, а именно инделы, сопровождающиеся заменой, часто 

происходят в повторах, и предположили, что в повторяющихся участках ДНК 

часто работают неточные полимеразы. Косвенно эту гипотезу подтвердили тем, 

что в повторах была существенно повышена скорость мутирования и доля 

трансверсий [46].  

Материалы и методы 

1. Данные для расчёта замен 

Множественное выравнивание Callithrix jacchus, Macaca mulatta, Pongo 

pygmaeus, Gorilla gorilla, и Pan troglodytes на H. sapiens было загружено с UCSC 

[58]. Данные по внутривидовой изменчивости человека были получены по 9 

диплоидным геномам, загруженным из Galaxy bioinformatics [59,60]; таким 

образом, вместе с референтным геномом, мы имеем 19 гаплоидных генотипов.  

Мы использовали следующие диплоидные геномы: KB1, ABT [60], NA18507 [61], 
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NA19240 [62], Craig Venter [63], NA12891, NA12892, геном китайца [64] и геном 

корейца [65]. Данные по аннотированным генам Known Genes были закачены из 

UCSC [58].  

Множественное выравнивание D. simulans, D. yakuba, и D. erecta на 

D. melanogaster (dm3) было загружено с UCSC [58]. Данные по полиморфизму 37 

полных геномов D. melanogaster, выровненные на dm3 геном D. melanogaster [66] 

и 6 геномов D. simulans, выровненых на dm2 геном D. melanogaster [67], были 

загружены с DPGP (http://www.dpgp.org/). dm2 были переведены в dm3 с 

использованием программы liftover 

(http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/dm3/liftOver/). Для аннотации генов мы 

использовали FlyBase genes (BDGP release 5) [68]. 

Мы исключили все аннотированные экзоны, а также 10-нуклеотидные 

участки по краям интронов,  5’ и 3’ UTR, нуклеотидные сайты, маскированные  

RepeatMasker и все не-A, C, G или T нуклеотиды, а также Х и Y хромосомы. У 

Drosophila мы также исключали консервативные участки со значением phastCons 

> 0.1 [69]. Из-за влияния предкового полиморфизма на дивергенцию в Drosophila 

мы также исключали полиморфные сайты при анализе межвидовых различий 

[70]. 

Для исследования ветко-специфичных  нуклеотидных замен мы 

использовали 2 подхода. Первый подход основан на методе наибольшей 

экономии. В этом случае мы сравнивали тройки видов: два сестринских вида и 

ещё один вид в качестве внешнего вида. В приматах мы рассматривали несколько 

http://www.dpgp.org/
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троек с растущим филогенетическим расстоянием между сестринскими видами: 

H. sapiens и Pan troglodytes (G. gorilla в качестве внешнего вида), H. sapiens и G. 

gorilla (P. pygmaeus в качестве внешнего вида), H. sapiens и P. pygmaeus (M. 

mulatta в качестве внешнего вида) и H. sapiens и M. mulatta (C. jacchus в качестве 

внешнего вида). В роде Drosophila в качестве сестринских видов мы использовали 

D. melanogaster и D. simulans, а в качестве внешнего вида были использованы 

позиции, совпадающие между D. yakuba и D. erecta; позиции различные между D. 

yakuba и D. erecta были исключены. Мы предполагали, что замена произошла на 

одной из сестринских линий в том случае, когда нуклеотид отличался в этом виде, 

а у другого сестринского вида и внешнего вида совпадал. Второй подход 

применялся в роде Drosophila, где восстановление предкового состояния менее 

надежно из-за больших филогенетических расстояний между видами, и мы 

дополнительно использовали метод наибольшего правдоподобия. В этом случае 

мы использовали программу baseml из пакета PAML [9]. 

В гоминидах мы исключали CpG сайты. При анализе мультинуклеотидных 

замен мы также исключали тандемные замены, которые могли произойти через 

промежуточное CpG состояние; т.е. мы исключали случаи, когда в первой 

позиции в предковом или производном состоянии был “C”, а во второй позиции 

“G”. Чтобы свести вклад ошибок секвенирования к минимуму, мы исключали 

синглтоны (полиморфизмы, в которых редкий вариант встречался только у одной 

особи). 
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Скорость мутирования измерялась как количество замен, делённое на 

количество сайтов. 

Неаллельная генная конверсия может приводить к МНМ, если участок МНК 

заменяется на паралог отличающейся в двух соседних сайтах.  Чтобы исключить 

влияние неаллельной генной конверсии на частоту МНМ, мы исключали участки, 

содержащие МНМ, если находили в геноме паралог, неаллельная конверсия с 

которым может привести к наблюдаемой МНМ.  

Для изучения мутагенеза по полиморфизму гриба S. commune мы получили 

собственные данные полногеномного секвенирования (эти данные получены в 

ходе коллаборации, и легли в основу также других проектов, не выполнявшихся 

мной). Для этого мы собрали плодовые тела S. commune в 3 различных местах в 

США и в 3 различных местах в России. Из каждого плодового тела были 

получены одиночные мейоспоры, и генотипы гаплоидного мицелия, выросшего 

из этих спор (12 американских и 12 российских), были секвенированы. ДНК 

извлекали из высушенного мицелия с использованием метода CTAB. Библиотеки 

были подготовлены с использованием TruSeq DNA комплекта (Illumina, США), 

затем ДНК секвенировали с использованием Illumina HiSeq 2000, 

парноконцевыми ридами длиной в 101 нуклеотид.   

Каждый генотип был собран de-novo с использованием SPAdes [71]. Мы 

получили N50 от 48,928 до 104,000 для различных особей, со средним 68,688  по 

24 особям.    
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Множественное выравнивание с референтным геномом S. commune [72] 

было получено с использованием программы multiz [73]. Мы исключали регионы, 

несобравшиеся или невыровненные в более чем 8 особях, и сегменты ДНК на 

расстояниях до 1000 нуклеотидов от таких регионов. По аннотации референтного 

генома мы нашли 7,987 генов. Мы перевыровняли эти гены программой MACSE 

[74]. 

Для анализа мутирования у S. commune мы использовали 4-кратно 

вырожденные синонимичные сайты. 

2. Анализ повторяющихся мутаций в одном сайте 

Мы использовали 4 различных типа анализов для изучения 

неравномерности скорости мутирования и κ вдоль генома (рис. 2).  
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Рис. 2. Четыре типа филогенетических анализов для изучения неравномерности 

скорости мутирования и κ вдоль по геному. Линии обозначают филогенетические 

ветви, закрашенные треугольники обозначают полиморфизм, черным обозначен 

предковый аллель, а синим и красным - различные производные аллели. В каждом 

анализе измеряли вероятность SNP или замены; на участке дерева, обозначеном 

красным цветом (геном, для которого мы изучаем такие события, мы назвали 

целевым геномом), при «условии» мутации, обозначенного синим цветом (если 

синее событие произошло в другом геноме (B-D), такой геном мы назвали прокси 

геномом). Dyak, Dere, Dsim и Dmel обозначают D. yakuba, D. erecta, D. simulans и 

D. melanogaster; Ppyg, Ggor, Ptro, и Hsap обозначают Pongo pygmaeus, Gorilla 

gorilla, Pan troglodytes, и Homo sapiens. 

  

 Для каждой пары нуклеотидов x и y частоту межвидовых замен или SNP с 

предковым нуклеотидом x и производным y мы вычисляли по формуле: 

                      

где x, y ϵ {A,C,G,T}, Na(x) – количество сайтов с предковым нуклеотидом x, Ns(x,y) 

– количество сайтов с межвидовой заменой или SNP x→y,    – частота мутаций, 
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произошедших по «красному» сценарию (рис. 2), аналогичную величину для 

мутаций по «синему» сценарию мы обозначили     (рис. 2).  

Для пары производных аллелей y и z (z ϵ {A,C,G,T}; z≠x, z≠y) частоту 

событий, включающих две замены, можно рассчитать по формуле: 

                                                                                         , 

где Nm(x,y,z) – число межвидовых замен или SNP x→y (красное на рисунке 2) и 

x→z (синее на рисунке 2). Ожидаемое количество рекуррентных мутаций –

         : 

                                                                       , 

Усреднённое отношение наблюдаемого числа рекуррентных мутаций к 

ожидаемому числу мутаций (     ) рассчитывается как: 

          
         

         
   

     

В каждом из анализов мы вычисляли отношение транзиций и трансверсий 

для пар мутаций с одинаковым предковым нуклеотидом: 

                                    , 

где w ϵ {A,C,G,T}; w≠x, w≠y, w≠z; символом    мы обозначили пару замен, 

разделённых трансверсией, а символом   мы обозначили пару замен, 

разделённых транзицией. Так как при фиксированном предковом нуклеотиде 

возможно лишь три типа замен, то для удобства отношение транзиций к 

трансверсиям для пары мутаций мы обозначали третьей мутацией из того же 

предкового нуклеотида –              (см. формулу выше). 
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 Отношение транзиций к трансверсиям для «красных» событий при условии 

«синей» замены (рис. 2) мы вычисляли по формуле: 

                                          

Изменение отношения транзиций к трансверсиям при условии дополнительной 

замены вычисляется как: 

                                       

Наконец, среднее значение     рассчитывалось как среднее по всем 8 возможным 

парам транзиций и трансверсий: 

             

       

   

3. Анализ скорости мутирования в сайтах, соседствующих с мутацией, и 

оценка частоты множественных замен 

Частоту мутаций в сайтах, удаленных на расстояние k («красные» события 

на рис. 2) от случившейся мутации («синие» события на рис. 2), вычисляли как 

общее количество наблюдаемых событий, нормированное на число 

рассматриваемых сайтов. 
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Рис. 3 Вычисление частот динуклеотидных (А,В) и тринуклеотидных (C-E) 

мутаций. Схематическое дерево слева изображает целевой геном и прокси геном, 

а также внешнюю группу; горизонтальные линии изображают множественное 

выравнивание. (A,B) Частоты замен в целевом геноме в сайтах (овалы), таких, что 

другая замена (вертикальная линия) произошла на расстоянии k от него в прокси 

(A) или целевом (B) геноме (dd(k) и sd(k) соответственно). (С, D) частоты пар 

замен в целевом геноме измерялись в парах сайтов (пары овалов на расстоянии l 

друг от друга), таких, что другая замена (вертикальная линия) произошла на 

расстоянии k от них в прокси (A) или целевом (B) геноме (dt(k) и st(k) 

соответственно). E, пять сценариев, приводящих к трем соседствующим заменам 

в целевом геноме, сверху вниз: три независимые мутации; две мутации, одна из 

которых двойная (скобкой соединены сайты, вовлечённые в МНМ) и одна 

одиночная; тройная мутация. 

 

Для того чтобы оценить долю α однонуклеотидных замен, происходящих в 

составе МНМ, мы сравнивали частоты замен в двух сестринских видах, используя 
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геномы H. sapiens и D. melanogaster в качестве «целевых», а сестринский геном в 

качестве прокси генома. Во всех анализах для расчётов скоростей мутирования 

мы использовали целевой геном из-за его высокого качества. 

Доля однонуклеотидных замен, происходящих как динуклеотидные 

мутации (ДНМ), рассчитывалась следующим образом: для расстояний k ϵ (1..100) 

мы сравнивали две величины: 1) dd(k), частоту замен в сайтах целевого генома, 

удалённых на k нуклеотидов от замены в прокси геноме: 

      
     

 
 

и 2) sd(k), частоту замен в сайтах целевого генома, удаленных на k нуклеотидов от 

другой замены в целевом геноме: 

      
     

 
  

где Dd(k) - число пар нуклеотидных сайтов с координатами (i, i+ k), таких, что в 

первом из них произошла замена в прокси геноме, а во втором – в целевом 

геноме; Sd(k) - число пар нуклеотидных сайтов с координатами (i, i+ k), таких, что 

в них произошли замены в целевом геноме (рис. 3 A и B); P и F – общее число 

замен в прокси и целевом геноме соответственно.  

Поскольку пара замен на разных филогенетических линиях может 

произойти только как пара независимых событий, то  

Dd(k)= xpf(k)*P, 

где xpf(k) – вероятность одиночной нуклеотидной замены в целевом геноме на 

расстоянии k от замены в прокси геноме. 

Напротив,  две замены на одной филогенетической линии могут произойти 

не только как две независимых однонуклеотидных мутации, но и как одна ДНМ. 

Таким образом,  

Sd(k)= xff(k)*F+αd(k)*F, 
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где xff(k) - вероятность одиночной нуклеотидной замены в целевом геноме 

на расстоянии k от другой замены в целевом геноме, и αd(k) – вероятность того, 

что однонуклеотидная замена является частью двойной мутации, вовлекающей 

замену на расстоянии k. Тогда 

                   

Е ли  вой тва мутирования одинаковы между  е трин кими геномами  то 

xff(k)=xpf(k)  

                  

 

Доля однонуклеотидных замен, происходящих как тринуклеотидные 

мутации (ТНМ), рассчитывалась следующим образом. Мы вычисляли частоту пар 

мутаций на расстоянии l друг от друга в целевом геноме, при условии третьей 

мутации на расстоянии k от этой пары в прокси геноме dt(k,l) или целевом геноме 

st(k,l) (рис 3): 

        
       

 
 

        
       

 
 

где Dt(k,l) – число троек нуклеотидных сайтов с координатами (i, i+ k, i+ k+l), 

таких, что в первом из них произошла замена в прокси геноме, а во втором и 

третьем сайтах произошла замена в целевом геноме; Sd(k) – число троек 

нуклеотидных сайтов с координатами (i, i+ k, i+ k+l), таких, что в них произошли 

замены в целевом геноме (рис. 3 C и D). Первый паттерн может быть следствием 

трёх независимых мутаций или одной одиночной мутации и одной двойной 

мутации: 

                                     

Второй паттерн может прои ходить по пяти различным  ценариям 

 ри . 3E): 
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где αt(k,l) – вероятность, что однонуклеотидная замена произошла как часть ТНМ, 

вовлекающей замены на расстоянии k и k+l от неё. Таким образом, 

                                                    

  

Мы не только можем оценить частоту ДНМ, но и рассчитать локальную 

скорость мутирования вокруг неё. Имея данные по локальной скорости 

мутирования вокруг тандемных мутаций, произошедших на разных ветках (для 

удобства Dd(k) для k=1 мы также называем ТМРВ (тандемные мутации, разные 

ветки)) и вокруг тандемных мутаций, произошедших на одной ветке (для 

удобства Sd(k) для k=1 мы также называем ТМОВ (тандемные мутации, одна 

ветка)), мы можем рассчитать локальную скорость мутирования вокруг ДНМ. Для 

этого из локальной скорости мутирования вокруг ТМОВ нужно вычесть вклад 

локальной скорости мутирования, объясняемый подмножеством тандемных 

мутаций, произошедших как 2 независимые мутации, а затем поделить на долю 

ДНМ среди ТМОВ. 

         
      В                        В 

     
     

  

где       В  – средняя скорость мутирования на расстоянии n от ТМОВ, 

      В  – средняя скорость мутирования на расстоянии n от ТМРВ,         – 

средняя скорость мутирования на расстоянии n от ДНМ. 

В качестве прокси для локальной скорости мутирования вокруг независимых 

тандемных мутаций, произошедших на одной ветке, мы использовали локальную 

скорость мутирования вокруг ТМРВ.  
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4. Геномные свойства 

Время репликации было взято из статьи [42]. Сайты гиперчувствительности 

к ДНКазе I (DHS) и данные о гистоновой модификации H3K9me3 из клеточной 

линии Gm12878 были загружены с сайта проекта ENCODE 

(https://www.encodeproject.org/). Данные по рекомбинации были взяты из статьи 

[75]. Все геномные треки были наложены на сборку hg19, которая и 

использовалась в анализах.  Время репликации, DHS сайты, H3K9me3, скорость 

рекомбинации и ГЦ состав были усреднены по 50Кб непересекающимся окнам.  

Для регрессионных анализов, для каждого 50Кб окна, мы строили вектор, 

содержащий средние величины изучаемых геномных свойств (времени 

репликации, DHS сайты, H3K9me3, скорость рекомбинации, ГЦ, скорость 

однонуклеотидных и динуклеотидных мутаций). Эти вектора подавались на вход 

пуассоновской регрессии. Коэффициенты регрессии и их значимость были 

посчитаны с использованием функции glm() в программе R. 

  5. Спектр аллельных частот 

Для анализа спектра аллельных частот использовались сайты, в которых 30 

из 37 (для D. melanogaster ) и 16 из 18 (для H. sapience) генотипов содержали 

символы A, C, G или T. Частоты минорного аллеля вычислялись среди 30 (16) 

генотипов; если генотипов с рассматриваемыми символами было больше, мы 

случайным образом выбирали среди них 30 (16). Сайты, содержащие более двух 

нуклеотидных вариантов, были исключены из этих анализов.  

https://www.encodeproject.org/
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Глава 1. Гетерогенность локальной скорости мутирования 

Мы впервые исследовали локальною изменчивость скорости мутирования в 

роде Drosophila, а для семейства Hominidae расширили результаты предыдущих 

работ [31,32,76] . 

Для этой цели мы использовали 4 типа анализов, рассматривая сайты, 

содержащие SNP в одном виде (анализ I, рис. 2А и А`), SNP в разных видах 

(анализ II, рис. 2B и B`), SNP в одном виде и однонуклеотидную замену в другом 

виде (анализ III, рис. 2C и C`), и замены в двух различных видах (анализ VI, рис. 

2D и D`). В основе этих анализов лежит общая идея. Каждый раз мы сравнивали 

две величины: среднюю плотность SNP или замен по геному (отмечено красным 

на рис. 2); и плотность SNP или замен в сайтах, содержащих или находящихся 

поблизости от другого SNP или замены  (синим на рис. 2). Первая величина 

отображает среднюю скорость мутирования; вторая отображает скорость 

мутирования в регионах, которые могут быть особенно подвержены мутациям. 

Это сравнение позволяет оценить зависимость между наблюдаемыми мутациями 

и оценить дисперсию скорости мутирования. У этого подхода есть два 

ограничения. Во-первых, мы не можем изучать возникновение одной и той же 

мутации дважды (например, А→T и А→T) в одном сайте (здесь и в дальнейшем 

гомологичные сайты в разных видах мы будем называть одним сайтом). В анализе 

I такая повторная мутация приведет к возникновению пары аллелей с одинаковым 

производным нуклеотидом (например, предковый аллель А и дважды возникший 
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производный аллель Т), что неотличимо от ситуации, когда аллель Т образовался 

вследствие одной мутации. 

В анализе II одинаковый биаллелный полиморфизм в D. melanogaster и D. 

simulans может быть следствием того, что он остался в обоих видах, появившись в 

их общем предке [67]. Даже в человеке и шимпанзе, в которых общий 

полиморфизм редок [31], мутации с одинаковыми производными вариантами 

попадают в один сайт гораздо чаще [31,32] различных мутаций, что говорит о 

специфичности механизма, ответственного за появления параллельных 

полиморфизмов. В анализах III и IV аллели с одинаковыми производными 

вариантами встречаются много чаще [15,32], что снова свидетельствует об 

особенностях такого мутирования. Поэтому в нашей работе мы рассматриваем 

мутации, приводящие к различным производным состояниям. 

Второе ограничение возникает при изучении влияния наблюдённого SNP на 

вероятность SNP в близлежащих сайтах, так как такие замены могут быть 

следствием мутирования нескольких нуклеотидов за одно событие [46,48,76]. 

Чтобы избежать примеси таких сложных мутаций мы рассматривали только те 

SNP, производные аллели которых наблюдают в нескольких разных генотипах.    

В анализе I для одного сайта рассматриваются ситуации, при которых в 

одном сайте одновременно находится предковый аллель и два производных 

аллеля (триаллельный SNP). Частота триаллельных SNP в D. melanogaster в 3.5 

раза превышает ожидание, основанное на частотах соответствующих 

биаллельных SNP (Таблица 2). В анализе I для близлежащих сайтов в D. 
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melanogaster мы наблюдали повышение скорости мутирования для 15 сайтов, 

соседствующих с SNP (рис. 4А).   

 

Таблица 2. Число и частота (в скобках) одной и двух мутаций в сайте для 

четырёх типов анализов для Drosophila. Ожидание во всех случаях достоверно 

отличается от наблюдения (P<10
-100

, χ
2
).   

   

 Тип участка Одна мутация в 

сайте 

Две мутации в 

сайте, 

наблюдение 

Две мутации 

в сайте, 

ожидание 

Наблюдение 

/ожидание 

Триаллельный SNP 

(анализ I) 

Интроны 392688 (6.91*10
-3

) 7315 (1.24*10
-4

) 2525 

(4.12*10
-5

) 

3.48 

Межгенные 

интервалы 

523,130 (5.72*10
-3

) 9725 (1.00*10
-4

) 3268 

(3.23*10
-5

) 

3.59 

Совпадающий SNP 

(анализ II) 

Интроны 392688 (6.91*10
-3

) 2743 (4.59*10
-5

) 1,223 

(2.07*10
-5

) 

2.28 

Межгенные 

интервалы 

523130 (5.27*10
-3

) 3486 (3.59*10
-5

) 1,502 

(1.65*10
-6

) 

2.35 

SNP в сайтах с 

заменой       

 (анализ III) 

Интроны 392688 (6.91*10
-3

) 39398 (3.14*10
-4

) 20,291 

(1.76*10
-4

) 

1.95 

Межгенные 

интервалы 

523130 (5.72*10
-3

) 53533 (3.34*10
-4

) 25,953 

(1.63*10
-4

) 

2.07 

Замена в сайтах с 

другой заменой 

(анализ IV) 

Интроны 766220 (9.26*10
-3

) 80597 (5.02*10
-4

) 37,319 

(2.32*10
-4

) 

2.23 

Межгенные 

интервалы 

914971 (9.73*10
-3

) 95564 (5.02*10
-4

) 47,947 

(2.51*10
-4

) 

2.06 
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Рис. 4. Плотность SNP или нуклеотидных замен как функция расстояния от 

другого SNP или нуклеотидной замены для межгенных интервалов в Drosophila; 

анализы соответствуют анализам на рисунке 2. Положительные расстояния 

соответствуют 3` позициям рассматриваемых нуклеотидов, а отрицательные 

соответствуют 5` позициям рассматриваемых нуклеотидов. Черная линия 

обозначает плотность SNP (A-C) или межвидовых замен (D) поблизости от 

«условнуй» мутации;  серая пунктирная линия показывает соответствующее 

значение, посчитанное по 100 нуклеотидному окну, центрированному на 

изучаемом сайте. Ошибки посчитаны как 95% биномиальные доверительные 

интервалы; мы не рисовали доверительные интервалы, когда они были очень 

малы и плохо различимы. 
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В анализе II для одного сайта рассматриваются ситуации, при которых в 

одном и том же сайте одновременно находятся биаллельные полиморфизмы в 

двух разных видах. SNP, наблюдаемый в D. simulans, повышает вероятность 

совпадающего полиморфизма (биаллельные SNP с различными производными 

состояниями и одинаковым предковым вариантом, случившиеся в одном сайте у 

двух различных видов) в D. melanogaster в 2.3 раза (Таблица 2). Для близлежащих 

сайтов анализ II рассчитывает изменение плотности полиморфизма в D. 

melanogaster поблизости от SNP в D. simulans. Мы наблюдаем слабый, но 

статистически значимый эффект в сайтах на расстоянии до15 нуклеотидов (рис. 

4B). 

В анализе III для одного сайта рассматриваются ситуации, при которых в  

сайте, в котором произошла замена в одном виде, наблюдается биаллельный SNP 

в другом. Замена между видами D. yakuba и D. erecta повышает вероятность SNP 

в том же сайте в D. melanogaster в 2.1 раза (Таблица 2).  Для близлежащих сайтов 

анализ III рассчитывает изменение плотности полиморфизма в D. melanogaster,  

поблизости от замены между D. yakuba и D. erecta. Плотность SNP повышена в 10 

нуклеотидах поблизости от замены (рис. 4С). 

В анализе IV для одного сайта рассматриваются ситуации, при которых в  

сайте, в котором произошла замена в одном виде, наблюдается замена в другом 

виде. Замена между видами D. yakuba и D. erecta повышает вероятность замены в 

том же сайте на ветке D. melanogaster после отделения от D. simulans в 2.1 раза 

(Таблица 2). Это наблюдение сходится с предыдущими результатами, 

полученными по синонимичным сайтам [77]. Для близлежащих сайтов анализ IV 

рассчитывает изменение плотности замен на ветке D. melanogaster поблизости от 

замены между D. yakuba и D. erecta. Мы видим, что наблюдаемая замена между 

D. yakuba и D. erecta повышает плотность замен в 20 близлежащих сайтах у D. 

melanogaster (рис. 4D). 
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Те же 4 типа анализов можно проделать и для Homindae, несмотря на 

другую топологию дерева (рис. 2). Однако данных по полногеномному 

полиморфизму шимпанзе не было, и мы не могли проделать анализ II. 

Предыдущие статьи, изучающие локальную скорость мутирования, 

соответствуют нашим анализам I [76] и IV [32].  

В анализе I для одного сайта частота триаллельных SNP в человеке в 2.3 

раза превышает ожидание (Таблица 3), что подтверждает предыдущее результаты 

[76]. В анализе I для близлежащих сайтов плотность полиморфизмов повышена 

1.6 раза, но только на расстояни 1 (рис. 5А). 

 

Таблица 3. Число и частота (в скобках) для случаев одной и двух мутаций в 

сайте для трех из четырех типов анализов, для которых были данные для 

Hominidae. Ожидание во всех случаях достоверно отличается от наблюдения 

(P<10
-100

, χ
2
). 

 

  

 Тип участка Одна мутация в 

сайте 

Две мутации в 

сайте, 

наблюдение 

Две мутации 

в сайте, 

ожидание 

Наблюдение 

/ожидание 

Триаллельный SNP 

(анализ I) 

Интроны 981033 (5.82*10
-4

)  819 (4.92*10
-7

)  442  

(2.73*10
-7

) 

2.55 

Межгенные 

интервалы 

 1321296  

(6.93*10
-4

) 

 1113 (5.88*10
-7

)  703  

(3.97*10
-7

) 

2.21 

SNP в сайтах с 

заменой       

 (анализ III) 

Интроны  575893 (3.84*10
-4

)  2403 (8.13*10
-7

)  1442 

 (5.03*10
-7

) 

1.83 

Межгенные 

интервалы 

 720188 (4.28*10
-4

)  3139 (9.66*10
-7

)  1,854 

(5.86*10
-7

) 

1.85 

Замена в сайтах с 

другой заменой 

(анализ IV) 

Интроны  1582163  

(1.52*10
-3

) 

 8159 (3.98*10
-6

)  5,591 

(2.83*10
-6

) 

1.76 

Межгенные 

интервалы 

 1873583  

(1.67*10
-3

) 

 1880 (4.90*10
-6

)  7,239 

(3.41*10
-6

) 

1.83 
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Рис. 5. Плотность SNP или нуклеотидных замен как функция расстояния от 

другого SNP или нуклеотидной замены для межгенных интервалов в Hominidae; 

анализы соответствуют анализам на рисунке 2. Положительные расстояния 

соответствуют 3` позициям, а отрицательные соответствуют 5` позициям. Черная 

линия обозначает плотность SNP (A, B) или межвидовых замен (C) поблизости от 

«условной» мутации;  серая пунктирная линия показывает соответствующее 

значение, посчитанное по 100 нуклеотидным окнам, центрированным на 

изучаемом сайте. Ошибки посчитаны как 95% биномиальные доверительные 

интервалы. 
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В анализе III для одного сайта замена в линии гориллы  повышает 

вероятность SNP в том же сайте в человеке в 1.9  раза (Таблица 3).  Для 

близлежащих сайтов анализ III рассчитывает изменение плотности полиморфизма 

в человеке  поблизости от замены на ветке гориллы. Плотность SNP слабо 

повышена в 2 соседних нуклеотидах (рис. 5B). 

В анализе IV для одного сайта замена в линии гориллы повышает 

вероятность замены в том же сайте на линии человека в 1.8 раза (Таблица 3).  Для 

близлежащих сайтов анализ IV рассчитывает изменение плотности замен в 

человеке поблизости от замены на ветке гориллы. Плотность замен на 

филогенетической ветке, ведущей к человеку, слабо повышена в двух соседних 

нуклеотидах от замены на ветке гориллы (рис. 5C). 

Для S. сommune мы проделали анализ, аналогичный анализу II: мы 

подготовили данные по SNP в российской и американской популяции грибов и 

вычислили избыток ситуаций, когда биаллельные SNP с разными минорными 

аллелями в двух популяциях попадали в один и тот же сайт. Мы наблюдали 

превышение наблюдения над ожиданием в 1.42 раза для таких полиморфизмов.  

 

Глава 2. Локальная гетерогенность отношения транзиций к 

трансверсям 

 Измерение локальной скорости мутирования не учитывает изменения 

соотношения различных типов мутаций.  Мы изучали гетерогенность κ - 

отношения транзиций к трансверсиям вдоль по геному. Мы рассматривали 

зависимости κ от мутаций, произошедших в тех же сайтах или сайтах в 

окрестности наблюдаемой мутации. Мы использовали ту же логику, что и в 

анализах изменчивости общей скорости мутирования: мы сравнивали κ в сайтах 

или поблизости от сайтов, в которых произошла «условная» мутация, со средним 

по геному. Мы проделали те же 4 типа анализов, что и для общей скорости 
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мутирования (рис. 2) Ввиду нетривиальности анализов в одном сайте для расчета 

κ, опишем их подробнее.  

 Рассмотрим сайт с известным предковым нуклеотидом (например, А). В 

этом сайте может случиться 2 различных трансверсии (А→C и А→T) и одна 

транзиция (А→G); как и в анализах гетерогенности скорости мутирования, мы 

исключаем параллельные мутации. Таким образом, для сайтов, в которых 

произошла трансверсия (например, А→C), мы можем вычислить вероятность 

того, что в них произойдет вторая трансверсия (А→T) или транзиция (А→G),  и 

получить отношение транзиций к трансверсиям (А→G/А→T) при условии 

трансверсии κtvc. Полученное значение можно сравнить с величиной  κtv для 

соответствующих мутаций, но в сайтах, в которых произошла лишь одна мутация. 

Отличие κtvc от κtv будет свидетельствовать о том, что отношение тразиций к 

трансверсиям меняется в сайтах, в которых произошла независимая трансверсия. 

Поскольку в сайте с известным предковым нуклеотидом может произойти лишь 

одна транзиция, мы не можем изучать отношение тразиций к трансверсиям при 

условии случившейся транзиции (Таблицы 4 и 5); это ограничение пропадает при 

изучении сайтов, соседствующих с рассматриваемой мутацией. 

Данные по κtvc и κtv для анализа I в D. melanogaster по всем 8 возможным 

парам транзиций и трансверсий представлены в таблице 4. Отношение 

трансверсий к транзициям ниже в сайтах, в которых наблюдается другая 

трансверсия, и     – среднее по 8 возможным парам отношений κtvc и κtv 

получилось равным 0.76 (Таблица 4). Для 30 близлежащих сайтов анализ I 

показывает снижение κ поблизости от трансверсии, но не транзиции (рис. 6А). 

  



41 

 

 

 

Рис. 6. Отношение транзиций к трансверсиям (κ) как функция расстояния 

до тразиции (зеленый) или трансверсии (фиолетовый) для межгенных интервалов 

в Drosophila; анализы соответствуют анализам на рисунке 2. Положительные 

расстояния соответствуют 3` позициям, а отрицательные соответствуют 5` 

позициям. Серая пунктирная линия соответствует среднегеномному значению κ. 

Значения κ даны по 5 нуклеотидным окнам. Ошибки посчитаны как 95% 

доверительные интервалы по 1000 испытаний. 
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В анализе II для одного сайта «условная» трансверсия в D. simulans снижает 

κ в полиморфизме D. melanogaster, и    =0.91. При перекрестном анализе, в 

котором мы рассматривали влияние «условной» трансверсии в D. melanogaster на 

значение κ в D. simulans, мы получили сходные результаты. 

 

Таблица 4. Отношение частот транзиций к трансверсиям в биаллельных и 

триалленых SNP (анализ I) в Drosophila. *,**,*** обозначают P<0.05, P<0.01 и 

P<0.001 соответственно для отличия κtvc и κtv. 

 

 

Для близлежащих сайтов из-за недостаточного количества данных мы 

усредняли κ по 100 сайтам вблизи мутации и наблюдали достоверный эффект как 

по снижению κ как вблизи транзиций (P<10
-8

), так и вблизи трансверсий (P<10
-20

); 

но вблизи трансверсий эффект оказался сильнее (P=2*10
-4

) (рис. 6B).  

Транзиция и трансверсия, 

использованные для расчёта κtv 

«Условная» трансверсия,  

использованная для расчёта κtvc 

Интроны Межгенные 

интервалы 

κtv κtvc κtvc/κtv κtv κtvc κtvc/κtv 

А→G/А→T А→C 1.02 0.78 0.76*** 1.03 0.82 0.80** 

А→G/А→C А→T 1.88 1.76 0.94 1.88 1.70 0.90* 

G→A/G→T G→C 1.84 1.45 0.79*** 1.83 1.26 0.69*** 

G→A/G→C G→C 3.52 2.16 0.61*** 3.30 2.02 0.61*** 

C→T/С→G С→A 3.50 2.17 0.62*** 3.33 2.14 0.64*** 

C→T/С→A С→G 1.85 1.26 0.68*** 1.81 1.30 0.72*** 

T→C/T→G T→A 1.85 1.50 0.81*** 1.85 1.61 0.87*** 

T→C/T→A T→G 1.01 0.81 0.81** 1.02 0.84 0.82** 

Среднее значение  2.06 1.49 0.75 2.01 1.46 0.76 
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В анализе III для одного сайта трансверсия на ветке D. erecta снижает κ в 

полиморфизме D. melanogaster, и    =0.95. Для близлежащих нуклеотидов мы 

усредняли κ по 100 сайтам вблизи мутации и наблюдали достоверный эффект как 

по снижению κ как вблизи транзиций (P<10
-6

), так и вблизи трансверсий (P<10
-50

), 

но вблизи трансверсий эффект был сильнее (P<10
-18

) (рис. 6D). Наименьшие 

значения κ наблюдаются на расстоянии 20-30 нуклеотидов, а не в 

непосредственном соседстве с заменой, что может отражать особенности 

мутационного спектра плодовой мушки в 10- нуклеотидной близости от замены. 

В анализе VI для одного сайта трансверсия между D. yakuba и D. yakuba 

снижает κ среди замен на ветке D. melanogaster, и    =0.86. Для близлежащих 

сайтов мы  наблюдали достоверный эффект  по снижению κ как вблизи транзиций 

(P<10
-14

),   так и вблизи трансверсий (P<10
-48

); как и в анализах I-IV, вблизи 

трансверсий эффект сильнее (P<10
-6

) (рис. 6D).  

Таким образом, κ снижена как вблизи транзиций, так и вблизи трансверсий. 

Этот эффект может объясняться повышенной локальной скоростью мутирования. 

Чтобы исследовать эту возможность, мы рассмотрели плотность мутаций  вблизи 

от анализируемых сайтов и оценили, влияет ли количество мутаций на 

наблюдаемую κ (рис 7). Локальная гипермутабильность действительно частично 

объясняет понижение  κ вблизи от мутации; так, в окнах, содержащих больше 

мутаций, мы наблюдали большую долю трансверсий.  Тем не менее, даже с 

фиксированным количеством мутаций в окне κ понижена поблизости от 

трансверсий сильнее, чем поблизости от транзиций. 
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Рис. 7. Отношение транзиций к трансверсиям (κ) как функция количества 

мутаций в окнах, лежащих на различных расстояниях от трансверсии (черный) 

или транзиции (серый) в межгенных интервалах Drosophila. Каждое окно длиной 

60 нуклеотидов содержит сайты по обе стороны от мутации на расстояниях 1-30, 

31-60 и 61-90 относительно центральной мутации. *,**,*** обозначают P<0.05, 

P<0.01 и P<0.001 соответственно для различий κ вокруг сайта с трансверсей и 

транзицией.  

 

Более сильный отрицательный отбор против трансверсий может быть 

причиной понижения κ в регионах с высокой частотой SNP или межвидовых 

замен и более сильной ассоциации трансверсий с трансверсиями, нежели с 

транзициями, поскольку при таком режиме отбора трансверсии сильнее 

транзиций будут кластеризоваться в нейтральных участках. Чтобы проверить это, 

мы построили спектр частот минорного аллеля (СЧМА) отдельно по транзициям 

и трансверсиям. У Drosophila СЧМА трансверсий смещен в пользу редких 
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вариантов по сравнению с транзициями (рис. 8); значение статистики Tajima’s D 

[78] по трансверсиям (-1.51 для интронов и -1.54 для межгенных интервалов) 

ниже, чем по транзициям (-0.80 для интронов и -0.84 для межгенных интервалов), 

что свидетельствует о слабом отрицательном отборе против трансверсий.   

 

Рис. 8. Спектр частот минорного аллеля для полиморфных трансверсий 

(черный) и транзиций (серый) в D.melanogaster в интронах (А) и межгенных 

интервалах (В). Горизонтальная ось соответствует количеству генотипов (из 30), 

несущих минорный аллель.  

 

В анализе I для одного сайта для человека в триаллельных SNP трансверсия 

более чем втрое снижает отношение транзиций к трансверсиям    =0.31 (Таблица 

4).  

В анализе III для одного сайта трансверсия на ветке гориллы снижает κ в 

полиморфизме человека, и     =0.91. 

В анализе IV для одного сайта трансверсия на ветке гориллы снижает κ по 

заменам на ветке человека, и     =0.58. 

 

 

 

 

  



46 

 

Таблица 5. Отношение частот транзиций и трансверсий в биаллельных и 

триаллельных SNP (анализ I) в Hominidae. Р < 10
-3 

для всех сравнений κtvc и κtv.  

 

 

В анализе I для соседних сайтов κ снижена для 5 нуклеотидов вблизи 

«условной» трансверсии, но не «условной» транзиции; мы не наблюдали эффекта 

на расстоянии более 5 нуклеотидов (рис. 9А). В анализах III и IV κ меньше 

среднегеномной поблизости от трансверсий, но не транзиций (рис 9В, С). 

Транзиция и трансверсия, 

использованные для расчета κtv 

«Условная» трансверсия,  

использованная для расчёта κtvc 

Интроны Межгенные 

интервалы 

κtv κtvc κtvc/κtv κtv κtvc κtvc/κtv 

А→G/А→T А→C 4.76 1.74 0.37 4.35 1.51 0.35 

А→G/А→C А→T 3.91 1.56 0.40 3.84 1.30 0.34 

G→A/G→T G→C 3.48 1.18 0.34 3.20 1.34 0.42 

G→A/G→C G→C 3.01 0.57 0.19 3.31 1.17 0.35 

C→T/С→G С→A 3.01 0.93 0.31 3.36 1.04 0.31 

C→T/С→A С→G 3.58 1.34 0.37 3.22 1.09 0.34 

T→C/T→G T→A 3.82 1.08 0.28 3.89 1.12 0.29 

T→C/T→A T→G 4.87 1.00 0.21 4.34 1.38 0.32 

Среднее значение  3.82 1.18 0.31 3.69 1.24 0.34 
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Рис. 9. Отношение транзиций к трансверсиям (κ) как функция расстояния 

до транзиции (зеленый) или трансверсии (фиолетовый) для межгенных 

интервалов у Hominidae; анализы соответствуют анализам на рисунке 2. 

Положительные расстояния соответствуют 3` позициям, а отрицательные 

соответствуют 5` позициям. Серая пунктирная линия соответствует 

среднегеномному значению κ. Значения κ даны по 5 нуклеотидным окнам. 

Ошибки посчитаны как 95% доверительные интервалы по 1000 испытаний. 

 

В людях СЧМА по транзициям и трансверсиям неотличимы (рис. 10); это 

свидетельствует о том, что отбор не влияет на паттерны изменчивости κ у людей. 

Значения Tajima’s D по транзициям и трансверсиям также очень схожи (для 
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трансверсий -0.46 в интронах, -0.42 в межгенных интервалах; для транзиций           

-0.43 в интронах, -0.39 в межгенных интервалах). 

 

 

Рис. 10. Спектр частот минорного аллеля для полиморфных трансверсий 

(черный) и транзиций (серый) в человеке в интронах (А) и межгенных интервалах 

(В). Горизонтальная ось соответствует количеству генотипов (из 16), несущих 

минорный аллель.  

 

В S. commune в вышеописанном тесте, являющимся аналогом анализа II, мы 

обнаружили, что избыток совпадающих полиморфизмов выше для случаев, когда 

оба биаллельных SNP – трансверсии (1.58), по сравнению со случаем, когда один 

биаллельный SNP транзиция, а другой трансверсия (1.32). Описанные паттерны 

качественно соответствуют результатм по плодовой мушке и человеку. 

Таким образом, мы наблюдаем сходный эффект увеличения доли 

трансверсий в сайтах множественных мутаций в трех очень далеких группах 

животных: позвоночных, насекомых и грибах. Этот эффект может быть лишь 

частично объяснен отбором, поскольку мы наблюдаем самое сильное снижение κ 

в некодирующим полиморфизме человека, где действие отбора выражено 

наиболее слабым образом. Подобное изменение мутационного спектра в пользу 

трансверсий в сайтах, подверженных мутациям, скорее всего свидетельствует о 

смене мутационных механизмов в этих сайтах. Например, такое может 



49 

 

наблюдаться если эти позиции особенно часто реплицируются неточными 

полимеразами, которые часто совершают ошибки, приводящие к трансверсиям 

[10,11]. Мы наблюдаем очень сильное снижение κ в полиморфизме человека 

(более чем в три раза), и подробное изучение этого эффекта поможет продвинуть 

понимание молекулярных механизмов, лежащих в основе мутагенеза и 

приводящих к «загадочной» изменчивости скорости мутирования [31], 

сопутствующей изменению мутационного спектра.    

 

Глава 3. Мультинуклеотидные замены в эволюции приматов и  

Drosophila. 

В этой главе описанны результаты совместной работы коллектива авторов и 

мой вклад в неё – методологичкая разработка проекта и получение результатов по 

роду Drosophila.  

Эволюция на всех уровнях, включая и эволюцию последовательностей 

ДНК, как правило, происходит благодаря большому числу небольших событий. 

Простые эволюционные модели не включают сложные события, предполагая, что 

замены в разных сайтах происходят независимо [79]. Мутация, затрагивающая 

несколько сайтов одновременно, является более дальним шагом для 

эволюционирующей последовательности и позволяет перейти из одной 

последовательности в другую, минуя промежуточные состояния. 

Мы изучали множественные мутации в геномах с наиболее высоким 

качеством внутри клад Hominidae и Drosophila: человеке и D. melanogaster 

соответственно. Оценить частоту двойных замен (ДНМ) можно как разницу 

частот замен в геноме человека (D. melanogaster) при условии замены на той же 

ветке,  и вычесть частоту замен в геноме человека (D. melanogaster) при условии 

замены на сестринской ветке филогенетического древа. Если две замены 

произошли на одной ветке, тогда первая замена может произойти как часть 
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двойной мутации, затрагивающей условную замену, или как независимое 

событие. Если две замены произошли на разных ветках, тогда первая замена 

может случиться только как независимое событие (см. рис. 3 и секцию 5 

Материалов и Методов). 

Сходный подход можно применить для расчёта числа тройных замен (ТНМ) 

(рис. 3E).  

Описанный метод учитывает гетерогенность скорости мутирования вдоль 

генома, если эта гетерогенность сохраняется между прокси геномом и фокальным 

геномом. Он позволяет рассчитать скорости ДНМ и ТНМ для сайтов на разных 

расстояниях, и легко обобщаеться на случай множественных, замен включающих 

более трёх позиций, или же сложных мутаций, в которые также вовлечены 

выпадения или вставки сегментов последовательности. 

Для приматов мы рассматривали 4 тройки видов. Для всех троек в качестве 

фокального генома мы использовали  H. sapiens, а в качестве прокси генома и 

внешнего вида использовалось множество видов на различном филогенетическом 

расстоянии от человека. Хотя мы и не наблюдаем локального повышения 

скорости мутирования в приматах, за исключением сайта ближайшего к мутации 

в другом виде (рис. 5 и рис. 11, красные линии), частота замен  поблизости от 

мутации в том же виде заметно повышена (рис. 11, синие линии). Таким образом, 

значительная часть мутаций, затрагивающих несколько сайтов в одной линии, 

происходят как мультинуклеотидные мутации (МНМ). Наши результаты 

свидетельствуют о том что ДНМ, затрагивающие сайты на расстоянии до 10 

нуклеотидов друг от друга составляют                .  3 от всех 

однонуклеотидных замен.       быстро убывает с увеличением расстояния 

между сайтами; так,       больше, чем        , в 6 раз (рис 11, зеленые линии). 

36% ДНМ на расстоянии до 10 нуклеотидов происходят в непосредственно 

соседних сайтах. 
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Рис. 11. Частота ДНМ в приматах для сайтов на разных расстояниях.       

(красным),       (синим)  и       (зеленым) для расстояний между сайтами 

1≤k≤100 (горизонтальная ось). Левая колонка (A-D), интроны; правая колонка (E-

H), межгенные интервалы. Homo sapiens и Pan troglodytes (Gorilla gorilla в 

качестве внешнего вида), (B,F) H. sapiens и G. gorilla (Pongo pygmaeus в качестве 

внешнего вида), (C,G) H. sapiens и P. pygmaeus (Macaca mulatta в качестве 

внешнего вида), and (D,H) H. sapiens и M. mulatta (Callithrix jacchus в качестве 

внешнего вида). Исключение СpG динуклеотидов приводит к симметричной 

недооценке       и      .  
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Значительная доля замен происходит как ТНМ. На рисунке 12 представлены 

результаты для случая, когда две из трёх мутаций, вовлечённых в ТНМ, 

случились в соседних сайтах (l=1), а на рисунке 13А показаны значения          

для 1≤k≤10 и 1≤l≤10. ТНМ для сайтов, удалённых не более чем на 10 

нуклеотидов, составляют                   .    от нуклеотидных замен, или 

26% от ДНМ, для сайтов на тех же расстояниях. Также как и для ДНМ, скорость 

ТНМ быстро падает с увеличением расстояния между сайтами; так,         

больше, чем          , в 7 раз (рис 12, зеленые линии). 7.8% ТНМ на расстоянии 

до 10 нуклеотидов происходят в соседних сайтах (против ожидания в 2.7% при 

равномерном распределении по всем значениям k+l≤10, т.к. существует 36 

возможных пар k и l) (рис. 13А). 
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Рис. 12. Частота ТНМ  для случая, когда две из трех мутаций, вовлеченных 

в ТНМ, случились в соседних сайтах (l=1), для различных расстояний до третьего 

сайта в приматах.         (красный),         (синий)  и         (зеленый) 

1≤k≤100 (горизонтальная ось ). Панели соответствуют панелям на рисунке 11. 

Исключение СpG динуклеотидов приводит к симметричной недооценке       и 

     . 
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Рис. 13. Частоты ТНМ.         для 1≤k≤10 и 1≤l≤10. (А) Рассматриваемая 

пара видов человек-шимпанзе, (В) пара видов D. melanogaster–D. simulans. Только 

интроны использовались в этом тесте. 

 

Для четырёх анализируемых филогений длина ветки, ведущей к 

фокальному геному (H. sapiens), отличается до 3.8 раз. Количество замен в 

соседних сайтах       (которое зависит квадратично от длины ветки) отличается 

более, чем в 10 раз. Однако       - доля ДНМ от частоты одиночных замен (как и 

доля любых сложных или простых событий в мутационном спектре) с длиной 

ветки меняться не должна, что мы и видим (рис. 14А). Это демонстрирует 

устойчивость наших результатов.  

Хотя значение       и сходно для разных филогений, их доля среди замен, 

произошедших в близлежащих сайтах в одной линии, падает с длиной ветки 

(      зависит квадратично от длины ветки, а F*      - линейно). 

Действительно, в сравнении человек-шимпанзе 50% пар замен в соседних сайтах 

в линии человека случаются как ДНМ (рис. 14В), и 83% замен в трех соседних 

сайтах происходят как ТНМ. Эта доля меньше для более далеких пар видов; так, 

для пары человек-макака ДНМ и ТНМ составляют только 22% и 44% от замен, 

затрагивающих сразу два или три сайта в линии человека соответственно. Мы 

этого и ожидаем, т.к. в близких видах замены в соседних сайтах с небольшой 

вероятностью будут происходить как серия независимых событий, а скорее 

случатся как одна МНМ. 
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Рис. 14. Зависимость вклада ДНМ от длины филогенетической линии в интронах. 

(А)       как функция       и (B)             как функция      . На обеих 

графиках четыре точки соответствуют заменам, случившимся на линии H. sapiens 

после отхождения от общего предка с P. troglodytes, G. gorilla, P. pygmaeus и M. 

mulatta соответственно.     

 

 В отличие от приматов, у Drosophila выражена локальная изменчивость 

скорости мутирования, и плотность замен повышена на расстоянии более 10 

нуклеотидов от замены в другом виде (рис. 4, 15, 16 красные линии).  

 Тем не менее, замена, произошедшая на линии D. melanogaster, повышает 

частоту других замен в D. melanogaster поблизости от данной значительно 

сильнее, чем замена в прокси геноме (рис. 15, 16), что свидетельствует о вкладе 

МНМ в замены, происходящие в близлежащих сайтах. ДНМ и ТНМ, 

происходящие на расстоянии до 10 нуклеотидов, составляют              

 .    и                   . 3  от всех однонуклеотидных замен. ДНМ и ТНМ, 

затрагивающие два и три непосредственно соседних сайта, составляют        

 .   и          .    от всех однонуклеотидных замен. Таким образом, вклад 

ДНМ и ТНМ в 2 и 6 раз больше в Drosophila, чем в приматах. 34% пар замен в 

соседних сайтах в линии D. melanogaster после отхождения от общего предка с D. 

simulans случаются как ДНМ, и 43% замен в трёх соседних сайтах происходят как 

ТНМ. Как и в приматах,       и         быстро падают с увеличением k (рис. 15, 
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16, зелёные кривые). Результаты остаются такими же, если предковое состояние 

восстановить не методом наибольшей экономии, а методом наибольшего 

правдоподобия, и исключить сайты, в которых наблюдается более 2 различных 

нуклеотидов. 

 

 

 
Рис. 15. Частота ДНМ у Drosophila для сайтов на разных расстояниях. (A-C) 

      (красный),       (синий)  и       (зеленый) для различных расстояний 

между сайтами k (горизонтальная ось). (A) интроны; (В) межгенные интервалы; 

(С) позиции 8-30 в интронах длинной до 120 нуклеотидов. (D) совмещенные 

кривые по        с картинок B (серый) и С (оранжевый). Ошибки для 

      посчитаны как 95% доверительные интервалы по 1000 испытаний; мы не 

рисовали доверительные интервалы, когда они были малы и плохо различимы. 
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Рис. 16. Частота ТНМ  для случая, когда две из трех мутаций, вовлечённых 

в ТНМ, случились в соседних сайтах (l=1), для различных расстояний до третьего 

сайта в Drosophila.         (красный),         (синий)  и         (зеленый) для 

1≤k≤100 (горизонтальная ось). (А) интроны; (В) межгенные интервалы. 

 

Таким образом, мы показали, что ДНМ, затрагивающие пары сайтов на 

расстоянии до 10 нуклеотидов, составляют 2.3%  и 5.6% от однонуклеотидных 

замен в приматах и  Drosophila соответственно. Эти оценки учитывают 

локальную неравномерность скорости мутирования, если эта неравномерность 

сохраняется между близкими видами, использованными в анализах. Как мы 

показали в главе 1, эта неравномерность свойственна скорее для Drosophila, чем 

для приматов.  

Например, если скорость мутирования автокоррелирует на расстоянии до 10 

нуклеотидов,       и       для k≤10 будут одинаково повышены (т.к. эта 

автокорреляция приведет к кластеризации мутаций вдоль последовательности вне 

зависимости от того, лежат ли мутации на одной или разных филогенетических 

ветках), и       останется неизменной. 

Однако избыток замен на одной филогенетической линии может быть 

вызван различными причинами: неравномерностью скорости мутирования или 

отбора, которая не сохраняется между видами; ошибками выравнивания или 

сборки; мультинуклеотидными мутациями; эпистатическими взаимодействиями; 

а также неаллельной генной конверсией. 
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Локальная гетерогенность скорости мутирования может меняться между 

видами, что приведет к завышенной оценке МНМ, ведь в этом случае замены 

будут сильнее кластеризоваться внутри одной линии. Для того, чтобы проверить 

эту возможность, мы брали четыре разных тройки видов приматов с разным 

расстоянием между видами (из-за слишком больших длин веток подобный анализ 

невозможен для Drosophila).       оставалась почти неизменным при увеличении 

филогенетического расстояния в 4 раза (рис. 14А), что говорит о том, что 

изменение локальной скорости мутирования или отбора для столь близких видов 

почти не влияет на наши результаты. 

Ошибки сборки или выравнивания могут приводить к тому, что 

наблюдаются кластрированые замены. Ошибки секвенирования также могут к 

этому приводить, если распределены не равномерно [80–82]. Описанные 

артефакты в прокси геноме не влияют на значения       или        . Лишь, 

ошибки в нескольких сайтах фокального генома, а именно геномов H. sapiens или 

D. melanogaster, будут смещать наши оценки, но эти геномы очень высокого 

качества, и подобные ошибки в них редки. Чтобы подтвердить, что наши оценки 

не подвержены описанным артефактам, мы повторили наш анализ, используя 

только нуклеотиды, совпадающие в человеке и шимпанзе, для анализа в тройке 

видов  H. sapiens+P. troglodytes и P. pygmaeus (M.mulatta как внешняя группа). 

Сайты фокальной линии, подкреплённые ещё одним независимо собранным 

геномом, дают почти такие же результаты, что и неподкреплённый человеческий 

геном (рис. 17). Из этого следует, что вышеперечисленные артефакты 

практически не искажают наши оценки. 
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Рис. 17. Частота ДНМ на линии человека поcле отделения от общего предка 

с орангутангом для сайтов на разных расстояниях.       (красным),       

(синим)  и       (зеленым) для расстояний между сайтами 1≤k≤100 

(горизонтальная ось). Графики (А) и (В) аналогичны графикам С и F рисунка 11, 

но здесь рассматривались сайты с совпадающими нуклеотидами в человеке и 

шимпанзе. 

 

Положительный эпистаз приводит к увеличению приспособленности второй 

замены на фоне первой [15]. Этот феномен вызывает кластеризацию 

несинонимичных замен на одной линии [15,16,83,84]. Однако эпистаз 

теоретически невозможен в отсутствие отбора на последовательность [85], что 

подтверждено и эмпирическим путем [83]. В своей работе мы фокусировались на 

некодирующей последовательности и исключили все аннотированные экзоны 

вместе с 10 нуклеотидными участками по краям интронов, а также  5’ и 3’ UTR, 

что уменьшает количество нуклеотидов, на которые действует сильный отбор. 

Доля некодирующих позиций, находящихся под отбором, в человеке не 

превышает 10% [86–89]. Отбор в некодирующей последовательности Drosophila 

более распространен: 40% и 50% нуклеотидов в интронах и межгенных 

интервалах, соответственно, находятся под отбором [90]. Чтобы минимизировать 

влияние отбора, мы исключили 60% наиболее консервативных некодирующих 

нуклеотидов в геноме D. melanogaster, что превышает ожидаемое количество 

консервативных сайтов. 
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Чтобы быть еще более уверенными в том, что отбор не искажает наших 

оценок МНМ в мутагенезе мушек, мы  использовали наиболее нейтрально 

эволюционирующую категорию сайтов: позиции 8-30 в коротких интронах  [91] 

(рис. 15С), и получили результаты, статистически не отличимые от наблюдаемого 

паттерна для всех интронов (рис. 15D).  Итак, вклад отбора в оценку       

минимален. 

Наконец, неаллельная генная конверсия может приводить к кластеризации 

мутаций на одной филогенетической линии [36]. В результате неаллельной 

генной конверсии небольшой участок генома заменяется на другой участок, 

присутствующий в геноме и сходный по последовательности. Генная конверсия 

затрагивает участок более 1000 нуклеотидов [36,92,93], а значения       

становятся очень малы для расстояния между сайтами более 10 нуклеотидов (рис. 

11, 15). Кроме того, мы исключили такие паралоги, генная конверсия с которыми 

могла бы привести к наблюдаемым ДНМ. Итак, наши наблюдения не являются 

последствием генной конверсии. 

Таким образом,       должна быть хорошей оценкой доли ДНМ в геноме. 

Значение               .  3  для k≤10 в человеке сходно с результатами, 

полученными другими группами по полиморфизму: 1.8% [12] и 2.0% [48]. В 

недавних статьях был также описан феномен МНМ по данным для de novo 

мутаций человека [5,35], однако в этих работах нет численных оценок, и они 

подтверждают наши результаты лишь качественно. Полученное нами значение 

      по человеку наиболее точно совпадает с тем, что на данный момент 

принято в литературе [54]. Наша оценка       для Drosophila превышает 

значения, полученные по de novo мутациям – 2.3% [19] и 2.8% [20]. Это можно 

объяснить эволюцией локальной скорости мутирования между D. melanogaster и 

D. simulans. К сожалению, филогенетическое расстояние между этими видами 

много больше, чем между человеком и шимпанзе, и мы никак не можем оценить 

эффект изменчивости локальной скорости мутирования между этими видами. 
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Глава 4. Использование динуклеотидной мутационной подписи для 

изучения свойств полимеразы зета. 

В этой главе описаны результаты совместной работы коллектива авторов и 

мой вклад в неё – идея и дизайн проекта и получение данных по распределению 

одиночных и двойных мутаций в геноме.  

В экспериментальных работах на пекарских дрожжах [10,56,94] и 

млекопитающих [95] было показано, что способная проходить повреждения 

полимераза зета (пол ζ) склонна совершать ошибки, приводящие к ДНМ. В 

дрожжевой линии, с активированной пол ζ, 64% от всех ДНМ составляли 

GC→AA/ТТ ДНМ и TC→AA ДНМ. Избыток этих типов ДНМ пропадал в линии 

дрожжей с нокаутированной пол ζ.  При детектировании  ДНМ использовался 

репортёрный ген, в котором легче детектировать TC→AA ДНМ, чем GC→AA/TT 

ДНМ, так как TC→AA ДНМ чаще приводят к стоп кодонам [51].  В 

экспериментах на клетках млекопитающих WGCW контекст особенно подвержен 

мутациям, которые делает пол ζ [11]. Таким образом, GC→AA/ТТ ДНМ может 

служить подписью пол ζ. Напротив, свидетельства о том, что TC→AA ДНМ 

является подписью пол ζ – недостаточны.  

Используя GC→AA/TT ДНМ, произошедшие в линии человека после 

отхождения от общего предка с шимпанзе, как подпись пол ζ, мы исследовали, с 

какими свойствами ДНК связана работа этой полимеразы.   
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В согласии с результатами, полученными по полиморфизму человека 

[12,50] и по мутациям, вызывающим заболевания  [50], мы обнаружили, что 

тандемные мутации на одной ветке (ТМОВ, примерно половина из которых 

случаются как ДНМ; см. главу 3) обогащены трансверсиями, в сравнении с 

однонуклеотидными мутациями (ОНМ); κ, посчитанная по ТМОВ, на 60% 

меньше, чем κ, посчитанная по тандемным мутациям на разных ветках (ТМРВ, χ
2
 

P<1.1*10
-67

). Это отличие свидетельствует о разных механизмах, приводящих к 

ДНМ и ОНМ. Более слабый эффект мы наблюдали для ТМРВ, этот тип мутаций 

характеризуются κ пониженной на 18% в сравнении с ОНМ (рис. 9, k=±1).   

Участки генома с повышенной скоростью ОНМ скоррелированы с 

повышенной скоростью ДНМ (рис. 18А, P=2*10
-23

, тест Корхан-Армитаж (в 

дальнейшем КА)). Этот результат не является артефактом метода, т.к. скорость 

ДНМ нормирована на локальную скорость мутирования. Таким образом, скорости 

ОНМ и ДНМ зависимы в 50 Кб окне, что свидетельствует о том, что, хотя 

механизмы, вызывающие ДНМ и ОНМ, могут быть различны, они 

скоррелированы вдоль последовательности генома.  

Скорость ДНМ слабо зависит от времени репликации (рис. 18B, P<0.03, 

КА). 
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Рис. 18. Свойства ДНМ. (А) Скорость ДНМ сильно связана со скоростью ОНМ 

(P<2 *10
-23

, КА). (В) Скорость ДНМ слабо связана со временем репликации 

(P=0.03, КА).  

 

На данных по человеческому полиморфизму было показано, что 

GC→AA/TT ДНМ - наиболее частая ДНМ [12]. Мы подтвердили это наблюдение 

(рис. 19); более того, мы обнаружили, что среди GC→AA/TT ТМОВ ДНМ 

составляют 79%, когда среди всех ТМОВ эта доля близка к половине (рис. 14, 19). 
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Рис. 19. 30 наиболее частых ДНМ. Мы объединяли пары комплементарных 

мутаций. Частота ДНМ (черным) и тандемных мутаций, произошедших как два 

независимых события (серым), различна для разных классов. GC→AA/TT ДНМ –

наиболее частая среди всех классов ДНМ. 

 

Время репликации и активность склонной к ошибкам пол ζ – это два 

фактора, влияющие на накопление мутаций. Мы использовали подпись пол ζ, 

чтобы изучить взаимодействие времени репликации и активности пол ζ. В 

противоположность слабой зависимости общей скорости ДНМ от времени 

репликации, скорость GC→AA/TT ДНМ на 61% выше в поздно 
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реплицирующихся участках (рис. 20B, P<2 *10
-6

, КА). Эта зависимость может 

быть следствием других свойств генома, ассоциированных со временем 

репликации. Чтобы изучить зависимость между временем репликации и 

плотностью GC→AA/TT ДНМ и проконтролировать на возможные скрытые 

эффекты, мы включили сайты чувствительности к ДНКазе (DHS), скорость 

рекомбинации, обогащённость модификацией гистона H3K9me3 и ГЦ-состав, a 

также частоту ОНМ и ДНМ в качестве объясняющих переменных, а число 

GC→AA/TT ТМОВ – как объясняемую переменную, и количество ГЦ 

динуклеотидов – как ответственную переменную, в пуассоновскую регрессию. В 

отличие от других свойств ДНК, время репликации влияет на скорость 

GC→AA/TT замен на одной ветке достоверно (P < 3*10
-5

, таблица 6). Более того, 

позиция, где случилась GC→AA/TT ТМОВ, расположена в более позднем 

времени репликации относительно GC→AA/TT ТМРВ (P<0.01, тест Манна-

Уитни).  
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Рис. 20. Связь между скоростью GC→AA/TT ДНМ и временем репликации. (А) 

Скорость GC→AA/TT ДНМ растет со скорость ОНМ. (В) Скорость GC→AA/TT 

ДНМ растет от раннего к позднему времени репликации, как и доля GC→AA/TT 

ДНМ среди всех ДНМ (С). 

 

 

 

Таблица 6. Зависимости скорости GC→AA/TT ДНМ от свойств ДНК, 

посчитанные пуассоновской регрессией.  

 
Объясняющие переменные P-value 

Сокрость рекомбинации 

 (Проект 1000 геномов) 

0.37 

DHS 0.50 

Плотность H3K9me3 0.29 

Время репликации 2.75*10
-5

 

ГЦ-состав  0.39  

Скорость ОНМ 1.61*10
-13

 

Скорость ДНМ 0.0016 

 

 

 Чтобы разделить зависимость плотности мутационной подписи пол ζ и 

общей скорости ДНМ от времени репликации, мы рассматривали долю 

GC→AA/TT ДНМ среди всех ДНМ как функцию от времени репликации. Это 

отношение монотонно растёт от участков, реплицирующихся рано, к участкам, 

реплицирующимся поздно, и оно на 46% выше для участков поздней репликации 

(рис. 20С, P<6 *10
-4

, 1000 испытаний), что свидетельствует о разных механизмах 

возникновения мутаций, являющихся подписью пол ζ  и остальных ДНМ. 

 Подпись пол ζ составляют две комплементарные мутации – GC→AA и 

GC→TT. Мы проверили, связана ли одна из комплементарных мутаций с цепью 

ДНК, являющейся лидирующей при репликации. У человека, лидирующая и 

отстающая цепи реплицируются полимеразами эпсилон и дельта соответственно 

[96].  Из-за особенностей, связанных с репликативными полимеразами или 

другими свойствами, различающими лидирующую и отстающую цепь, 



67 

 

мутационный процесс отличается между нитями ДНК [97,98].  Так как мы 

обнаружили связь активности пол ζ с временем репликации, мы решили 

проверить асимметрию её мутационной подписи между лидирующей и 

отстающей цепями. Мы использовали производную времени репликации для 

восстановления направления репликационной вилки [97,98]. Мы не наблюдали 

асимметрии (рис. 21), что говорит о том, что активность пол ζ не завязана на 

механизм, специфичный для одной из цепей. 

 

 
 Рис. 21. Мутационная подпись пол ζ симметрична в лидирующей и 

отстающей цепях ДНК. Мы выбрали участки, которые реплицируются с большой 

вероятностью как лидирующая или отстающая цепь, и обнаружили, что частота 

комплементарных мутаций GC→AA и GC→TT на них одинакова. 

 

Скорость и спектр мутаций могут зависеть от транскрипции [6,99].  

Скорость мутирования в зародышевых линиях коррелирует с уровнем экспрессии 

генов из-за того, что ДНК расплетается во время транскрипции и находится в 
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одноцепочечном состоянии [100]. Нетранскрибируемая цепь больше времени 

проводит в одноцепочечном состоянии, чем транскрибируемая. Более того, 

ассоциированная с транскрипцией репарация (TC-NER) способна обнаруживать и 

удалять повреждённые нуклеотиды с транскрибируемой цепи. Подверженность 

мутациям нетранскрибируемой цепи, как и репарация, чинящая мутации 

специфически на транскрибируемой цепи, приводят к более высокой скорости 

мутирования на нетранскрибируемой цепи в сравнении с транскрибируемой 

цепью [101], и к асимметрии между цепями [99,102]. В дрожжах пол ζ вовлечена в 

мутагенез, ассоциированный с транскрипцией [103,104]. Мы решили проверить, 

отличается ли соотношение GC→AA и GC→TT мутаций на транскрибируемой и 

не транскрибируемой нитях ДНК. GC→TT ДНМ происходит на 40% чаще на 

нетранскрибируемой цепи в сравнении с транскрибируемой цепью или 

межгенными интервалами (рис. 22). Этот паттерн подтверждает, что активность 

пол ζ связана с транскрипцией. Более того, повышение частоты GC→TT ДНМ на 

не транскрибирующейся нити в сравнении с межгенными интервалами говорит о 

том, что асимметрия вызвана не TC-NER, активность которой не может привести 

к увеличению количества мутаций в транскрибируемом регионе [105]. Итак, у нас 

есть основания предполагать, что пол ζ во время репликации играет роль в 

прохождении повреждений ДНК, накопившихся при транскрипции. 
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Рис. 22. Ассоциированная с транскрипцией асимметрия между GC→AA и 

GC→TT ДНМ. Для межгенных интервалов частоты GC→AA и GC→TT ДНМ 

посчитаны для референтной цепи. 

 

Мы заметили, что GC→ТТ ДНМ вызывает синдром Костелло [53] и, 

возможно, эта мутация связана с активностью пол ζ. GC→TT ДНМ в GCG 

контексте происходит в первом экзоне гена HRAS и приводит к замене 12-го 

глицина на валин (рис. 23В). Эта мутация часто происходит в сперматозоидах; 

так, ее частота в 1.7 раз выше, чем частота ОНМ G35→T35 [53], хотя эта ОНМ 

приводит к той же аминокислотной замене. Это означает, что необычайно 

высокая частота GC→TT ДНМ в гене HRAS не может быть полностью объяснена 
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внутритканевым отбором на эту мутацию, и свидетельствует в пользу того, что 

эта ДНМ является следствием неканонического мутационного механизма.  

пол ζ, в сравнении с основными репликативными полимеразами гораздо 

чаще вставляет не правильные нуклеотиды и её ошибки чаще бывают 

рансверсиями [10,95,106]; кроме того, пол ζ характеризуется низкой 

процессивностью и за один раз синтезирует участок ДНК длинной до 1000 

нуклеотидов [56,107,108]. Таким образом, если пол ζ часто принимает участие в 

репликации экзона 1 гена HRAS, это должно приводить к увеличению скорости 

мутирования и уменьшению κ в окрестности нескольких сотен нуклеотидов от 

сайта многократно наблюденной GC→TT ДНМ.  

Мы сравнили геномы человека и мыши для того, чтобы по некодирующим 

межвидовым заменам оценить скорость мутирования и κ в окрестности сайта, в 

котором многократно наблюдали GC→TT ДНМ. Действительно, при сравнении 

скорости мутирования на расстоянии до 300 нуклеотидов от GC→TT ДНМ, 

наблюдённой в сперматозоидах, мы обнаружили, что частота замен выше в 2 раза, 

а κ ниже в 2 раза, в сравнении с сайтами на расстоянии более 1 Kb (рис. 23А). 

GC→TT ДНМ в гене HRAS наблюдали в сперматозоидах, но эта мутация не 

зафиксирована между видами, поэтому локально увеличенная скорость 

мутирования не является последствием сложной мутации, включающей GC→TT 

ДНМ. Более того, описанная замена вредна, и её закреплению противодействует 

отбор, таким образом, гипермутабильный GC динуклеотид не заменяется на 

протяжении миллионов лет эволюции.  Таким образом, мы наблюдаем горячую 
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точку мутагенеза со спектром, смещённым в сторону трансверсий, 

локализованную в пределах 1000 нуклеотидов от сайта, в котором многократно 

наблюдали GC→TT ДНМ, все это свидетельствует в пользу того, что пол ζ 

ответственна за GC→TT ДНМ, вызывающую синдром Костелло. Для того, чтобы 

проконтролировать на другие причины локальной гипермутабильности, мы 

проанализировали ген KRAS – гомолог гена НRAS, в котором, вместо GС 

динуклеотида в гомологичном сайте, находится GТ динуклеотид. Мы не 

обнаружили изменённой κ или локально повышенной скорости мутирования в 

ближайшей окрестности GТ сайта (рис. 23С). 

Мутации в гене SOD1 ответственны за 20% случаев амиотрофического 

латерального склероза (АЛС) [109]. В гене  SOD1 три раза независимо наблюдали 

возникновение GC→TT ДНМ в четвёртом, шестом и десятом кодонах, 

приводящих к АЛС [109–111], поэтому знание механизма, вызывающего эти 

мутации, имеет медицинское значение. Мы сделали анализы, аналогичные 

описанным для гена HRAS, и обнаружили локально повышенную скорость 

мутирования (P<0.05, χ
2
 тест) и повышенную долю трансверсий (P<0.1, χ

2
 тест, 

если сравнивать с κ по всей хромосоме, а не для 1Kb участка, P=0.001) (рис. 23D). 

В двух случаях из трёх GC→TT ДНМ происходила в  GCG контексте и все 

GC→TT ДНМ произошли на нематричной цепи ДНК, что соответствует 

паттернам, наблюдаемым в гене HRAS. То, что все описанные случаи GC→TT 

ДНМ происходят на нематричной цепи, согласуется с наблюдениями на уровне 

всего генома (рис. 22).  
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Вероятно, пол ζ участвует в синтезе ДНК на цепи, комплементарной AP 

(apurinic/apyrimidinic) сайту, возникающему при репарации ДНК после 

дезаминирования метилцитозина в CpG контексте [44,112,113], поэтому мы и 

наблюдаем мутации в СGC контексте.   

   

 

 

Рис. 23. GC→TТ/АА ДНМ в генах HRAS and SOD1, ассоциированных с 

синдромом Костелло и амиотрофическим латеральным склерозом, 
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соответственно. (А) ген HRAS. Интроны, соседствующие с горячей точкой для 

GC→TТ ДНМ, мутируют значительно быстрее и имеют пониженную κ, по 

сравнению с чуть более удалёнными интронами. (В) Структура гена HRAS. 

GC→TТ ДНМ происходит в двенадцатом глицине первого экзона. (С) Ген KRAS 

– контроль для гена HRAS. (D) ген SOD1. 

 

Мы наблюдаем локальную гипермутабильность в окрестности GC→АА/TТ 

ДНМ, многократно возникающей в генах HRAS и SOD1, и решили проверить эти 

паттерны на уровне всего генома. Для этих целей мы изучали локальную скорость 

ОНМ поблизости от ТМОВ и ТМРВ. Плотность ОНМ повышена на расстоянии до 

нескольких тысяч нуклеотидов от ТМОВ и ТМРВ (рис. 24А). Увеличение 

мутабильности в близи ТМОВ могжет быть вызвано связью между ДНМ и 

локальными горячими точками мутагенеза; однако повышенная мутабильность 

поблизости от ТМОВ и ТМРВ также может быть следствием того, что тандемные 

мутации чаще происходят в горячих точках мутагенеза [32]. Мы можем 

вычленить эффект ДНМ, зная скорости мутирования в окрестности ТМОВ и 

ТМРВ  и долю ДНМ среди ТМОВ (см. методы).     

Удивительно, но частота ОНМ вокруг ТМРВ меньше, чем вокруг ТМОВ, 

кроме как для 10 ближайших нуклеотидов (рис. 24А). Таким образом, вопреки 

ожиданию, две мутации в соседних сайтах, случившиеся в линии человека, хуже 

предсказывают горячую точку мутагенеза в сравнении с двумя мутациями, 

случившимися на разных линиях. Тем не менее, частота ОНМ повышена и 
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поблизости от ДНМ. Паттерны локальной скорости мутирования схожи вокруг 

GC→TТ/АА ДНМ и всех типов ДНМ (рис 24В). 

 

 

 

Рис. 24. ДНМ ассоциированы с горячими точками мутагенеза. Черная 

пунктирная линия показывает среднегеномную скорость ОНМ. (А) Средняя 

скорость ОНМ падает при удалении от тандемных мутаций (GC→AA/TT TMРВ, 

GC→AA/TT TMОВ, TMРВ, TMОВ). (В) и (C) Средняя скорость ОНМ падает при 

удалении от ДНМ. В (A) и (B) скорость ОНМ аппроксимировалась с 

использованием генерализованной  линейной модели.  

 

Паттерны для 10 ближайших нуклеотидов для TMОВ и TMРВ сильно 

отличаются (рис. 24В). Для этих расстояний частота ОНМ для тандемных 

мутаций на одной ветке значительно выше. Этот эффект, вероятно, является 

причиной высокой доли ТНМ мутаций, содержащих TMОВ и ОНМ, что 

согласуется с результатами главы 3 (рис. 13); такие мутации случаются на 
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расстоянии до 10  нуклеотидов и обогащены трансверсиями [12], что мы и 

наблюдаем в наших данных (рис 24С, 25). Эти сложные мутации не результат 

генной конверсии, т.к. мы исключали паралогичные последовательности (см. 

методы). В противоположность всем ДНМ, в 10 соседних с GC→AA/TT ДНМ 

сайтах нет резкого скачка частоты ОНМ (рис 24С). Это подтверждает гипотезу, 

что данный тип ДНМ, как правило, является мутационной подписью пол ζ, в 

противоположность остальным ДНМ, которые часто происходят в составе более 

сложных мутаций (рис. 25В).   

 

Рис. 25. Мутационные свойства ОНМ в окрестности двойных и тандемных 

мутаций. (A) κ значительно понижена для 10 сайтов, соседних со всеми типами 

ДНМ  или GC→AA/TT ДНМ, но лишь слабо понижена для 10 сайтов соседних с 

TMРВ (также см. рис. 9С). κ посчитана в 10-нуклеотидном скользящем окне. 

Чёрная пунктирная линия отображает среднегеномное значение κ. (В) ДНМ 

кластеризуются на коротких расстояниях. По горизонтальной оси – расстояния 
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между парами тандемных или двойных мутаций (две TMОВ, две TMРВ, две 

ДНМ); по вертикальной оси – количество событий на расстоянии меньше 

данного. Линейная зависимость соответствует независимому накоплению 

мутаций, а наблюдаемая нелинейность соответствует избытку мутаций на малом 

расстоянии друг от друга.  

 

Таким образом, скорость мутирования в окрестности подписи пол ζ сходна 

с тем, что мы наблюдаем для остальных ДНМ, и отличается от паттернов для 

генов HRAS и SOD1, где поблизости от подписи мы видим повышение скорости в 

1.5-2 раза. Если горячая точка мутагенеза ассоциирована с GC мотивом, то при 

закреплении GC→AA/TT ДНМ эта горячая точка исчезает. В генах HRAS и SOD1 

замена GC→TT приводит к тяжелым заболеваниям; таким образом, отбор 

сохраняет этот мотив вопреки его мутабильности, в результате чего мы видим 

повышенную скорость мутирования вблизи от этих сайтов. 

Тандемные мутации могут кластеризоваться на одной филогенетической 

ветке [15] или в одном гаплотипе под действием эпистатического отбора [16]. 

Однако такая кластеризация, вызванная отбором, сильнее всего проявляется в 

регионах с наибольшей консервативностью [83,114]. Мы не рассматриваем UTR, 

границы интронов и экзоны, и таким образом избавляемся от большинства 

регионов генома под сильным отбором. К тому же под отбором находится лишь 

8% генома человека [86], и столь малая доля не должна сильно влиять на наши 

результаты. Замаскировав паралоги, мы исключили влияние генной конверсии, а 
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исключив регионы, маскированные RepeatMasker [58], мы избежали артефактов, 

связанных с особенностями мутагенеза повторов. 

Результаты нашей работы согласуются с результатами других 

исследований, в которых с использованием данных о внутривидовом 

полиморфизме или данных по болезням показывают, что GC→AA/TT – наиболее 

частая ДНМ в человеке [12,50,51,53].  

Мы показали, что мутационная подпись пол ζ сильно ассоциирована с 

участками поздней репликации. Этот результат не является следствием влияния 

других факторов, определяющих изменчивость скорости мутирования вдоль 

человеческого генома (GC состав, чувствительность к ДНКазе, рекомбинация, 

модификации гистонов) [23], как и просто скорости ОНМ и ДНМ. Наблюдаемое 

обогащение участков поздней репликации GC→AA/TT ДНМ может быть 

следствием пониженной эффективности репарации неспаренных нуклеотидов  

[115,116], а не ассоциацией пол ζ с временем репликации. Тем не менее, если 

общая скорость ДНМ может зависеть от эффективности систем репарации, то нет 

причин ожидать, что репарация повреждений, приводящих к GC→AA/TT ДНМ и 

к другим типам ДНМ, будут значительно различаться. Кроме того, система 

репарации неспаренных нуклеотидов особенно эффективно чинит транзиции 

[115,116], а мы наблюдаем, что скорость GC→AA/TT ДНМ ассоциирована с 

пониженной κ (P<10
-3

, КА рис. 26), а также κ снижена вблизи многократно 

наблюдаемых GC→ TT ДНМ в генах HRAS и SOD1. В итоге наиболее вероятное 

объяснение для роста доли  GC→AA/TT среди всех ДНМ с временем репликации 
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– больший вклад пол ζ в позднем времени репликации. Это означает, что 

повышенная активность подверженных ошибкам полимераз является одним из 

факторов повышения скорости мутирования в позднем времени репликации. 

Наши наблюдения подтверждают эксперименты, в которых обнаружили, что 

активность пол ζ выше на поздних стадиях синтетической фазы клеточного цикла 

[117], особенно при условии нехватки нуклеотидов. В дрожжах при нокауте 

REV1, гена, необходимого для работы пол ζ [10,44],  исчезала зависимость между 

скоростью мутирования и временем репликации для нескольких репортерных 

генов [118].  Частота ошибок, совершаемых пол ζ, на несколько порядков выше, 

чем для основных репликативных полимераз δ и ε [95,106,119]. Таким образом,  

даже малая часть генома, реплицируемая пол ζ, может влиять на среднюю 

скорость мутирования по геному. 
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Рис. 26. Скорость GC→AA/TT ДНМ падает с увеличением κ. Мы 

отсортировали 50 Кb окна по значению κ и разбили эти окна на 6 групп равного 

размера. 

 

Мы предположили, что пол ζ частично может объяснять зависимость 

скорости мутирования от времени репликации, и решили проверить, какую долю 

дисперсии скорости ОНМ вдоль генома объясняют эти факторы. Двухсторонняя 

ANOVA показала, что и GC→AA/TT ДНМ, и время репликации достоверно 
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связаны с локальной скоростью мутирования, и объясняют 0.27% и 10% 

изменчивости скорости мутирования соответственно. Хотя GC→AA/TT ДНМ 

самостоятельно объясняют лишь 0.27% дисперсии (P < 2*10
-16

), низкое число 

(только 1770) наблюдаемых GC→AA/TT ДНМ усложняют интерпретацию этих 

цифр. Такое же количество ОНМ объясняет 0.51% скорости ОНМ по геному (хотя 

все ОНМ объяснят 100%) (рис. 27). Получается, что пол ζ вносит вклад в 

локальную скорость мутирования, однако численно оценить этот вклад нельзя, 

используя столь малое количество ДНМ, являющихся мутационной подписью пол 

ζ. В неданем анализе de novo мутаций человека обнаружили 161 МНМ со 

специфическим мутационным спектром, смещённым в сторону трансверсий по 

сравнению с некластеризоваными мутациями [5]. Спектр кластерных мутаций 

был сильнее всего обогащен заменами C→G, что, как правило, связывают с 

активностью REV1 [44,120], которая необходима для рекрутирования пол ζ [44]. 

C→G мутации могут быть следствием синтеза ДНК полимеразой, склонной к 

ошибкам [5]. Недавние свидетельства о том что пол ζ способна синтезировать 

участки в несколько тысяч нуклеотидов, позволяют предположить, что часть из 

увиденных кластеров является результатом работы этой полимеразы.    
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Рисунок 27. Доля объясненной скорости мутирования GC→AA/TT ДНМ и 

тем же количеством ОНМ. Мы выбирали мутации либо предполагая равную 

скорость мутирования вдоль по геному (синяя кривая), либо случайным образом 

из данных. Затем мы, используя функцию aov() из R, измеряли долю объясненной 

дисперсии; так мы проделали 2000 раз и построили приведенные распределения. 

Значение для GC→AA/TT ДНМ обозначено стрелкой.  

 

Многократно наблюдаемые мутации GC→TT ДНМ в генах HRAS и SOD1 

позволяют изучить горячие точки для GC→TT ДНМ, консервативные в 
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эволюции. Мы обнаружили, что рядом с такими сайтами скорость ОНМ и доля 

трансверсий повышены, что позволяет предполагать, что мутагенез, приводящий 

синдрому Костелло и к АЛС, осуществляется пол ζ.  

GC→TT ДНМ характеризуется свойствами, отличными от свойств, 

характерных для других ДНМ. Во первых, они гораздо сильнее ассоциированы с 

временем репликации. Во вторых, несмотря на то, что GC→TT ДНМ, как и 

остальные ДНМ, чаще происходят в участках с высокой плотностью мутаций как 

на больших (рис. 18А, 20А), так и на малых шкалах (рис. 24), но на расстоянии до 

10 нуклеотидов поведение GC→TT ДНМ и остальных ДНМ радикально 

отличается, и подпись пол ζ гораздо реже вовлечена в МНМ (рис. 24С, 25В). Эти 

особенность также свидетельствуют в пользу различных мутационных 

механизмов, приводящих к GC→TT ДНМ и большинству других ДНМ.      

В дивергенции близких видов большая доля множественных замен, 

случившихся на одной ветке, являются последствием сложной мутации, а не 

серии независимых событий (рис. 14B). Использование дивергенции для изучения 

типов ДНМ и их геномных свойств проливает свет на механизмы мутагенеза и 

даже позволяет предполагать, как именно происходят мутации, приводящие к 

болезням.   
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Выводы  

1)  SNP попадает в сайт, содержащий другой SNP, в 3.5, 2.5 и 1.4 раза чаще 

среднего у D. melanogaster, H. sapiens и S. commune, соответственно, что говорит 

о сильной гетерогенности скорости мутирования на уровне однонуклеотидных 

позиций 

2) Соотношение транзиций и трасверсий смещается в сторону трансверсий в 

сайтах поблизости от трансверсий и в сайтах, в которых наблюдалась 

трансверсия; так, в человеке доля трансверсий растёт втрое для сайтов, в которых 

наблюдалась другая трансверсия  

3) Многонуклеотидные мутации – распространённый феномен у Metazoa, и доля 

мутаций, затрагивающих 2 сайта на расстоянии до 10 нуклеотидов, составляет 

5.6% и 2.3% от частоты однонуклеотидных мутаций у  D. melanogaster и H. 

sapiens 

4) Около половины тандемных замен в линии человека после отделения от 

шимпанзе возникли как динуклеотидные мутации 

5) Активность полимеразы зета связана со временем репликации, данного 

сегмента ДНК 

6) Полимераза зета в 1.4 раза интенсивнее работает на нетранскрибируемой цепи. 

7) Вероятно, полимераза зета приводит к мутациям, вызывающим синдром 

Костелло и боковой амиотрофический склероз 
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