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РЕФЕРАТ На сегодняшний день существует несколько различных методов подготовки ДНК-библиотек 
для палеогенетических исследований. Однако химические реакции, лежащие в основе каждого из них, 
способны повлиять на нуклеотидную последовательность библиотек древней ДНК (дДНК) и внести из-
менения в результаты статистического анализа. Нами проведено сравнение результатов секвенирования 
библиотек дДНК образца эпохи бронзы из погребений кавказского могильника Клады. Библиотеки 
были приготовлены с применением трех различных подходов: метода дробовика (shotgun sequencing), 
отбора целевых районов генома и отбора целевых районов генома с предварительной обработкой ДНК 
смесью урацил-ДНК-гликозилазы (UDG) и эндонуклеазы VIII. Проанализировано влияние этих подхо-
дов на результаты вторичного статистического анализа данных, а именно F4-статистики, ADMIXTURE 
и метода главных компонент (PCA). Показано, что при приготовлении геномных библиотек без ис-
пользования урацил-ДНК-гликозилазы возможно искажение результатов статистической обработки, 
связанное с посмертными химическими модификациями дДНК. Эти искажения можно нивелировать 
путем анализа только однонуклеотидных полиморфизмов генома, вызванных трансверсиями. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА древняя ДНК, ADMIXTURE, урацил-ДНК-гликозилаза, UDG.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ UDG – урацил-ДНК-гликозилаза; дДНК – древняя ДНК; ОНП – однонуклеотид-
ный полиморфизм; PCA – метод главных компонент.

ВВЕДЕНИЕ
Российская Федерация является богатым источником 
археологического материала для проведения палео-
генетических исследований. Материалы из нашей 
страны так или иначе использовались практически 
во всех громких открытиях, сделанных на основе 
дДНК, таких, как открытие Денисовского человека 
[1], популяции Ancient North Euarsians (ANE) [2], вос-
точных охотников-собирателей (EHG) [3], популяции 
ямников [4]. Тем не менее сами палеогенетические 
исследования в России имеют весьма скромные до-
стижения, по большей части ограничиваясь донор-
ством костного материала [5]. Однако в последнее 
время создано несколько междисциплинарных кол-
лективов, которые ставят своей целью комплексные 
исследования: от экспедиционных находок через син-
тез археологических и палеогенетических данных 
к генерации новых исторических гипотез. В данной 

работе суммированы методические подходы, опробо-
ванные в ФИЦ Биотехнологии, и выработаны наи-
более эффективные алгоритмы создания геномных 
библиотек, которые могут быть использованы други-
ми лабораториями, работающими в данной области. 

Анализ последовательности древней ДНК (дДНК) 
стал мощным инструментом для изучения древних 
популяций человека [6–8]. Однако существует ряд 
сложностей, обусловленных посмертной деграда-
цией генетического материала под действием эн-
догенных нуклеаз, а также случайного гидролиза 
и окисления. Наиболее частым повреждением дДНК 
является дезаминирование остатков цитозина, т.е. 
отщепление аминогруппы от азотистого основания 
с образованием остатков урацила, которые, в свою 
очередь, превращаются в остатки тимина в процессе 
проведения полимеразной цепной реакции при при-
готовлении библиотек фрагментов ДНК [9]. Как ре-
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зультат, при секвенировании библиотек фрагмен-
тов дДНК исследователь наблюдает замены С > T 
на 5’-конце молекулы ДНК или G > А на 3’-конце 
в зависимости от особенностей выбранного прото-
кола пробоподготовки. Наличие таких замен (лож-
ных нуклеотидов) снижает точность картирования 
прочтений на референсную последовательность, 
при которой прочтения, содержащие нереференс-
ные аллели, будут картированы с меньшей вероят-
ностью, чем содержащие эталонные аллели [6]. 

Общее количество ложных нуклеотидов, присут-
ствующих в реконструированном геноме, зависит 
от количества полученных данных секвенирования, 
количества накопленных посмертных повреждений 
ДНК и от того, проводилась ли предварительная 
обработка ДНК смесью ферментов урацил-ДНК-
гликозилазы (UDG) и эндонуклеазы VIII (смесь по-
зволяет вырезать урацил с образованием однону-
клеотидного разрыва) при приготовлении геномных 
библиотек [10]. Реконструированные древние гено-
мы обычно содержат последовательности как с под-
линными, так и с искусственными вариантами, 
что может влиять на частотный анализ аллелей 
и определение структуры популяции [6].

Анализ базы данных древних геномов (Allen 
Ancient DNA Resource https://reich.hms.harvard.
edu/allen-ancient-dna-resource-aadr-downloadable-
genotypes-present-day-and-ancient-dna-data) по-
казывает, что большинство секвенированных гено-
мов получены путем создания библиотек методом 
дробовика (shotgun, SG) с обработкой или без об-
работки UDG, либо отбором целевых районов с по-
мощью систем обогащения. Среди последних чаще 
всего используют наборы производства компа-
ний Twist, Agilent и Arbor. Системы обогащения 
были недавно детально охарактеризованы груп-
пой Дэвида Райха [11], что позволило выделить 
наборы Twist как наиболее эффективные. Однако 
в этой работе на затронуты такие важные вопросы, 
как влияние методов пробоподготовки на резуль-
таты вторичного статистического анализа. К ним 
мы относим F-статистики, анализ предковых ком-
понент ADMIXTURE и многомерные проекции PCA 
(Principal Component Analysis).

Важную роль в эволюционной генетике человека 
играет изучение структуры популяций, что позво-
ляет охарактеризовать генетическую изменчивость 
[12], т.е. наличие различных уровней генетического 
родства между некоторыми подгруппами в данной 
популяции. Это необходимо, когда, например, требу-
ется сделать вывод о времени расхождения между 
популяциями, происходящими из разных географи-
ческих мест [13, 14]. Для математического решения 
этой задачи делается формальное предположение 

о существовании так называемых «предковых по-
пуляций», из которых произошли анализируемые 
группы. Эти «предковые популяции» являются ма-
тематической абстракцией, они характеризуются 
определенными частотами аллелей, и по их вкладу 
в анализируемые реальные образцы можно созда-
вать компактные визуальные сводки, иллюстриру-
ющие структуру популяции в выборке.

Алгоритмы генетической кластеризации, реали-
зованные в таких программах, как STRUCTURE 
[15] и ADMIXTURE [16], широко используются 
для характеристики отдельных образцов и попу-
ляций на основе генетических данных. Программа 
ADMIXTURE эффективно оценивает индивидуаль-
ное происхождение, вычисляя оценки максималь-
ного правдоподобия в параметрической модели. 
Данная модель утверждает, что генотип nij для ин-
дивида i в однонуклеотидном полиморфизме (ОНП) 
j представляет собой количество наблюдаемых ал-
лелей типа «1». Учитывая K предковых популяций, 
вероятность успеха в  

pij = 
k

K

1
∑

=
 qik fkj 

биномиальном распределении nij ~ Bin(2, pij ) зави-
сит от доли qik происхождения i, относящейся к по-
пуляции k, и от частоты fkj аллеля 1 в популяции 
k. ADMIXTURE максимизирует логарифмическую 
вероятность модели с использованием блочной ре-
лаксации:

L(Q,F) = ∑ij{nij × Inpij + (2–nij) × In(1–pij)},

где qik и fkj составляют матрицы Q и F соответствен-
но [17].

Используемая в данной работе F4-статистика 
определяет вероятность независимости двух ветвей 
графа, где в каждой ветви находится по две попу-
ляции. В пространстве частот статистика выглядит 
как математическое ожидание произведения разно-
сти частот двух популяций в каждой из двух ветвей 
графа по всем позициям ОНП:

F4(A,B;C,D)={(a−b)(c−d)},

где A, B, C, D – популяции, a, b, c, d – соответству-
ющие частоты.

Статистика считается значимой, если значе-
ние z score распределения элементов выборки 
F4-статистики будет по модулю больше 3. Часто 
в палеогенетике невозможно получить частоты 
популяции в силу недоступности значимого ко-
личества образцов. В этом случае аналогом F4-
статистики выступает ABBA-BABA-тест по геноти-
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пам единичных геномов. Для оценки вероятности 
отличия ABBA-BABA-теста от нуля используется 
также то, что величина z score должна быть по мо-
дулю больше 3, а в качестве элементов выборки 
берутся значения ABBA-BABA-теста для равно-
мерных окон генома [18]. Если одна из тестируемых 
популяций в F4 (или в случае генотипов в ABBA-
BABA-тесте) в историческом, морфологическом 
или генетическом аспекте очень удалена от иссле-
дуемых групп (outgroup), то тогда интуитивное объ-
яснение ненулевой F4-статистики сводится к тому, 
насколько велик вклад популяции, находящейся 
в одной ветви с outgroup, в одну из двух популяций, 
находящихся в другой ветви графа.

Если абстрагироваться до представления гено-
ма образца в виде вектора, координатами которого 
являются значения генотипов, состоящие из трех 
цифр 1, 0, -1, как аналога гомозигот АА и ВВ и ге-
терозиготы, то генотипированные образцы можно 
представить как набор многомерных (по суммарно-
му количеству определяемых ОНП) векторов, кото-
рые можно проецировать на пространства меньшей 
размерности. Один из методов проецирования – 
PCA, позволяет визуализировать взаимное располо-
жение образцов. В частности, при проведении этно-
географических исследований попарные расстояния 
между образцами современных геномов в PCA-
анализе коррелируют с попарными географиче-
скими расстояниями между точками проживания 
доноров этого генетического материала. Нанесение 
древних геномов на PCA-карты, построенные в век-
торном пространстве современных геномов, явля-
ется удобным инструментом оценки генетической 
связи между древними и современными людьми.

В данной работе мы сравниваем результаты попу-
ляционного ADMIXTURE и PCA-анализа, а также 
значения F4-статистики для образца эпохи бронзы 
из кавказских погребений могильника Клады (ста-
ница Царская) [19], полученные с использованием 
трех подходов. В качестве метода создания геном-
ных библиотек были использованы: 1) стратегия 
shotgun-секвенирования; 2) отбор целевых районов 
генома набором компании Arbor; 3) отбор целевых 
районов генома набором компании Arbor c предва-
рительной обработкой ДНК UDG; 4) отбор целевых 
районов генома набором компании Agilent c пред-
варительной обработкой ДНК UDG.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выделение ДНК и приготовление геномных 
библиотек
Все работы с дДНК проводили в «чистой комна-
те», расположенной на базе ФИЦ Биотехнологии 

Российской академии наук (Институт биоинжене-
рии им. Скрябина). Использовали ДНК, полученную 
из антропологического образца, представляющего со-
бой останки (фрагменты челюстей с зубами) взросло-
го индивида из мегалитических гробниц майкопской 
культуры эпохи бронзы (Северо-Западный Кавказ). 
ДНК выделяли из 100 мг костной пудры с исполь-
зованием буфера Дабни (5 М гидрохлорид гуаниди-
на, 40% (об./об.) 2-пропанола, 0.12 М ацетата натрия 
и 0.05% (об./об.) Tween 20) и магнитных шариков, по-
крытых силикагелем [20]. Полученную ДНК исполь-
зовали для приготовления библиотек одноцепочеч-
ных фрагментов ДНК высокой сложности с помощью 
набора реагентов ACCEL-NGS 1S Plus DNA Library 
Kit (Swift Biosciences, США) в соответствии с ориги-
нальным протоколом с некоторыми модификациями: 
в случае этапов ПЦР с индексацией использовали 
полимеразу, которая была разработана так, чтобы 
остатки урацила (KAPA HiFi HS Uracil+RM, США) 
не останавливали синтез цепи. 

Из одного и того же экстракта были приготов-
лены три разных типа библиотек фрагментов ДНК 
для последующего секвенирования нового поколе-
ния. Первый (I) тип библиотеки (KLD_SG) получен 
с применением стратегии shotgun-секвенирования 
всего генома (подход, основанный на методе дробо-
вика). Для второго (II) типа библиотеки (KLD_CAP) 
использовали тот же протокол подготовки с после-
дующим обогащением по интересующим областям 
генома (стратегия целевого обогащения). Третий (III) 
тип библиотеки (KLD_UDG) отличается от типа II 
тем, что ДНК предварительно обрабатывали смесью 
урацил-ДНК-гликозилазы (UDG) и эндонуклеазы 
VIII, которая удаляет остатки урацила из цепей 
ДНК и превращает полученные абазические сайты 
в однонуклеотидные разрывы [21]. Обработка сме-
сью UDG и эндонуклеазы VIII успешно удаляет 
остатки урацила из молекул древней ДНК, сохра-
няя их значительную часть на концах фрагментов, 
так называемые «усы древности», свидетельствую-
щие о том, что ДНК действительно древняя. Данные 
по четвертому типу (IV) библиотеки, синтезирован-
ной из тех же костных останков по принципу от-
бора целевых районов набором компании Agilent c 
предварительной обработкой исходной дДНК UDG, 
получены от профессора Пинхасси (Университет 
Вены, Австрия) и обозначаются индексом I6268 
из ранее опубликованной работе [22]. 

Целевое обогащение
Для захвата 1.6 млн ОНП из образцов древней 
ДНК человека мы использовали набор MyBaits 
Expert Human Affinities Prime Plus Kit [MyBaits 
Manual v.1.0 – Population Genomics Hybridization 
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Capture for Target NGS, 2021. https://arborbiosci.
com/wp-content/uploads/ 2021/03/myBaits_Expert_
HumanAffinities_v1.0_Manual.pdf] . Реагенты 
для обогащения по отобранным регионам генома 
состоят из биотинилированных одноцепочечных 
ДНК-зондов, которые представляют собой смесь 
трех наборов зондов: панель prime 1240K [23], Y 
Chr 46K (сайты Y-хромосомы, идентифицированные 
Международным обществом генетической генеалогии 
ISOGG) и MitoTrio (набор зондов на три различных 
митохондриальных генома, включая пересмотренную 
эталонную последовательность Кембриджа (rCRS), 
реконструированную эталонную последовательность 
Sapiens (RSRS) и последовательность неандерталь-
ца Vindija [24]). Протокол для набора MyBaits Expert 
Human Affinities Prime Plus предусматривает два по-
следовательных раунда обогащения.

Секвенирование
Все три геномные библиотеки (как shotgun , 
так и библиотеки, обогащенные по интересующим 
регионам генома) были секвенированы на платфор-
ме Illumina Hiseq 4000 (1× 75 + 8 + 8 циклы) с оди-
ночными ДНК-прочтениями.

Биоинформатическая обработка
Для фильтрации контаминирующих ДНК-прочтений 
из данных секвенирования мы применяли про-
граммное обеспечение BBDuk [25], входящее в пакет 
BBMap (www.sourceforge.net/projects/bbmap/), с ис-
пользованием баз данных бактерий, грибов, расте-
ний, вирусов и «других» (http://jgi.doe.gov/data-and-
tools/bbtools/bb-tools-user-guide/). Выходные данные 
инструмента BBDuk были обработаны с помощью 
конвейера PALEOMIX (версия 1.2.14) [26], в котором 
были обрезаны адаптеры секвенирования с помо-
щью программы cutadapt v3.4 [27], а также выполне-
но сопоставление с эталонной последовательностью 
генома человека (hg19/GRCh37) с использованием 
BWA (версия 0.7.17) [28]. Выровненные прочтения от-
фильтровали для обеспечения минимального каче-
ства отображения 20 с помощью samtools view v1.9 
[29]. Индексацию, сортировку и удаление дубликатов 
(rmdup) выполняли с помощью samtools v1.9 [29]. 

PileupCaller (https://github.com/stschiff/sequenc-
eTools) использовали для вызова генотипов из вы-
ровненных прочтений с помощью опции «--random-
Haploid», который вызывает гаплоидные генотипы 
путем случайного выбора одной базы высокого ка-
чества (показатель качества базы phred ≥ 30) из па-
нели ОНП 1240К (https://reich.hms.harvard.edu/).

Паттерны посмертных повреждений ДНК ана-
лизировали с помощью инструмента MapDamage2 
[30], который предлагает несколько инструментов 

для визуализации и моделирования закономер-
ностей посмертных повреждений, наблюдаемых 
в древних образцах. MapDamage2.0 также позво-
ляет пересчитывать базовые показатели качества, 
чтобы смягчить влияние посмертного повреждения 
на последующие анализы.

Мы использовали программу ADMIXTURE v.1.3.0 
[16] для определения генетической кластеризации 
образца эпохи бронзы из погребений могильника 
Клады (Кавказ) с помощью каждого из трех спо-
собов приготовления геномных библиотек, а также 
остальных образцов из панели Allen Ancient DNA 
Resource (AADR). ОНП были обрезаны для сай-
тов с неравновесным сцеплением с использованием 
PLINK v1.9 [31] с размером скользящего окна в 50 
вариантов, размером шага – 5 вариантов и порогом 
r2 в 0.2 (–indep-pairwise 50 5 0.2). Мы сделали 10 
повторов со случайными начальными значениями 
для числа кластеров (K) от 4 до 13 и выбрали про-
гон с минимальной ошибкой перекрестной проверки 
для построения графика примесей популяций.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика геномных библиотек
Вклад посмертных модификаций ДНК в искажения 
результатов статистического анализа мы проверяли 
с использованием трех геномных библиотек, при-
готовленных из археологического образца костей 
одного из захоронений могильника Клады станицы 
Царской: (I) shotgun-библиотека KLD_SG; (II) обога-
щенная целевыми районами библиотека KLD_CAP 
и (III) обогащенная целевыми районами и обрабо-
танная смесью урацил-ДНК-гликозилазы (UDG) 
и эндонуклеазы VIII, которые удаляют остатки 
урацила из цепей ДНК и превращают полученные 
абазические сайты в однонуклеотидные пробелы, 
библиотека KLD_UDG. Таким образом, мы ожидали, 
что в библиотеке I и II могут быть найдены замены 
С-Т, которые потенциально искажают результаты 
генетического анализа, а в библиотеке III они искус-
ственно удалены, но эта библиотека ожидаемо несет 
более короткие фрагменты, что связано с внесени-
ем одноцепочечных разрывов в исходные молекулы 
ДНК за счет обработки UDG. 

Общее количество ДНК-прочтений, сгенериро-
ванных для этих трех ДНК-библиотек, варьировало 
от 58364547 до 1473546011 на ДНК-библиотеку, а ко-
личество эндогенной ДНК (т.е. прочтения, которые 
картировались на геном человека hg19/GRCh37) со-
ставило от 3.18 до 7.53% (табл. 1).

Следует отметить, что оценка количества ОНП, 
пригодных для анализа, проведено только по спи-
ску 1240К панели, используемой для работы с дДНК 
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[32]. В библиотеке I, несмотря на почти десятикрат-
ное превышение количества прочтений над библио-
теками II и III, определено приблизительно в 2 раза 
меньше ОНП.

Подлинность древней ДНК оценивали с помощью 
программы MapDamage2.0, которая использует пат-

терны посмертных повреждений (рис. 1). Учитывая, 
что библиотеки, обработанные UDG, по-прежнему 
сохраняют определенное количество замен C > T 
на последних 2 п.н. картированных фрагментов, сле-
дует удалить по 2 п.н. с обоих концов прочтений 
с помощью модуля trimBam bamUtil [33].

Таблица 1. Статистика секвенирования 

Библиотека
Количество 

входных 
прочтений

Количество 
прочтений 

после  
фильтрации 

Средняя 
длина 

прочтений 
для анализа

Откартировалось 
прочтений

После  
удаления 

PCR-
дубликатов

Покрытие Эндогенная 
ДНК, % 

ОНП  
(для 

анализа)

KLD_SG  
(I) 1473546011 1469259287 78.02 65025843 46813163 1.17 3.18 321229

KLD_CAP 
(II) 100874292 100870259 79.06 85406013 3865852 0.09 3.83 615991

KLD_UDG 
(III) 58364547 58329170 63.95 52565836 4392304 0.08 7.53 690148

I6268 * * * * 1091304 0.81 4.02 372480

Примечание. В статье Wang et al. [22] не приведены метрики, обозначенные *.

Ч
ас

то
та

Ч
ас

то
та

А

Б

Рис. 1. Паттерны посмертных повреждений ДНК-библиотек, сгенерированные MapDamage2.0. А – в библиоте-
ке, не обработанной UDG (KLD_SG), ложные переходы из C в T показаны красной линией (синей линией – ком-
плементарные G в A) на 5’- (положительные координаты) и 3’-концах (отрицательные координаты) последних 25 
нуклеотидов. Наличие замен С в Т на втором прочтении (правая половина графика) комплементарной цепи обу-
словлено особенностями приготовления одноцепочечной библиотеки. Падение уровня дезаминирования в нукле-
отидах -5, -1 связано с А-тэйлингом и также отражает особенности экспериментального протокола. Б – характер 
повреждений библиотеки (KLD_UDG), частично обработанной UDG, полученной из того же экстракта



92 | ACTA NATURAE | ТОМ 15 № 1 (56) 2023

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ADMIXTURE-анализ
Результаты ADMIXTURE-анализа для К = 7 трех 
приготовленных в данной работе библиотек с ранее 
секвенированным тем же образцом новосвободнен-
ской культуры I6268 [22], к которой и принадлежат 
захоронения могильника Клады станицы Царской, 
выявили дополнительные компоненты в образцах, 
не обработанных UDG (KLD_CAP и KLD_SG), в виде 
«зеленой» и «фиолетовой» составляющей (рис. 2А). 
В силу идентичности костного образца выдвинута 
гипотеза о ложном влиянии посмертных модифика-
ций дДНК на результаты ADMIXTURE при приго-
товлении библиотек без использования UDG. 

Нами предложен биоинформатический подход 
к уменьшению влияния посмертных модификаций, 
который заключается в маскировании всех ОНП, 
относящихся к транзициям (C -> T и комплемен-
тарные G -> A). После удаления всех транзиций 
результаты ADMIXTURE-анализа библиотек, не об-
работанных UDG, соотносятся с результатами ана-
лиза библиотек, обработанных UDG (рис. 2Б).

Обращает на себя внимание тот факт, что на фоне 
исчезновения ложных «зеленого» и «фиолетово-
го» компонентов при переходе к анализу трансвер-
сий изменяется пропорциональный состав предко-
вых популяций: увеличивается «синий» компонент, 
но уменьшаются «красный» и «розовый». Объяснение 
данного наблюдения заключается в существенном 
уменьшении количества ОНП, подаваемых на вход 
в программу ADMIXTURE. Действительно, количе-
ство трансверсий приблизительно в 5 раз меньше, 

чем общее количество ОНП. Детальные численные 
параметры ОНП для трех библиотек KLD_CAP, 
KLD_SG и I6268 приведены на рис. 3. 

Таким образом, использование трансверсий 
в ADMIXTURE-анализе убирает ложноположи-
тельные сигналы в виде предковых популяций, 
возникающих только вследствие постмортальных 
модификаций ДНК, а не реальных исторических по-
пуляционных перипетий. Однако необходимо с осто-
рожностью использовать такого рода генетический 
редукционизм, поскольку падение общего количе-
ства входных данных за счет отсекания транзиций 
может повлиять на достоверность результатов ана-
лиза. Наш эмпирический опыт показывает, что по-
рог достоверности наступает при использовании ме-
нее 30 000 ОНП.

Проанализировав все образцы из панели Allen 
Ancient DNA Resource (AADR) V44.3 (январь 2021), 
мы выявили значительную отрицательную корреля-
цию (-0.5844) между дополнительным компонентом 
ADMIXTURE и наличием обработки UDG в 3284 ев-
ропейских образцах из базы данных Allen Ancient 
DNA Resource (AADR) (рис. 4). Следует также от-
метить, что использование процедуры обогащения 
целевыми районами приводит к экономии ресур-
сов при секвенировании. Действительно, генерация 
58 млн прочтений в библиотеке KLD_UDG приводит 
к выводам о структуре предковых популяций, срав-
нимым с выводами, сделанными с использованием 
библиотеки KLD_SG (около 1500 млн прочтений).

F4-статистика
Для исследования роли пробоподготовки в интер-
претации результатов популяционного анализа 
нами была рассчитана F4-статистика в конфигура-
ции F4(Wang_3, Y;X, Yoruba). Популяция Wang_3 
состоит из трех образцов (I6267, I6266 и I6272) ново-
свободненской культуры, к которой и принадлежит 
также образец I6268. Популяция Х взята из списка, 
предложенного археологами (приведен на рис. 5 
слева от оси ординат), в контексте их исторических 
гипотез. Популяцию Yoruba использовали в каче-
стве outgroup. В качестве популяций Y выступа-
ли четыре набора ОНП, определенных в KLD_SG, 
KLD_CAP, KLD_UDG и I6268. Как сказано выше, 
интуитивный смысл ненулевой достоверной стати-
стики укажет на ту популяцию из списка Х, ко-
торая вносит больший вклад в популяцию Wang_3 
в случае положительной статистики и больший 
вклад в экспериментальный образец Y в случае от-
рицательной статистики. Интерпретация археоло-
гического и исторического смысла разницы между 
популяцией Wang_3 и образцом, использованным 
для приготовления четырех тестовых библиотек, 

Рис. 2. ADMIXTURE-анализ (К = 7) генома, секвениро-
ванного с использованием различных методических 
подходов. А – стандартный анализ примесей, основан-
ный на панели Дэвида Райха SNP 1240K. Можно наблю-
дать дополнительные базовые «зеленые» и «фиолето-
вые» популяции в виде дополнительных составляющих, 
вызванных посмертными изменениями. Б – анализ 
примесей, выполненный только на трансверсиях 
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Рис. 3. Диаграммы Венна для ОНП трех библиотек KLD_CAP, KLD_SG и I6268. Общее количество ОНП для каж-
дой библиотеки приведено под диаграммами. А – трансверсии и транзиции; Б – трансверсии 
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Рис. 4. Распределение относительного содержания 
дополнительных составляющих в ADMIXTURE-анализе 
в образцах из панели Allen Ancient DNA Resource 
V44.3, обработанных UDG (1) – 2376 образцов 
и без обработки (0) – 908 образцов. Prop – пропорция 
дополнительных примесей

выходит за рамки данной статьи. Расчеты при-
ведены лишь для примера, чтобы указать на воз-
можности различной интерпретации достоверной 
ненулевой F4-статистики в зависимости от метода 
пробоподготовки.

На рис. 5А приведены данные F4-статистики 
для всех ОНП. При использовании в качестве Y 
KLD_SG все популяции справа отсортированы 
по убыванию значения статистики. При использова-
нии в качестве Y трех других библиотек порядок 
сортировки существенно меняется. Более того, до-
стоверные статистики с модулем z score больше 3 
изменяются: 12, 9, 8 и 2 для KLD_SG, KLD_CAP, 
KLD_UDG и I6268 популяций соответственно. Всего 
лишь одна популяция из списка Х – Russia_HG_
Tyumen – является достоверной для всех четырех 
библиотек списка Y. Однако при переходе к анализу 
трансверсий порядок сортировки всех четырех би-
блиотек меняется по сравнению с исходной сорти-
ровкой F4 (Wang_3; KLD_SG; X; Yoruba). Количество 
достоверных популяций из списка Х составляет 7, 
9, 4 и 1 для KLD_SG, KLD_CAP, KLD_UDG и I6268 
соответственно. Но при этом нет ни одной популя-
ции Х, которая бы достоверно определялась через 
F4-статистику во всех четырех библиотеках при ис-
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Рис. 5. 
F4-статистика 
в конфигура-
ции F(Wang_3, 
Y;X, Yoruba). 
Синим обозна-
чены достовер-
ные метрики 
при |z| > 3.  
A – F4, рассчи-
танная на всех 
ОНП из панели 
1240K.  
Б – F4 только 
на трансверсиях
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пользовании трансверсий. Как видно из рис. 5Б, 
даже Russia_HG_Tyumen, будучи общей достовер-
ной популяцией Х при анализе всех ОНП, является 
достоверной лишь в трех библиотеках – KLD_SG, 
KLD_CAP, KLD_UDG, но не в I6268. 

Вывод из этой части работы заключается в том, 
что F4-статистика по аналогии с ADMIXTURE 
чрезвычайно чувствительна к количеству подан-
ных на вход ОНП, также критически важно исполь-
зовать в F4-статистике наборы ОНП, полученные 
из единообразно приготовленных геномных библи-
отек. В ином случае есть вероятность неправиль-
ной интерпретации достоверных и положительных 
по модулю значений F4. 

PCA-генетические карты 
Оценено также влияние пробоподготовки на РСА-
проекции на плоскость PC1-PC2. В РСА, исходно по-
строенном для векторов представителей различных 
современных популяций Евразии, использованы 253 

древних образца [34]. С целью упрощения восприя-
тия все древние образцы на рис. 6 были окрашены 
в светло-серый цвет за исключением четырех ис-
следуемых библиотек. Образцы I6268 и KLD_UDG 
имеют минимальную разницу в координатах PC1-
PC2, в то время как KLD_SG несколько отдаляется 
от них в направлении «северо-восток». Чтобы полу-
чить детальное представление о том, как группиру-
ются четыре тестовые библиотеки при анализе всех 
ОНП и только трансверсий, проведен РСА-анализ 
с использованием только 17 образцов историческо-
го контекста новосвободненской культуры (рис. 7). 
Следует пояснить, что новый РСА с 17 образца-
ми предусматривает генерацию новых векторов 
PC1-PC2, отличных от полученных на рис. 6. Видно, 
что ни в случае использования всех ОНП (рис. 7А), 
ни в случае использования только трансверсий 
(рис. 7Б) не удается свести хотя бы две любые би-
блиотеки в одну точку на плоскости PC1-PC2. Надо 
признать, что Fst для группы KLD_SG, KLD_CAP, 
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Рис. 7. Метод 
главных ком-
понент (PCA) 
для KLD_SG, KLD_
CAP, KLD_UDG, 
I6268 (выделены 
цветом) и других 
кавказских образ-
цов (серые), рас-
считанные на всех 
ОНП из панели 
1240К (А) и только 
на трансверсиях 
(Б)

Рис. 6. Метод 
главных ком-
понент (PCA) 
с помощью 
проецирования 
«древних» об-
разцов на вектора 
современных об-
разцов, которые 
использовались 
только для по-
строения PCA 
и не представлены 
на данном рисун-
ке. Сначала рас-
считываются глав-
ные компоненты 
в векторах совре-
менных образцов, 
после чего на них 
проецируются 
вектора «древ-
них» образцов. 
На рисунке пред-
ставлены только 
«древние» образ-
цы в координатах 
PC1 и PC2 (первые 
две главные ком-
поненты) 

PC1

А Б

PC1

PC
2

PC
2

PC
2

PC1
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KLD_UDG и I6268 составляет 11% при использо-
вании всех ОНП и 19% в случае только трансвер-
сий, говоря о повышении конкордантности образцов 
при использовании трансверсий, что нашло отраже-
ние в несколько большей кучности четырех тесто-
вых библиотек на PCA-картах.

ВЫВОДЫ
В работе показано, что современные статистические 
методы, особенно F4-статистика, весьма чувстви-
тельны к используемому методу пробоподготовки 
геномных библиотек дДНК. Оптимальным подходом 
к созданию геномных библиотек мы посчитали от-
бор целевых районов с предварительной обработ-

кой UDG исходной дДНК. Даже при таком подходе 
использование наборов для обогащения целевыми 
районами от различных производителей может 
генерировать ложноположительные результаты 
при статистическом анализе. Для уменьшения вли-
яния методических подходов рекомендуется увели-
чивать экспедиционные выборки костных останков 
представителей одной культуры/популяции, а также 
унифицировать по возможности пробоподготовку 
в рамках одного исследования. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
проекта Минобрнауки России, системный номер 
№ 075-10-2020-116 (номер гранта 13.1902.21.0023).
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