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Диагностика и лечение пациентов с наследственными заболеваниями требуют создания эффектив-
ных методов исследования индивидуальных геномов. Существующие подходы либо нацелены на
поиск узкого набора геномных вариантов, либо слишком дороги для применения в рутинной прак-
тике. Мы исследовали возможность детекции точечных мутаций и межхромосомных транслокаций
при помощи секвенирования обогащенных 3С-библиотек. Мы показали, что, с точки зрения детек-
ции вариантов в экзонах, обогащенные 3С-библиотеки являются более информативными, чем пол-
ногеномные библиотеки, но уступают полноэкзомным данным. При этом транслокации суще-
ственно изменяют профиль пространственных контактов хроматина, что позволяет эффективно
детектировать такие перестройки при анализе обогащенных 3С-библиотек.
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Геномная диагностика является одной из актив-
но развивающихся областей современной медици-
ны. Геном каждого человека содержит 4–5 млн то-
чечных мутаций, а также 1–2 тысячи крупных
структурных перестроек, затрагивающих в сово-
купности около 20 млн пар оснований [1]. Хотя
большинство вариаций встречается в некодирую-
щих областях, часть из них является клинически
значимой [1] и используется для диагностики и
выбора подходов к лечению наследственных и
онкологических заболеваний [2].

На сегодняшний день диагностическая эффек-
тивность различных генетических тестов лежит в
диапазоне 30–70% [3, 4]. Причина столь невысо-
кой диагностической эффективности связана в
первую очередь с принципиальными ограничени-
ями используемых методов. Например, цитологи-
ческое кариотипирование позволяет детектиро-
вать только крупные, от 1 до 10 млн пар оснований
(Mb), хромосомные перестройки; сравнительная
геномная гибридизация обладает более высокой
разрешающей способностью – десятки тысяч пар
оснований, но не чувствительна к сбалансиро-
ванным перестройкам и не может детектировать
однонуклеотидные замены [5]; секвенирование

генных панелей и метод мультиплексной лигазо-
зависимой амплификации (MLPA) позволяют де-
тектировать точечные мутации, но только для
ограниченного набора генов-кандидатов. Выбор
одного из этих методов, относящихся к генетиче-
ским тестам “первой линии” и рутинно применяе-
мых в практике, требует от врача сформулирован-
ной a priori гипотезы о типе генетической мутации
и ее клинической значимости для пациента. Одна-
ко сформулировать такую гипотезу часто бывает
сложно или даже невозможно, поскольку многие
генетические патологии являются редкими и
плохо описанными, варьируют в проявлениях от
пациента к пациенту и могут быть вызваны, при
сходном фенотипе, различными типами наруше-
ний в многочисленных генах.

В последнее время в клинику активно внедря-
ются методы, позволяющие детектировать хро-
мосомные перестройки и однонуклеотидные за-
мены в масштабе всего генома – полноэкзомное
и полногеномное секвенирование. Преимуще-
ством первого подхода является возможность по-
лучить детальную информацию о белок-кодиру-
ющих участках генома и за счет селективного
обогащения экзомными последовательностями
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сократить стоимость секвенирования. При этом
экзомное секвенирование не позволяет прово-
дить эффективный поиск структурных перестро-
ек, в особенности сбалансированных, если их
границы не проходят внутри экзонов [6]. В отли-
чие от полноэкзомного секвенирования, полно-
геномный анализ позволяет с точностью до нук-
леотида восстанавливать структуру хромосомных
перестроек, как было показано, в частности, на-
шей группой [7]. Полногеномное секвенирова-
ние позволяет также детектировать однонуклео-
тидные замены в кодирующих и некодирующих
областях генома, делая этот метод золотым стан-
дартом геномной диагностики.

Оборотной стороной точности и чувствитель-
ности полногеномного секвенирования является
его дороговизна [8]. Стоимость глубокого полно-
геномного секвенирования, необходимого для
идентификации пациент-специфичных геном-
ных вариантов, и в особенности структурных пе-
рестроек, столь высока [8], что делает этот анализ
недоступным в повседневной врачебной практи-
ке. Поэтому в медицинской генетике сохраняется
запрос на создание новых методов, доступных
для рутинной диагностики, способных одновре-
менно детектировать однонуклеотидные замены
и хромосомные перестройки.

Высокая требовательность к глубине секвени-
рования при полногеномном анализе обусловле-
на тем, что для детекции перестроек информа-
тивными являются только последовательности
вблизи точек хромосомных разрывов, на расстоя-
нии менее 1 тпн – а значит, чтобы найти такие
точки, для всего генома необходимо обеспечить
высокое покрытие прочтениями. Если бы участ-
ки вдали от точек разрыва как-либо изменялись
при перестройке, возможно было бы просеквени-
ровать только часть генома с высоким покрыти-
ем, и на основании полученных данных сделать
вывод о наличии и локализации перестройки.

Оказалось, что такой подход можно приме-
нить при анализе трехмерной архитектуры хрома-
тина в клетках [9]. Известно, что взаимное распо-
ложение участков линейной молекулы ДНК силь-
но влияет на частоту пространственных контактов
между окружающими локусами: зависимость меж-
ду трехмерным расстоянием в пространстве ядра и
“нуклеотидным” расстоянием в геномных коор-
динатах описывается степенной функцией во всех
изученных типах клеток [10–12]. Это означает, что
хромосомная перестройка оказывает эффекты не
только на частоту контактов районов, непосред-
ственно расположенных в точках хромосомных
разрывов, но и изменяет паттерн трехмерных
контактов широкой области вокруг границы пе-
рестройки [9].

Основываясь на этой закономерности, недав-
но был предложен ряд методов детекции хромо-

сомных перестроек на основе анализа изменений
трехмерной организации ядра. Для этого созда-
ются 3С-библиотеки [9–12], которые секвениру-
ют с низким покрытием, что позволяет детекти-
ровать изменения пространственных контактов,
связанные с произошедшей перестройкой [13–
17]. Эти методы оказались наиболее чувствитель-
ны к детекции транслокаций, поскольку частоты
межхромосомных контактов существенно ниже,
чем внутрихромосомных [9–12], и, следователь-
но, в перестроенном геноме наблюдается резкое
увеличение числа пространственных контактов
между транслоцированными участками. Неглу-
бокое секвенирование с низким покрытием каж-
дого участка генома компенсируется тем, что ин-
формативной является протяженная область в
несколько Mb, трехмерные контакты которой из-
меняются вследствие перестройки. При этом се-
квенирование с низким покрытием позволяет
сделать методы детекции хромосомных перестро-
ек, основанные на технологии 3С, относительно
дешевыми (сравнимыми с ценой экзомного се-
квенирования). В то же время такой подход, в от-
личие от полноэкзомного или полногеномного
секвенироваия, не дает возможности уверенно
детектировать точечные мутации, что особенно
актуально для последовательностей экзонов.

В данной работе мы предложили совместить
гибридизационные методы целевого обогаще-
ния, используемые в протоколах экзомного се-
квенирования, с технологией 3C для одновремен-
ной детекции однонуклеотидных замен в целевых
районах генома и плоногеномной детекции
транслокаций. Используя данные, полученные
на клетках K562 с известными хромосомными пе-
рестройками, мы показали, что секвенирование с
глубиной ~100 млн парных прочтений позволяет
уверенно идентифицировать транслокации. При
этом, согласно сделанной нами оценке, секвени-
рование ~18 млн парных прочтений дает возмож-
ность достичь в среднем более чем 20-кратного
(×20) покрытия экзомных последовательностей.
Таким образом, метод целевого обогащения 3С-
библиотек может быть эффективным инструмен-
том для одновременного поиска однонуклеотид-
ных замен в экзонах и межхромосомных трансло-
каций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для анализа данных 3С с обогащением после-

довательностями промоторов длинных некоди-
рующих РНК из работы [18] были взяты данные в
формате fastq для клеточных линий человека
K562 и H1. С помощью программного обеспече-
ния distiller (https://github.com/mirnylab/distiller-nf)
мы провели выравнивание прочтений на геном
человека версии hg19, отфильтровали ПЦР-ду-
пликаты и отфильтровали неуникально картиро-
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ванные прочтения, которые характеризовались
критерием MAPQ меньше 30.

Для визуализации 3C-матрицы контактов бы-
ли построены с минимальным разрешением 5 тпн
с помощью Juicer Tools (https://github.com/aiden-
lab/juicer/wiki/Pre) и сохранены в .hic формате.
Далее .hic-файлы были визуализированы с помо-
щью Juicebox (https://github.com/aidenlab/Juicebox).

Кариотипы клеток H1 и K562 подробно описа-
ны в статьях [19] и [20]. Стоит отметить, что клетки
H1 имеют нормальный диплоидный кариотип, в
то время как клетки K562 имеют гипотриплоид-
ный кариотип и характеризуются множеством
транслокаций. Координаты перестроек были
конвертированы в геномные координаты hg19 с
помощью инструмента USCS liftover.

Анализ проводился на базе вычислительного
кластера ЦКП ИЦиГ СО РАН (Бюджетный про-
ект № 0324-2019-0041) с использованием стан-
дартных пакетов языка R.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Дизайн эксперимента

Схема эксперимента, позволяющего совме-
стить технологию 3С с экзомным обогащением,
представлена на рис. 1. На первом этапе проводит-
ся приготовление стандартной 3С-библиотеки.
Мы рекомендуем использовать для этого протокол
in situ Hi-C, предложенный группой Liberman-Aid-
en в 2015 г. [11] и использованный нами [21] и дру-
гими группами [22] для анализа трехмерной орга-
низации генома. Технология in situ Hi-C заключа-
ется в фиксации хроматина формальдегидом,
рестрикции ДНК в составе фиксированного хро-
матина и затем лигировании образовавшихся кон-
цов ДНК. Поскольку лигирование происходит в
фиксированных ядрах (или их крупных фрагмен-
тах), диффузия ДНК существенно ограничена, и
лигированными оказываются концы ДНК, кото-
рые были сближены в клетке. Поэтому количе-
ственный анализ продуктов лигирования при по-
мощи секвенирования нового поколения позволя-
ет получить информацию о трехмерной близости
произвольной пары локусов генома.

Рис. 1. Совмещение технологии 3С и экзомного обогащения для детекции транслокаций. Вверху схематично изобра-
жена 3D-конформация нормального (слева) и перестроенного (справа) генома. В качестве примера перестройки при-
ведена реципрокная транслокация между хромосомами 1 (синий цвет) и 2 (красный цвет). Внизу в центре показаны
полная и обогащенная экзомными последовательностями библиотеки, каждая полоска соответствует одной химер-
ной молекуле ДНК, образовавшейся после лигирования. Справа и слева от них изображены тепловые карты про-
странственных контактов, соответствующие обогащенным библиотекам: каждой паре локусов соответствует одна
точка на тепловой карте, а ее цвет отражает количество прочтений, содержащих фрагменты ДНК, картирующиеся на
данную пару локусов. Красные полосы отражают районы обогащения (экзоны). Видно, что хромосомная перестройка
приводит не только к изменению картины в месте соединения фрагментов двух хромосом, но и паттерна контактов,
значительно удаленных от места перестройки.
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В оригинальном протоколе in situ Hi-C прово-
дится секвенирование всей полученной 3С-биб-
лиотеки. Однако мы предлагаем перед секвениро-
ванием провести гибридизацию 3С-библиотеки с
экзомными пробами. Подобные подходы уже
применялись ранее для анализа трехмерной орга-
низации специфических локусов. В частности, в
статье [18] 3С-бибилиотеки из клеток миелоид-
ного лейкоза линии K562 и эмбриональных кле-
ток линии H1 были обогащены последовательно-
стями промоторов длинных некодирующих РНК
за счет гибридизации с биотин-мечеными проба-
ми, комплементарными целевым участкам. В ра-
боте [18], как и в других работах, использующих
обогащение 3С-библиотек специфическими после-
довательностями, авторы не проводили анализ хро-
мосомных перестроек – целью работы было иссле-
дование промотор-энхансерных взаимодействий
для генов длинных некодирующих РНК. Между
тем полученные данные представляют собой за-
мечательную модель для оценки эффективности
методов поиска перестроек на основе секвениро-
вания 3С-библиотек, поскольку клетки K562 не-
сут целый ряд транслокаций, недавно охаракте-
ризованных в статье [23], в то время как клетки
H1 имеют существенно более стабильный карио-
тип без цитологически выявляемых транслока-
ций [24] и поэтому могут служить контролем.

Примечательно, что в работе [18] для рестрик-
ции ДНК в ходе приготовления 3С-библиотек ис-
пользовался фермент ДНКаза I. Обычно для при-
готовления 3С-библиотек используются четы-
рехбуквенные эндонуклеазы рестрикции [10–17].
Однако в этом случае около 50% всего генома бу-
дет расположено на расстоянии менее 400 пар
нуклеотидов от какого-либо сайта рестрикции.
Таким образом, при секвенировании библиотеки
с размером вставки 300–400 пн (характерный раз-
мер вставки для библиотеки Illumina) возможно
исследовать около 50% потенциальных сайтов
однонуклеотидных замен в геноме. При исполь-
зовании ДНКазы I, которая не имеет специфиче-
ского сайта узнавания, можно анализировать
фрагменты генома независимо от их удаленности
от какого-либо сайта рестрикции и, таким обра-
зом, довести теоретическое количество анализи-
руемых однонуклеотидных замен до 100%.

Таким образом, данные, полученные в работе
[18], представляют удобную модель для детекции
транслокаций на основе секвенирования обога-
щенных 3С-библиотек. Мы провели анализ этих
данных, чтобы оценить эффективность поиска
точечных мутаций и транслокаций в обогащен-
ных 3С-библиотеках.

Анализ данных обогащенных 3С-библиотек
клеток K562 и H1

Несмотря на то, что в ходе гибридизации со
специфическими пробами происходит обогаще-
ние целевыми последовательностями, мы также
детектировали значительное количество прочте-
ний, картируемых на нецелевые области в данных,
полученных для библиотек H1 и K562 (рис. 2,а).
Можно привести две причины, объясняющие на-
личие таких прочтений. Во-первых, прочтения,
относящиеся к нецелевым областям, возникают
из-за контактов целевых областей с нецелевыми,
при этом соответствующие этим прочтениям
фрагменты ДНК, вероятно, гибридизовались с
целевой пробой одним концом. Во-вторых, такие
прочтения возникают при неспецифической ги-
бридизации или неполной отмывке негибридизо-
ванных продуктов и в этом случае могут содер-
жать контакты двух нецелевых областей.

Важной характеристикой 3С-данных является
функция p(s), описывающая зависимость вероят-
ности контакта между двумя локусами (p) от рас-
стояния между этими локусами в линейной моле-
куле ДНК (s). Как и ожидалось, мы наблюдали
быстрое падение частоты контактов при умень-
шении геномного расстояния (рис. 2,б). Это поз-
воляет предположить, что хромосомные пере-
стройки будут приводить к резкому изменению
частот контактов, связанному с изменениями ге-
номного расстояния. При этом наличие контак-
тов между нецелевыми областями важно для
идентификации точек хромосомных перестроек,
поскольку при прохождении перестройки вблизи
нецелевого района, даже при небольшом покры-
тии этого района прочтениями, возможно будет
детектировать сильные отклонения в частотах
пространственных контактов.

Детекция межхромосомных транслокаций

При межхромосомных транслокациях область
возле точки разрыва перестроенного региона одной
хромосомы показывает высокие частоты контактов
с областью около точки разрыва другой хромосомы.
Эти частоты контактов по своей величине равны
частотам внутрихромосомных контактов соседних
локусов, которые сильно отличаются от частот меж-
хромосомных контактов (рис. 2,б). Поэтому ано-
мальные превышения частот контактов, возни-
кающие при перестройке, хорошо заметны на
тепловой карте контактов как для обогащенных
3С-библиотек, так и для 3С-библиотек, сделан-
ных по протоколу in situ Hi-C (рис. 3,а, б).

Сложность систематического поиска аномаль-
но высоких межхромосомных контактов заклю-
чается в том, что отклонения частоты контактов
от средней могут быть вызваны не только хромо-
сомной перестройкой, но и особенностями кон-
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кретных геномных районов. Например, наличие
повторов влияет на картируемость прочтений, а
GC-состав – на эффективность амплификации
фрагментов, что в конечном счете сказывается на
числе контактов, детектируемых для данного
района. Многие работы, посвященные анализу
данных 3С и поиску хромосомных перестроек,
предлагают проведение нормализации, учитыва-
ющей локус-специфические факторы, перед по-
иском аномально высоких контактов [16, 17, 23].
Наиболее распространенный способ нормализа-

ции – итеративная коррекция (Iterative Correc-
tion) [25]. Однако этот метод не подходит для нор-
мализации данных секвенирования обогащенных
3С-библиотек, так как предполагает равномерное
покрытие генома прочтениями, что не может вы-
полняться после обогащения библиотеки целе-
выми последовательностями. На данный момент,
насколько известно авторам, никем не предло-
жен способ нормализации подобных данных.

Поскольку факторы отклонения зависят в
первую очередь от особенностей конкретных ге-

Рис. 2. Особенности данных обогащенных 3C-библиотек. а – участок первой хромосомы в клетках H1, представлен-
ный в виде тепловой карты матрицы контактов, визуализирован при помощи программного обеспечения JuiceBox.
Для сравнения показаны внутрихромосомные контакты целевых областей с геномом (выше диагонали) и все детекти-
рованные контакты (ниже диагонали); б – распределение количества контактов произвольных геномных локусов раз-
мером 1 Mb в зависимости от расстояния между ними для клеток человека линии H1. Указано также распределение
межхромосомных контактов 4-й и 13-й хромосомы H1.
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номных локусов (GC-состава, наличия повторов,
эффективности амплификации и т.п.), можно до-
пустить, что эти факторы для каждого локуса оди-
наковы у двух различных 3С-библиотек. В таком
случае частота контактов одной и той же пары ло-
кусов, измеренная в двух 3С-экспериментах, бу-
дет одинаковой. Мы использовали это предполо-
жение при анализе контактов в 3С-экспреимен-
тах для клеток H1 и K562.

Мы разделили весь геном на последовательно
расположенные локусы размером 1 Mb, и для
каждой пары локусов рассчитали частоту про-
странственных контактов, получив, таким обра-
зом, матрицу 3С-контактов для клеток K562 и H1.
Пользуясь предположением о том, что факторы,

влияющие на отклонения в числе контактов, не
являются клеточно-специфичными, мы подели-
ли частоты контактов 3C-матрицы K562 на часто-
ты контактов матрицы H1. Распределение было
умножено на константу, чтобы выборочное сред-
нее для полученных отношений равнялось 1, тем
самым была учтена разница в глубине секвениро-
вания библиотек H1 и K562. Для удобства анализа
был взят логарифм распределения. Таким обра-
зом, было получено распределение логарифмов
отношений частот контактов для межхромосом-
ных взаимодействий (рис. 3,в). Важно, что при
таком анализе, принимая описанные выше допу-
щения, отклонение значений логарифма отноше-
ния от нуля не может быть связано с особенно-
стями конкретных локусов.

Рис. 3. Идентификация перестроек по данным обогащенных 3C-библиотек. а, б – участок межхромосомных контак-
тов хромосом 5 и 6 клеточной линии K562. На этом участке видны последствия транслокации. Данные из [18] (а) и
данные из [10] (б). Синяя точка указывает на координаты контакта, сопоставленного с перестройкой, т.е. отношение
K562/H1 выше заданного порога. в – диаграммы размаха логарифма распределения отношения частот контактов. Рас-
пределения логарифма отношений частот межхромосомных контактов хромосом с известной транслокацией (крас-
ный), хромосом без известных перестроек (зеленый) и их объединение (синий). Красная линия обозначает порог, по-
сле которого предполагается, что контакты принадлежат перестройкам. г – зависимость количества контактов в рай-
онах перестроек (т.е. не дальше 1 Mb от известных перестроек) и контактов не в районах перестроек от порога.
Рассматривались межхромосомные контакты между хромосомами 3 и 10, 5 и 6, 12 и 21 и соответствующие им пере-
стройки (t(5;6)(5pter → 5p?11::?), t(3;10)(10pter → 10q23::3p21 → 3pter), t(12;21)(21qte → rq11::12p11 → 12qter)). Порог
увеличивается справа налево на одно стандартное отклонение общего распределения (синего, график в), начиная с
пяти стандартных отклонений. Красная вертикальная линия показывает предполагаемый порог (восемь стандартных
отклонений), позволяющий отличать отношения контактов, указывающих на перестройки.
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Поскольку для клеток К562 описан криотип,
среди всех межхромосомных контактов, наблюда-
емых в этих клетках, можно выделить те, в которых
участвуют хромосомы с известными транслокаця-
ми. Так как вероятность контакта соседних локу-
сов на одной хромосоме существенно больше ве-
роятности контакта между хромосомами, то кон-
такт локусов рядом с границей транслокации
будет иметь гораздо более высокую частоту, чем
контакт между той же парой локусов в клетках без
транслокации. Это утверждение эквивалентно то-
му, что отношение частот контактов двух типов
клеток будет отличаться от единицы, а логарифм –
отличаться от нуля. Следует отметить, что клетки
линии H1 не имеют описанных транслокаций, в то
время как в клетках K562 описано 18 межхромо-
сомных транслокаций [23]. Поэтому можно ожи-
дать, что отношение значительного количества
частот межхромосомных контактов K562 к H1 бу-
дет больше единицы. Это соответствует положи-
тельному значению логарифма, что и наблюда-
лось в полученных распределениях – медианное
значение логарифма отношения частот контак-
тов для хромосом, участвующих в транслокациях
в клетках К562, оказалось выше, чем медианное
значение логарифма для хромосом без перестро-
ек (p-value 2.2 × 10–16). При этом медианное зна-
чение логарифма отношения частот контактов
для хромосом без перестроек было равно нулю,
т.е. в отсутствие перестроек средняя частота меж-
хромосомных контактов в клетках H1 и K562 бы-
ла одинаковой.

Различия в распределении частот межхромо-
сомных контактов неперестроенных хромосом и
хромосом с транслокациями в клетках К562 поз-
воляют предположить, что существует способ
систематически идентифицировать границы
транслокаций. Очевидно, что такой подход дол-
жен заключаться в поиске контактов, частота
которых существенно отличается от среднего
значения частот межхромосомных взаимодей-
ствий, характерных для большого количества не-
перестроенных областей. При этом определен-
ную сложность представляет выбор конкретного
порогового значения отличия частоты контакта
от средней, при превышении которого можно
считать, что наблюдаемый контакт описывает
границы транслокации. Сложность в выборе по-
рога заключается в том, что частоты контактов
локусов ДНК зависят не только от их линейного
расстояния в геноме, но и от других биологиче-
ских причин (например, фазовой сепарации эу- и
гетерохроматина), а также технических факторов,
часть из которых уже была перечислена выше
(GC-состав локуса, локус-специфичная эффек-
тивность ферментативных реакций и т.п.). Часть
из этих факторов была учтена нами в ходе норма-
лизации – при переходе от абсолютных значений
частот контактов в данном типе клеток к отноше-

нию частот контактов, наблюдаемых для двух ти-
пов клеток. Однако часть факторов – например,
являющихся специфичными для определенного
типа клеток или представляющих собой невос-
производимые технические погрешности кон-
кретного эксперимента (“шум”), – продолжают
влиять на частоты контактов, что приводит к от-
клонениям отношения частоты межхромосом-
ных контактов в двух типах клеток (K562 и H1) от
единицы для большинства пар локусов, даже если
они не находятся вблизи границ транслокаций.
Таким образом, задача выбора такого порога от-
клонения отношения частоты контактов от еди-
ницы, при котором будут идентифицированы
только контакты границ транслокаций, является
нетривиальной.

Для решения этой задачи мы предприняли
следующий эксперимент. Мы разделили все меж-
хромосомные контакты генома человека на три
группы. В первую группу (назовем ее “участки, до-
стоверно содержащие границы транслокаций”)
попали контакты локусов, расположенных не да-
лее чем 1 Mb от границ транслокаций в клетках
К562, при условии, что геномные координаты
границ транслокаций были определены ранее в
статье [23] с точностью не менее 1 Mb. Следует от-
метить, что в клетках К562 всего три такие транс-
локации (t(5;6)(5pter → 5p?11::?), t(3;10)(10pter →
→ 10q23::3p21 → 3pter), t(12;21)(21qte →
→ rq11::12p11 → 12qter)), представленные десятью
контактами.

Во вторую группу (назовем ее “неопределен-
ные участки”) попали контакты локусов, распо-
ложенных на расстоянии 1–5 Mb от границ из-
вестных транслокаций в клетках К562, для кото-
рых ранее была точно (точность не менее 1 Mb)
определена граница, а также все межхромосом-
ные контакты локусов, лежащих на хромосомах,
для которых было показано наличие транслока-
ций, но границы транслокаций не были точно
определены.

Наконец, в третью группу (назовем ее “участ-
ки, достоверно не содержащие транслокаций”)
попали все остальные межхромосомные контак-
ты. Геномные расстояния 1 и 5 Mb, использован-
ные в данном анализе, продиктованы следующи-
ми соображениями. Во-первых, размер локусов,
на которые был разбит геном для подсчета частот
3D-контактов, составлял 1 Mb, поэтому точность
детекции границ транслокаций не могла быть вы-
ше этого значения. Во-вторых, согласно данным,
представленным на рис. 2,б, частоты простран-
ственных контактов быстро падают при увеличе-
нии геномного расстояния вплоть до 5 Mb, а кон-
такты на большем геномном расстоянии крайне
редки и, следовательно, малоинформативны для
поиска перестроек. Нужно отметить, что измене-
ние константы 5 Mb в большую или меньшую
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сторону не влияло на результаты анализа (данные
не приведены).

Разбив все контакты на три вышеперечислен-
ные категории, мы последовательно перебирали
различные значения порога отличий частот кон-
тактов от среднего по геному, чтобы найти величи-
ну порога, при которой наиболее точно отделяют-
ся контакты границ транслокаций (принадлежат
первой категории) от контактов участков, досто-
верно не содержащих границы транслокаций
(третья категория). Для каждого значения порога
мы считали, что все межхромосомные контакты, у
которых отношение частот в клетках K562 (несу-
щих транслокации) и H1 (не имеющих перестро-
ек) выше значения порога, относятся к первой ка-
тегории, а те контакты, для которых отношение
ниже порога, – к третьей. Если часть контактов
оказывалась отнесенной при таком вычислении к
первой категории ошибочно, мы увеличивали
значение порога на величину, равную одному
стандартному отклонению выборки всех отноше-
ний частот межхромосомных контактов.

Результаты, представленные на рис. 3,г, пока-
зывают, что для порога, равного восьми стандарт-
ным отклонениям выборки всех отношений ча-
стот межхромосомных контактов, все контакты,
не относящиеся к первой категории, оказывают-
ся ниже порога. При этом выше порога оказыва-
ются шесть из десяти контактов, относящихся к
первой категории. Важно, что все три транслока-
ции клеток К562, участвовавшие в анализе, оказы-
ваются представленными среди шести контактов,
характеризующихся значениями выше порога. Та-
ким образом, оказалось возможным выбрать по-
роговое значение отклонения частоты межхромо-
сомных контактов от средней по геному, при ко-
тором выделяются исключительно контакты
вблизи границ транслокаций.

ОБСУЖДЕНИЕ
Мы показали, что 3С-данные, обогащенные

целевыми последовательностями, могут быть ис-
пользованы для поиска различных геномных ва-
риантов. Секвенирование с относительно не-
большой глубиной (~18 млн парных прочтений)
позволяет добиться минимального среднего по-
крытия (×20), необходимого для поиска точеч-
ных мутаций [26]. Безусловно, предпочтитель-
ным является более глубокое секвенирование
(~100–150 млн парных прочтений), позволяющее
достичь рекомендуемого для полноэкзомных и
полногеномных технологий покрытия (более
×30–×50, [26]). Таким образом, с точки зрения по-
иска вариантов в экзонах представленный метод
оказывается более дорогим, чем полноэкозомное
секвенирование (при экзомном секвенировании
среднее покрытие составляет ×50–×100 при глу-
бине ~70 млн прочтений [27]), но более дешевым,

чем полногеномное секвенирование (покрытие
×30 при секвенировании ~350 млн парных про-
чтений, [7]).

При этом полученные данные позволяют де-
тектировать хромосомные транслокации. В этой
работе мы сосредоточились на поиске трех гете-
розиготных транслокаций в клетках К562, для ко-
торых была описана точная (с погрешностью
<1Mb) граница. Все три были успешно найдены
на разрешении 1 Mb. В будущем необходимо оце-
нить, какое минимальное разрешение доступно
для анализа подобных данных и, соответственно, с
какой точностью могут быть с его помощью уста-
новлены границы транслокаций и какой мини-
мальный размер участка, который можно зафик-
сировать данным методом. Еще одним важным во-
просом является то, могут ли быть обнаружены с
помощью подобных методов внутрихромосом-
ные перестройки – инверсии, делеции и дупли-
кации.

Наконец, нужно отметить, что у 3С-опосредо-
ванных методов есть широкий потенциал к даль-
нейшему развитию в качестве инструмента ге-
номной диагностики. Во-первых, возможно ис-
пользовать производные 3С-методов, например
4С [28], для поиска точечных мутаций и структур-
ных перестроек в небольшой панели целевых генов.
Во-вторых, помимо косвенных данных о пере-
стройках, результаты секвенирования обогащен-
ных 3С-библиотек несут прямую информацию о
трехмерной организации генома. Эта информа-
ция представляет безусловный интерес для вра-
чей-генетиков в контексте нарушений промотор-
энхансерных взаимодействий, которые, как было
убедительно показано в последние годы, могут яв-
ляться причиной развития тяжелых патологий [9].

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ,
грант № 18-29-13021.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Simultaneous Detection of Point Mutations
and Translocations in K562 Cells Using Capture-Hi-C Data

E. A. Mozheikoa and V. S. Fishmana, b, *
aResearch Center Institute of Cytology and Genetic, Siberian Branch

of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630099 Russia
bNational Research Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630099 Russia

*e-mail: minja-f@ya.ru

Efficient detection of individual genomic variants is essential for diagnosis and treatment of genetic diseases.
Except whole genome sequencing (WGS), there are no available methods for simultaneous detection of
structural variants and point mutation, whereas WGS is too expensive for routine use in clinics. Here we used
publically available K562 and H1 datasets to benchmark capture-Hi-C technology as a tool for simultaneous
detection of point mutations and chromosomal translocations. We have shown that capture-Hi-C data is
more informative for identification of point mutations in targeted regions than WGS, although it appeared to
be less informative than whole exome sequencing. In addition to point mutations, capture-Hi-C allows to de-
tect translocations, even when translocation breakpoints are located outside of the target regions. We con-
clude that capture-Hi-C can be adopted for efficient simultaneous detection of point mutations and struc-
tural variations.

Keywords: genome sequencing, exome, 3C, 3-dimenstional genome organization.
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