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Ретроэлементы считаются одним из важнейших источников генетической вариабельности генома
современного человека. Известно, что транспозиционная активность ретроэлементов в герминаль-
ных клетках может приводить к появлению новых копий в различных участках генома и в некото-
рых случаях к врожденным генетическим заболеваниям. В соматических клетках активность ретро-
элементов ограничена множеством регуляторных механизмов, хотя ее наличие предполагается в не-
которых типах тканей. Предполагается, что соматические инсерции могут вызывать развитие
опухолей или быть частью нормальных процессов, связанных с обеспечением функциональной
пластичности нейронов. Несмотря на развитие методов высокопроизводительного секвенирова-
ния, надежная идентификация соматических инсерций по-прежнему остается непростой задачей,
в том числе из-за отсутствия адекватных биоинформатических подходов для анализа полученных
последовательностей. В данной работе предлагается биоинформатический алгоритм, позволяющий
идентифицировать соматические инсерции ретроэлементов семейства AluYa5 в массивах данных
высокопроизводительного секвенирования участков генома, фланкирующих такие инсерции. Осо-
бое внимание уделено идентификации различных по природе артефактов, возникающих при под-
готовке библиотек к высокопроизводительному секвенированию, и определению параметров для
их адекватной фильтрации. Высокая специфичность предлагаемого алгоритма показана в экспери-
ментах in silico с использованием искусственного вложенного контроля. Предложенный подход
позволяет удалить не менее 80% артефактов, при этом не менее 75% предположительно соматиче-
ских инсерций сохраняется. Описанные в работе подходы могут быть использованы для исследова-
ния инсерционной вариабельности других групп мобильных элементов.
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ВВЕДЕНИЕ

Последовательности ретроэлементов (РЭ) со-
ставляют более половины человеческого генома
[1]. Для данного типа мобильных элементов харак-
терно размножение с использованием механизма
копирования–вставки с образованием РНК-ин-
термедиата. РЭ человека в основном представлены
тремя классами: 1) LTR (от англ. Long Terminal Re-
peat) элементы, характеризующиеся длинными
концевыми повторами и схожие по структуре c ре-
тровирусами; 2) автономные LINE (от англ. Long
Interspersed Nucleic Elements), обладающие двумя
открытыми рамками считывания, одна из кото-

рых кодирует ревертазу, необходимую для ретро-
транспозиции, и 3) неавтономные SINE (от англ.
Short Interspersed Nucleic Elements), не имеющие
открытых рамок считывания и использующие ре-
тротранспозиционную машину LINE. Каждый
класс РЭ в свою очередь подразделяется на се-
мейства и подсемейства, каждое из которых обла-
дает определенными структурными особенностя-
ми (диагностическими позициями) и появилось в
геноме человека в разное время в процессе эволю-
ции приматов. Подавляющее большинство копий
(инсерций) РЭ в геноме современного человека не-
активно, однако некоторые из них сохраняют спо-
собность к ретротранспозиции. Большинство ак-
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тивных копий принадлежит к семействам AluYa5,
AluYb8 (класс SINE) [2] и L1Hs (класс LINE) [3]. Ак-
тивность РЭ в герминальных клетках приводит к
появлению de novo инсерций в геноме, которые,
как предполагается, происходят с частотой 1 на
200 новорожденных для L1Hs [4] и 1 на 20 ново-
рожденных для Alu [5]. Такие инсерции могут
быть нейтральными или приводить к поврежде-
нию генов и развитию наследственных заболева-
ний [6]. Транспозиционная активность РЭ в клет-
ках взрослого организма может стать причиной
появления соматических инсерций, несмотря на
множество клеточных механизмов, направленных
на ее подавление. Предполагается, что активность
РЭ связана с опухолеобразованием [7–9], однако,
неясно, соматические инсерции становятся при-
чиной развития процесса злокачественной транс-
формации клетки или это одно из его следствий.
Предполагается также, что соматические инсер-
ции возникают в нормальных клетках и участву-
ют в физиологических процессах, например, в
формировании функциональной пластичности
нейронов [10].

До появления методов высокопроизводитель-
ного секвенирования изучение соматических ин-
серций РЭ было существенно ограничено: сами
элементы часто имеют почти идентичные нук-
леотидные последовательности, при этом кон-
центрация соматических копий в исследуемом
образце чрезвычайно мала. В связи с этим были
разработаны различные методы, позволяющие
обогащаться участками ДНК, непосредственно
прилегающими к инсерциям РЭ в геноме [11, 12].
Секвенирование таких последовательностей (при-
легающих участков, или фланков) позволяет точно
определить положение инсерции в геноме, и при
этом отпадает необходимость секвенировать весь
геном. Развитие технологий секвенирования но-
вого поколения открыло новые возможности в
данной области. Многократно возросла чувстви-
тельность методов детекции новых ретропозици-
онных событий, хотя вместе с тем возросла и доля
идентифицируемых артефактов, неизбежно воз-
никающих в ходе получения библиотек для секве-
нирования. Зашумленность данных секвенирова-
ния артефактами, имитирующими фланки сома-
тических инсерций РЭ, не позволяет в полной
мере оценить реальную частоту соматических ин-
серций РЭ в клетках человека [13]. Несмотря на су-
ществование множества как экспериментальных,
так и биоинформатических методов детекции со-
матических инсерций РЭ, до сих пор не существу-
ет ни одного автоматизированного способа выяв-
ления и фильтрации артефактов. Глубокий анализ
массивов данных, полученных с помощью ранее
разработанного метода [14], показал, что такие
артефакты возникают на всех ключевых стадиях
пробоподготовки, включая лигирование адапте-
ров и все этапы амплификации полученных биб-

лиотек. Часть артефактов имеет очевидную хи-
мерную природу и выявляется на стадии картиро-
вания на референсный геном, другая же часть
артефактов внешне по своей структуре ничем не
отличается от фланков соматических инсерций,
составляя значительную долю в массивах потен-
циальных соматических инсерций.

Нами идентифицировано и охарактеризовано
подавляющее большинство явных и скрытых ар-
тефактов, затрудняющих идентификацию истин-
ных соматических инсерций РЭ. На основе выяв-
ленных особенностей артефактов и построенных
в ходе данной работы статистических моделей,
характеризующих истинные инсерции, разрабо-
тан ряд биоинформатических фильтров, гаранти-
рованно отличающих артефакты от соматических
инсерций. Для автоматизации процесса удаления
артефактов разработанные фильтры интегриро-
вали в единый алгоритм, позволяющий последо-
вательно и с максимальной эффективностью уда-
лять артефакты всех существующих на сегодня
типов.

МЕТОДЫ
Описание массивов данных секвенирования.

Для разработки и тестирования алгоритма исполь-
зованы данные, полученные в рамках продолже-
ния исследования частоты инсерций РЭ в различ-
ных областях и тканях мозга человека (SRP155786).
Массив сиквенсов, представляющих собой приле-
гающие геномные участки инсерций Alu ретроэле-
ментов, получен с использованием метода, опи-
санного ранее [14, 15], с некоторыми модификаци-
ями. Для получения библиотек, фланкирующих
места инсерций AluYa5 в геноме, использовано 4
аликвоты по 150 нг геномной ДНК, полученной из
нейрональных и глиальных ядер, выделенных из
постмортальных образцов фронтальной коры и
зубчатой извилины мозга одного индивида. Фрак-
ции нейрональных и глиальных ядер получены с
помощью флуоресцентного сортинга препаратов
ядер, окрашенных DAPI (“Thermo Fisher Scien-
tific”, США) и антителами против внутриядерного
нейронального маркера NeuN (“Abcam”, Велико-
британия) [16]. Каждый образец геномной ДНК
получен из 25000 ядер с помощью ExtractDNA
Blood (“Евроген”, Россия).

Основные этапы пробоподготовки включали
(рис. 1а): 1) фрагментирование геномной ДНК с
помощью эндонуклеазы рестрикции AluI (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США); 2) лигирование су-
прессионных адаптеров, содержащих UMI
(Unique Molecular Identifiers) – уникальные моле-
кулярные идентификаторы, представляющие со-
бой случайные 9-нуклеотидные последователь-
ности [17]; 3) селективная ПЦР-амплификация
геномных участков, фланкирующих инсерции
AluYa5, с использованием специфичного к данно-
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му семейству праймера AY107R; 4) вторая, “вло-
женная” ПЦР, совмещенная с введением адапте-
ров для секвенирования на платформе Illumina;
5) секвенирование полученной библиотеки на
приборе HiSeq с парными прочтениями длиной
по 100 н. В результате секвенирования суммарно

получено 4 массива в формате FASTQ с 12.1, 9, 8.2
и 11.8 млн. парных прочтений (табл. 1).

Read 1 содержит последовательность прайме-
ра, использованного во втором раунде амплифи-
кации (AY19-7 GAGCCACCGCGC), небольшой
фрагмент начала инсерции Alu (ΔAlu 6 н., консен-

Рис. 1. Получение библиотек для секвенирования. а – Схема получения библиотек последовательностей, фланкиру-
ющих инсерции ретроэлементов AluYa5, в геноме человека. AluI – сайты узнавания ретриктазы, AY107, ill-AY19-7,
ill-St19, St19 – олигонуклеотидные праймеры, использованные в ПЦР. UMI – уникальные молекулярные идентифи-
каторы, ΔAlu – 5'-фрагмент (начало) Alu, н. – нуклеотиды. б – Структура нуклеотидной последовательности для ис-
кусственного вложенного контроля. Ad1 и Ad2 – фрагменты супрессионного адаптера.
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AluI AluI AluI AluI AluI
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сус GGCCGG) и 82 н. геномного 5'-фланка инсер-
ции (рис. 1б). Read 2 содержит два фиксированных
фрагмента адаптера: Ad1 (AGGGCGGT) и Ad2
(GCGTGCTGCGG), – разделенных случайной
последовательностью UMI длиной 9 н.

Описание алгоритма анализа данных секвениро-
вания фланков инсерций Alu. Алгоритм реализован
на языке Python в виде последовательности опе-
раций в программной оболочке Jupyter Notebook
с использованием дополнительных консольных
программ (bowtie2, bwa). Исходные коды напи-
санных программ доступны в депозитарии Github
(https://github.com/labcfg/retropipeline).

Разработанный алгоритм включает следующие
стадии (рис. 2):

1. В данных секвенирования находятся и уда-
ляются последовательности праймера и адапте-
ров. Сиквенсы, не содержащие таких последова-
тельностей, удаляются из дальнейшего анализа.
Кроме того, проводится поиск UMI и первых 6 н.

последовательности Alu, не входящих в состав

праймера для амплификации. Найденные после-

довательности сохраняются в отдельном файле.

На этом же этапе удаляются сиквенсы, содержа-

щие сайт рестрикции Alu I (AGCT).

2. Обработанные таким образом данные секве-

нирования картируются на референсный геном

человека (hg38) при помощи программы bowtie2

[18] с параметрами выравнивания для парных

прочтений (Read 1 и Read 2) и геномным расстоя-
нием между ними до 1000 н.

3. Последовательности, картировавшиеся не-
корректно, удаляются, а оставшиеся конвертиру-

ются в таблицу координат предполагаемых ин-

серций. К некорректно картировавшимся после-

довательностям относятся пары сиквенсовых

ридов, картирующиеся дискордантно (на разные

хромосомы или на одну и ту же хромосому на рас-

стоянии больше 1000 н. друг от друга), а также па-

Таблица 1. Описание использованных данных секвенирования и искусственного вложенного контроля

* Массив данных секвенирования фланков Alu из DGPlus – зубчатой извилины гиппокампа, фракция NeuN+; DGMinus –
зубчатой извилины гиппокампа, фракция NeuN–; CorPlus – фронтальная кора, фракция NeuN+; CorMinus – фронтальная
кора, фракция NeuN-.

Название Описание Число ридов

Число реальных 

ридов после 

обработки

Число 

тестовых 

ридов после 

обработки

Число 

предположи-

тельно 

соматических 

AluYa5

Test 1 solo Искусственный 1000 000000 772

Test 2 solo Искусственный 1000 000000 787

Test 3 solo Искусственный 1000 000000 782

Test 4 solo Искусственный 1000 000000 795

Test 5 solo Искусственный 1000 000000 801

DGPlus* + test 1 Реальный + искус-

ственный

12148950 + 1000 559165 770 197

DGMinus* + test 1 Реальный + искус-

ственный

9 014228 + 1000 457559 770 137

CorPlus* + test 1 Реальный + искус-

ственный

8208511 + 1000 401480 (129) 770 129

CorMinus* + test 1 Реальный + искус-

ственный

11775974 + 1000 438219 (280) 770 280

DGPlus*+ test 2 Реальный + искус-

ственный

12148950 + 1000 559164 (197) 787 197

DGMinus* + test 3 Реальный + искус-

ственный

9 014228 + 1000 457560 (137) 779 137

CorPlus* + test 4 Реальный + искус-

ственный

8208511 + 1000 401482 793 129

CorMinus* + test 5 Реальный + искус-

ственный

11775974 + 1000 438218 799 280
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ры ридов, взаимное направление картирования
которых на хромосоме отличается от ожидаемого.

4. Полностью совпадающие координаты груп-
пируются с учетом направления предполагаемой
инсерции. Полученный список координат пред-
полагаемых инсерций формирует список А; при
этом в качестве дополнительной информации для
каждой координаты записываются те последова-
тельности из группы, которые картировались с
наилучшим качеством (имеют наименьшее число
отличий от соответствующей геномной последо-
вательности). Если таких последовательностей
много, то выбирается одна из них случайным об-
разом. В качестве последовательности ΔAlu ис-
пользуется наиболее часто встречаемая последо-
вательность из группы.

5. Координаты фиксированных и полиморф-
ных инсерций Alu, аннотированных в геномной
сборке hg38, пересекаются с окном +/–1 нуклео-
тид с координатами из списка А. Координаты
фиксированных и полиморфных инсерций, кото-
рые пересеклись с координатами из списка А, за-
писываются в отдельный файл для каждой биб-
лиотеки (список Б).

6. Координаты известных инсерций из списка
Б используются для удаления известных инсер-
ций Alu, а также артефактов, возникающих в ре-
зультате смены матрицы в ходе ПЦР. Для каждой
координаты из списка Б берется интервал 15 н. в
сторону предполагаемой инсерции и 0.9 от длины
фланка (до позиции ближайшего рестриктного
сайта в геноме) в противоположную сторону. Ко-
ординаты из списка А, попадающие в такие ин-
тервалы, удаляются.

7. Удаляются координаты предполагаемых ин-
серций, вблизи которых (в интервале 3 н. в сторо-
ну инсерции и до ближайшего геномного сайта

рестрикции, определяемого Read 2) в рефе-
ренсном геноме находится сайт рестрикции.

8. Удаляются координаты предполагаемых ин-
серций, вблизи которых (20 н. в сторону инсерции)
в референсном геноме обнаруживаются последова-
тельности с расстояниями Хэмминга, меньшими
или равными 4, от последовательности праймера
GAGCCACCGCGC, использованного для второй
ПЦР.

9. Удаляются координаты предполагаемых ин-
серций, вблизи которых (окно в 8 н. в сторону ин-
серции) в референсном геноме встречаются после-
довательности с расстояниями Хэмминга, мень-
шими или равными 2, от последовательности ΔAlu
(записанной на этапе 4).

10. Координаты предполагаемых инсерций пе-
ресекаются со списком геномных координат по-
вторяющихся последовательностей. Если фланк
предполагаемой инсерции перекрывается с ка-
ким-либо геномным повтором, то считается зна-
чение К = (1 – D/1000) × overlap (где overlap – дли-
на перекрытия в нуклеотидах, а D – дивергенция
повтора). Удаляются все координаты, для кото-
рых К > 0.8.

11. До этого этапа все библиотеки обрабатыва-
ются параллельно и независимо друг от друга. На
этапе кластеризации все координаты предполага-
емых инсерций из разных библиотек, принадле-
жащих одному человеку, сортируются по коорди-
нате, хромосоме и направлению предполагаемой
инсерции в порядке возрастания. Затем с окном в
100 нуклеотидов предполагаемые инсерции груп-
пируются в кластеры. На этом этапе определяются
предполагаемые соматические инсерции – коор-
дината которых присутствует в одной библиотеке
и отсутствует в других библиотеках того же инди-
вида. Для каждой соматической инсерции произ-
водится подсчет уникальных UMI; при этом UMI,

Рис. 2. Последовательность этапов анализа данных высокопроизводительного секвенирования библиотек геномных
фрагментов, фланкирующих инсерции AluYa5.
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отличающиеся друг от друга на 1 замену, учитыва-
ются как один UMI.

12. Предполагаемые соматические инсерции
подвергаются дополнительной фильтрации от ар-
тефактов смены матрицы. Для этого создаются
последовательности нуклеотидов, состоящие из
праймера AY19-7, ΔAlu и 11 букв фланка из реаль-
ных прочтений. Такие последовательности запи-
сываются в файл формата FASTQ с качеством 40
(кодируется символом I) и картируются на рефе-
ренсный геном человека с использованием BWA
[19]. Удаляются кластеры, для которых такие по-
следовательности картировались на геном без
нуклеотидных замен.

Искусственный вложенный контроль. Создание
искусственного массива включает следующие
стадии:

1. Случайно выбирают координату на хромо-
соме.

2. При помощи бинарного поиска по базе сай-
тов рестрикции, находят ближайший рестрикт-
ный сайт к выбранной координате (в сторону на-
чала или конца хромосомы, в зависимости от на-
правления имитируемой инсерции AluYa5).

3. Если расстояние между ближайшим ре-
стриктным сайтом и выбранной координатой на-
ходится в пределах от 250 до 750 н., что соответ-
ствует распределению длин фрагментов в реаль-
ных библиотеках, такую координату сохраняют. В
противном случае, операцию (1–3) повторяют до
тех пор, пока не будет получено 1000 координат.

4. Из референсного генома выписывают 2 по-
следовательности нуклеотидов: одна, длиной 82 н.,
прилегает к выбранной координате и направлена
в сторону ближайшего геномного рестриктного
сайта (выбранного в шаге 2); другая, длиной 72 н.,
прилегает к ближайшему геномному рестриктно-
му сайту и направлена в обратную сторону отно-
сительно первой последовательности (рис. 1б).

5. К обеим последовательностям добавляют
последовательности праймеров и адаптеров,
идентичные олигонуклеотидам, использованным
при получении реальных библиотек. К началу
первой последовательности добавляют начало
консенсусной последовательности AluYa5 (ΔAlu
CCGGCC), а затем праймер AY19-7. К началу
второй последовательности добавляют первый
фрагмент адаптера (AGGGCGGT), случайную
последовательность UMI длиной 9 н. и второй
фрагмент адаптера (GCGTGCTGCGG).

Из таких парных фрагментов для каждого ис-
кусственного массива создали парные файлы в
формате FASTQ с качеством чтения каждого нук-
леотида 40. Полученные массивы анализировали
с использованием разработанного алгоритма как
отдельно, так и в смеси с реальными данными сек-
венирования (см. табл. 1).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Создание алгоритма анализа данных
и поиска соматических инсерций Alu

Для обработки данных секвенирования флан-
ков инсерций Alu в геноме человека и идентифи-
кации соматических инсерций разработан спе-
циализированный биоинформатический алго-
ритм (детальное описание приведено в разделе
“Методы” и представлено на рис. 2). На первом
этапе полученные последовательности, пред-
ставляющие собой в основном геномные флан-
ки инсерций AluYa5, картируют на геном челове-
ка; удаляют координаты последовательностей,
картирующихся неоднозначно, и координаты,
соответствующие известным (фиксированным и
полиморфным) инсерциям Alu, а также многочис-
ленные артефакты, подробное описание и спосо-
бы фильтрации которых приведены далее. После
этого координаты инсерций в разных анализиру-
емых образцах, полученных от одного и того же
индивида (в данном случае 4 образца нейронов и
глии из коры головного мозга и зубчатой извили-
ны гиппокампа), сравнивают между собой. Если
координата присутствует в одной ткани и отсут-
ствует во всех остальных, такая инсерция счита-
ется соматической. Для подсчета числа клеток,
несущих данную соматическую инсерцию, ис-
пользуют UMI – уникальные молекулярные
идентификаторы.

Фильтрация артефактов

В процессе подготовки библиотек к секвени-
рованию исходную геномную ДНК фрагментиру-
ют с использованием рестриктазы, после чего к
полученным фрагментам лигируют супрессион-
ные адаптеры, которые берут в большом избытке.
Несмотря на избыток адаптеров, в небольшой до-
ле случаев происходит лигирование между фраг-
ментами из разных частей генома, что приводит к
образованию химерных последовательностей. В
большинстве случаев такие химерные последова-
тельности могут быть удалены в ходе картирова-
ния, поскольку картируются дискордантно. Од-
нако, если один из фрагментов ДНК содержит
копию Alu и небольшой прилегающий геномный
участок (0–20 н.), а второй фрагмент принадле-
жит геномной области, не содержащей инсер-
цию, получившаяся химера будет картироваться в
геномную область второго фрагмента (рис. 3а).
Координата такой псевдоинсерции будет оши-
бочно принята за координату соматической ин-
серции при сравнении с другими образцами ДНК
того же индивида.

Для удаления таких химерных последователь-
ностей в полученных сиквенсах проводится по-
иск последовательности рестриктного сайта
AGCT. В некоторых случаях из-за ошибок секве-
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нирования и присутствия сайта рестрикции не-

посредственно в точке предполагаемой инсерции

тетрануклеотид AGCT не может быть определен в

последовательностях полученных прочтений. Для

удаления таких химер проводится поиск сайтов

рестрикции также в референсном геноме челове-

ка на участке от предполагаемой точки инсерции

+ 3 н. в сторону инсерции и до точки рестриктно-

го сайта, определяемой Read 2.

Анализ полученных данных секвенирования

показал, что в библиотеках присутствуют предпо-

ложительно соматические инсерции Alu, в кото-

рых Read 1 картируется на референсный геном не

полностью; при этом небольшая часть Read 1 (как

правило, 10–20 н.), прилегающая непосредствен-

но к Alu в полученном сиквенсе, картируется в

другое место генома, где присутствует фиксиро-

ванная или полиморфная инсерция. В отличие от

Рис. 3. Механизмы образования химерных последовательностей и определение параметров их фильтрации. а – Обра-
зование химерной последовательности на этапе лигирования. R – участок узнавания рестриктазой (AGCT), серым
квадратом обозначен 5'-фрагмент Alu и праймер AY19-7. б – Предполагаемый механизм образования химер во время
ПЦР со сменой матрицы. Серым обозначен 5'-фрагмент Alu. в – Результаты анализа совпадения 5'-прилегающих фрагмен-
тов известных (фиксированных и полиморфных) инсерций AluYa5; н. – нуклеотиды. г – Анализ встречаемости последова-
тельностей, похожих на 5'-начальный фрагмент Alu (GGCCGG), рядом с координатами предположительно соматических
инсерций (черные точки) в сравнении со случайно выбранными геномными координатами (серые окружности).
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вышеописанных химер лигирования, в данном
случае на стыке ΔAlu и фланка не содержится ре-
стриктного сайта или последовательности, на не-
го похожей. Такие химеры могут образоваться в
результате смены матрицы в ходе ПЦР. Вероятно,
праймер, комплементарный последовательности
Alu, отжигается на участок, содержащий фикси-
рованную инсерцию, после чего происходит
элонгация. В результате случайного преждевре-
менного обрыва синтеза целевой цепи ДНК обра-
зуется очень короткий одноцепочечный ПЦР-
продукт, состоящий из фрагмента Alu и 10–30 н.
геномной последовательности. Образовавшийся
фрагмент отжигается на другой участок ДНК,
комплементарный его 3'-концу, и элонгация про-
должается уже в другом месте генома. Большин-
ство таких химер может быть удалено при анализе
результатов картирования, так как последова-
тельность Read 1 картируется на геном не полно-
стью. Однако в случае полного или почти полного
совпадения последовательностей в точке смены
матрицы (рис. 3б) этого не удается сделать. Тако-
го рода артефакты можно было бы идентифици-
ровать по совпадению участка полученной после-
довательности (Read 1), прилегающего к Alu, с
любым из участков, прилегающих к фиксирован-
ным и полиморфным инсерциям Alu в рефе-
ренсном геноме. Следует заметить, что такой
подход имеет определенные ограничения, так как
по мере уменьшения длины совпадающего участ-
ка возрастает вероятность того, что это совпадение
случайно. Для определения минимальной длины
совпадения были проанализированы участки,
прилегающие к 5'-концу всех известных инсер-
ций AluYa5 в геноме (рис. 3в). Выявлено, что при
длине участка менее 11 н. более чем для 5% из-
вестных инсерций Alu последовательность при-
легающего участка совпадает случайно. Такое
значение (≥11 н.) используется в качестве порого-
вого при определении координат, полученных
при картировании химерных сиквенсов. Кроме
того, при определении вероятности смены мат-
рицы следует учитывать не только последователь-
ность, прилегающую к предполагаемой точке ин-
серции Alu, но и геномную последовательность
непосредственно перед этой точкой, которая может
совпадать полностью или частично с последова-
тельностью 5'-начального участка Alu (GGCCGG).
В результате анализа полученных данных показа-
но, что последовательности, отличающиеся от
GGCCGG 1–2 заменами, встречаются рядом с
координатами предположительно соматических
инсерций существенно чаще, чем рядом со слу-
чайно выбранными геномными координатами
(рис. 3г). Проведенный анализ позволяет иденти-
фицировать и исключить из дальнейшего рассмот-
рения артефакты, образовавшиеся в результате
смены матрицы ПЦР. Удаляются координаты
предполагаемых инсерций, в непосредственной

близости от которых (окно 8 н. в сторону инсер-

ции) находятся гексануклеотиды, отличающиеся

от 5'-начального фрагмента Alu 0–2 позициями.

Кроме того, для каждой кандидатной соматиче-

ской инсерции в геноме проводится поиск после-

довательности, состоящей из праймера AY19-7

(12 н.), начала Alu (6 н.) и прилегающего фланка

(11 н.). Координаты, для которых в геноме выяв-

лено полное соответствие с такой последователь-

ностью, исключаются.

В ходе подготовки библиотек для селективной

амплификации используется праймер AY107, от-

жигающийся на участок Alu c тремя диагностиче-

скими позициями, по которым эволюционно мо-

лодое семейство AluYa5 отличается от более ста-

рых представителей AluY. Ранее показана [11, 14]

высокая селективность такого праймера, так как

до 90% сиквенсов составляют целевые последо-

вательности – фланки AluYa5. Остальные 10%

представлены в основном фланками Alu других

семейств, причем каждый небольшим числом

сиквенсов. Такие последовательности могут быть

легко исключены из дальнейшего анализа путем

сравнения полученных координат инсерций с ге-

номными координатами фиксированных Alu

других семейств. Однако при анализе получен-

ных координат инсерций обнаружено, что в не-

большом числе случаев праймер, используемый

на второй стадии амплификации, может отжи-

гаться на геномную последовательность, не со-

держащую Alu. Для удаления таких артефактов

проводят сравнение последовательности прайме-

ра AY19-7 с геномной последовательностью, рас-

положенной рядом с точкой предполагаемой ин-

серции. Для определения порогового значения

фильтрации таких артефактов проанализированы

точки предполагаемых соматических инсерций

из реальных данных (после удаления всех извест-

ных Alu) и такое же число точек, случайно взятых

из генома. Определено минимальное число нук-

леотидных отличий (дистанция Хэмминга) от по-

следовательности праймера на участке генома

длиной 20 н., который прилегает к предполагае-

мой точке инсерции (рис. 4). Как видно из рисун-

ка, реальные координаты предполагаемых инсер-

ций существенно отличаются от случайно взятых

координат: число сиквенсов, отличающихся от

праймера на 4 нуклеотидных замены и меньше в

случайно выбранных геномных участках, суще-

ственно ниже, чем для реальных данных секвени-

рования. Из этого следует, что координаты пред-

положительно соматических инсерций, рядом с

которыми в геноме находится последователь-

ность, отличающаяся от праймера на 4 н. и мень-

ше, могут быть артефактами неправильного

праймирования.
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Создание искусственного вложенного контроля
При фильтрации артефактов пробоподготовки

необходимо соблюдать определенный баланс. С
одной стороны, биоинформатические фильтры
должны эффективно удалять артефакты пробо-
подготовки, имитирующие настоящие соматиче-
ские инсерции, с другой стороны, они не должны
удалять существенную часть реальных соматиче-
ских инсерций. Для нахождения такого баланса
необходимо тестирование пороговых значений
фильтрации с использованием сиквенсов с из-
вестными характеристиками (положение в гено-
ме, присутствие или отсутствие в анализируемом
образце и т.д.). Для проверки работы биоинфор-
матического алгоритма были созданы пять искус-
ственных массивов данных, имитирующих реаль-
ные соматические инсерции Alu. Для этого в гено-
ме человека выбрали 1000 случайных координат.
Каждая такая координата имитировала точку ин-
серции Alu. Далее определяли ближайший геном-
ный сайт узнавания эндонуклеазой рестрикции
AluI, использованной для приготовления реаль-
ных библиотек. Участок от координаты инсерции
до сайта рестрикции, представляющий собой
фланк, использовали для создания искусствен-
ных сиквенсов в формате FASTQ, содержащих
точно такие же элементы, как и реальные данные,
полученные в результате секвенирования биб-
лиотек 5'-фланков Alu.

Тестирование предлагаемого алгоритма
с использованием виртуального

вложенного контроля
Описанный алгоритм обработки данных секве-

нирования, фильтрации артефактов и поиска со-
матических инсерций РЭ протестирован на раз-
личных массивах сиквенсовых данных (табл. 1).
Искусственные массивы анализировали как по от-
дельности, так и в смеси с реальными данными
секвенирования фланков AluYa5 (табл. 1). На рис. 5
показанo усредненное процентное содержание
сиквенсов, удаляемых разработанными фильтра-
ми из искусственных и реальных данных (при
анализе в смеси), на каждом этапе фильтрации
артефактов. Как видно из рисунка, более 80% си-
квенсов искусственного массива остается в дан-
ных после фильтрации артефактов, а причиной
удаления сиквенсов чаще всего было наличие в
них повторов с низкой степенью дивергенции от
консенсуса. В то же время из реальных данных,
при использовании заданных параметров на всех
этапах, суммарно удалено около 75% сиквенсов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Развитие методов массированного секвенирова-
ния вместе с беспрецедентным повышением произ-
водительности и чувствительности методов анализа

вариабельности геномов привело к обострению

проблемы зашумленности данных ложноположи-

тельными сигналами. Особенно это актуально в

случае поиска и анализа редких аллельных вариан-

тов. Однонуклеотидные ошибки, возникающие в

ходе ПЦР [20–22], маскируют точечные мутации.

Наряду с процессом лигирования, смена матри-

цы при ПЦР может приводить к образованию хи-

мерных молекул, имитирующих рекомбинацион-

ные события [23], включая транслокации [24] и

новые аллели HLA [25]. Также описаны механиз-

мы и частоты возникновения химерных структур

при полногеномной амплификации [26] и одно-

нуклеотидных ошибок непосредственно при се-

квенировании [27]. Часть подобных артефактов,

прежде всего точечные замены, с высокой степе-

нью надежности может быть удалена при помощи

коррекции с использованием уникальных моле-

кулярных идентификаторов [28]. Однако универ-

сальных инструментов для селективной детекции

и удаления остальных артефактов (химерных мо-

лекул) на сегодняшний день не существует.

Нами проведен всесторонний анализ всех воз-

можных типов артефактов, имитирующих инсер-

ции РЭ и возникающих в процессе получения

библиотек для массированного секвенирования.

На основе модели случайного распределения

сайтов вновь возникающих инсерций РЭ в гено-

ме человека и учета особенностей фланков суще-

ствующих эволюционно недавних инсерций РЭ,

нами выявлены, идентифицированы и формали-

зованы характерные отличия ложных инсерций

от истинных. Выявленные отличия легли в осно-

ву разработанного в данном исследовании био-

информатического алгоритма удаления артефак-

Рис. 4. Результаты поиска последовательностей, по-
хожих на праймер AY19-7, вблизи координат предпо-
лагаемых соматических инсерций. Черными точками
обозначены последовательности из реальных данных
секвенирования, серыми окружностями – случайно
выбранные геномные координаты.
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тов при идентификации соматических инсерций
РЭ в геноме человека.

Разработанный алгоритм можно считать пер-
вым подобным инструментом, который позволя-
ет в автоматическом режиме удалять подавляю-
щее большинство как “явных”, так и “скрытых”
артефактов при минимальных потерях целевых
соматических инсерций.

Применение разработанного алгоритма в со-
четании с существующими биоинформатически-
ми методами идентификации соматических ин-
серций РЭ в полных геномах позволит суще-
ственно снизить уровень зашумленности данных
ложноположительными результатами и повысить
тем самым чувствительность этих методов, преж-
де всего при исследовании дифференциальной
ретропозиционной активности в разных типах
тканей и клеток, включая опухолевые и нормаль-
ные клетки.

Таким образом, применение предлагаемого ал-
горитма позволит многократно повысить произ-
водительность как биоинформатических, так и
экспериментальных подходов идентификации со-
матических инсерций РЭ.

В данном исследовании внимание было сосре-
доточено на выявлении и фильтрации ложных ин-

серций Alu, однако принципиальная схема разра-
ботанного алгоритма в полной мере может быть ис-
пользована для создания алгоритмов фильтрации
артефактов при идентификации соматических ин-
серций и других семейств РЭ человека, включая L1
и SVA, а также инсерций мобильных элементов,
специфичных для других организмов.

Исследование поддержано грантом РНФ 18-
14-00244.
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A PIPELINE FOR THE ERROR-FREE IDENTIFICATION OF SOMATIC Alu 
INSERTIONS IN HIGH-THROUGHPUT SEQUENCING DATA
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Y. B. Lebedev1, I. Z. Mamedov1, *

1Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: imamedov78@gmail.com

Retroelements are considered as one of important sources of genomic variability in modern humans. It is

known that transposition activity of retroelements in germline cells generates new insertions in various ge-

nomic loci and sometimes results in genetic diseases. Retroelements activity in somatic cells is restricted by
different cellular mechanisms; however, there is an evidence for it in some tissue types. Somatic insertions can

trigger tumorigenesis or participate in normal functioning such as generation of neurons’ plasticity. In spite

of rapid development of high-throughput sequencing methods a confident detection of somatic insertions is

still quite a challenging task. That, in part, is due to the absence of adequate bioinformatic tools for the anal-
ysis of sequencing data. Here, we propose an advanced computational algorithm for the identification of so-

matic insertions in datasets generated by selective amplification and high-throughput sequencing of genomic

regions f lanking insertions of AluYa5. Particular attention is paid for the identification of various artifacts

arising in course of library preparation and the parameters for their filtration. Algorithm sensitivity is con-
firmed by in silico experiments with artificial datasets. Using the proposed algorithm we remove at least 80%

of artifacts and preserve 75% of potentially somatic insertions. The approaches used in this work can be ap-

plied for the study of other mobile elements insertion variability.

Keywords: retroelements, human genome, somatic insertions, high-throughput sequencing



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


