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 ВВЕДЕНИЕ

С момента первого деления зиготы, в клетках
начинают накапливаться мутации, приводящие к
соматическому мозаицизму организма – присут�
ствию в его тканях генетически разнородных по�
пуляций клеток. Причинами таких мутаций могут
быть повреждения ДНК свободными радикалами,
включение неправильных нуклеотидов в расту�
щую цепь ДНК�полимеразой в ходе репликации,
проскальзывание полимеразы на матричной ДНК,
ошибки репарации, рекомбинация и другие типы
мутационных событий. Основными изменениями в
ДНК, из�за которых возникает явление соматиче�
ского мозаицизма, являются однонуклеотидные за�
мены, различные типы делеций, инсерций и дупли�
каций, транслокации, анеуплоидия, а также инсер�
ции ретроэлементов. 

В первую очередь внимание ученых привлекли
случаи соматического мозаицизма, ассоцииро�
ванные с генетическими заболеваниями. Напри�

 Сокращения: NGS – секвенирование нового поколения
(англ. next generation sequencing).
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мер, делеции в районе экзона 2 гена дистрофина,
приводящие к мышечной дистрофии Дюшена,
обычно детектируются именно у пациентов с мо�
заичным геномом [1], а делеции в гене NF1 в со�
матических клетках являются распространенной
причиной нейрофиброматоза I типа [2]. С другой
стороны, нестабильность генома и возникнове�
ние большого числа различающихся генетически
популяций клеток может быть следствием забо�
левания, особенно масштабные геномные пере�
стройки происходят при развитии некоторых ти�
пов онкологических заболеваний [3]. 

В то же время соматический мозаицизм явля�
ется неотъемлемым свойством тканей здорового
организма и далеко не всегда ассоциирован с па�
тологическими состояниями. Наиболее хорошо
изучен мозаицизм, возникающий в ходе раннего
эмбриогенеза. Исследования эмбрионов челове�
ка, находящихся в преимплантационном периоде
развития, показали, что до 90% эмбрионов на ста�
дии бластоцисты генетически гетерогенны [4].
Различия в числе копий некоторых участков ге�
нома наблюдается у монозиготных близнецов,
что является следствием перестроек структуры
ДНК на ранних эмбриональных стадиях [5]. 
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ских ретротранспозиционных событий. В данной работе описывается новый подход к поиску сома�
тических инсерций ретроэлементов в геноме человека. C использованием разработанной стратегии
проведен сравнительный анализ уровней соматического мозаицизма в двух тканях одного индиви�
да. Всего было детектировано 3410 соматических инсерций ретроэлементов, принадлежащих к под�
группе AluYa5.
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Одним из существенных факторов, обеспечи�
вающих генетическую изменчивость, является ак�
тивность ретротранспозонов. Ретротранспозоны –
класс мобильных элементов, число копий которых
увеличивается за счет механизма копирования–
вставки, осуществляемого через РНК�интермеди�
ат, с участием обратной транскриптазы [6]. Они
составляют около половины генома млекопитаю�
щих, в частности, на долю ретроэлементов прихо�
дится около 42% генома человека [7]. На протяже�
нии эволюционной истории были активны раз�
личные группы ретротранспозонов, в настоящий
момент в человеческом геноме сохранили актив�
ность мобильные элементы, принадлежащие к не�
которым подсемействам L1, Alu�повторов, а также
SVA�ретроэлементы. Tранспозиционно актив�
ные мобильные элементы относятся к молодым с
эволюционной точки зрения группам: 60–80 ак�
тивных ретротранспозонов относятся к подсе�
мейству L1HS семейства L1 [8], большинство
транспозиционно активных ретроэлементов се�
мейства Alu, специфического для приматов, отно�
сится к подсемействам AluYa5 и AluYb8 [9]. Такие
ретротранспозоны являются источником поли�
морфных инсерций, а также de novo интеграций,
возникающих в половых клетках [10, 11]. Высокая
активность ретроэлементов, приводящая к генети�
ческому мозаицизму, может быть причиной функ�
циональных различий между клетками. Инсерции
мобильных элементов могут приводить как к на�
рушению функций кодирующих участков ДНК,
так и к изменению функциональной активности
регуляторных последовательностей [12], к появ�
лению новых сайтов связывания транскрипцион�
ных факторов [13], сплайс�сайтов [14] и сигналов
полиаденилирования [15]. Одним из следствий
встраивания ретроэлементов в гены и их регуля�
торные области являются различные генетиче�
ские заболевания, а также рак [16].

В последнее время получили развитие иссле�
дования, результаты которых свидетельствуют о
возникновении в эмбриогенезе соматических ин�
серций ретроэлементов [17]. Экспериментальные
доказательства возможности ретротранспозици�
онной активности в эмбриональных тканях были
получены на крысиных и мышиных моделях с ис�
пользованием экспрессионного конструкта, не�
сущего кассету – индикатор ретротранспозиции
[18]. Менее подробно изучен соматический моза�
ицизм, возникающий в здоровых тканях взросло�
го организма. Однако уже опубликован ряд дока�
зательств повышенной активности мобильных
элементов в нейрональных тканях, полученных
в экспериментах по трансфекции предшествен�
ников нервных клеток крысы и человека экспрес�
сионным конструктом, содержащим функцио�
нальную копию L1, который несет в 3'�UTR кас�
сету – индикатор ретротранспозиции [19, 20].
Также ретротранспозиции детектировались в

нейронах трансгенных мышей, в геном которых
встроен функционально активный человеческий
L1 ретротранспозон, несущий репортерный ген
EGFP [19].

Для оценки вклада ретротранспозиционной
активности в пластичность генома соматических
клеток и ее влияния на экспрессию генов в этих
клетках необходимо полногеномное картирова�
ние соматических инсерций ретроэлементов. Ра�
нее были разработаны и успешно применялись
методы идентификации новых полиморфных ин�
теграций ретроэлементов [9, 21, 22], однако для
поиска соматических инсерций, присутствующих
в небольшом числе клеток, использование этих
методов невозможно, поскольку концентрация
таких инсерций в образце ДНК крайне мала. В
связи с этим приобретает актуальность задача
разработки чувствительного метода, который
позволяет детектировать инсерции ретроэлемен�
тов, количество копий которых в образце ДНК
невелико, по сравнению с количеством копий ре�
троэлементов, представленных во всех клетках
организма.

В данной работе мы предлагаем один из вари�
антов решения такой задачи. Нами создан новый
экспериментальный подход к идентификации со�
матических инсерций и оценке уровня транспо�
зиционной активности мобильных элементов в
различных тканях организма. Этот подход был
применен для поиска соматических инсерций ре�
тротранспозонов, относящихся к семейству Alu.
Было показано, что в соматических тканях чело�
века возникает большое количество таких ретро�
транспозиций. Результаты применения разрабо�
танного подхода свидетельствуют о его высокой
эффективности и специфичности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Предлагаемый нами подход заключается в со�
четании трех следующих друг за другом этапов:
получение полногеномных библиотек фрагмен�
тов ДНК, фланкирующих инсерции Alu�элемен�
тов; проведение крупномасштабного секвениро�
вания созданных библиотек с использованием
NGS�платформ (Illumina); применение специа�
лизированного алгоритма обработки результатов
секвенирования для идентификации соматиче�
ских инсерций Alu�элементов. Такой подход поз�
воляет выявить отличия в профилях интеграций
ретроэлементов между ДНК различных тканей
одного организма.

Создание библиотек фрагментов ДНК, 
фланкирующих Alu<ретроэлементы

Первым этапом разработанного подхода, на�
правленного на идентификацию соматических
инсерций ретроэлементов, была подготовка пол�
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ногеномных библиотек фрагментов ДНК, непо�
средственно прилегающих к участкам интегра�
ции всех копий изучаемых ретроэлементов. При�
готовление таких библиотек позволило резко
повысить концентрацию молекул ДНК, несущих
информацию о координатах инсерций Alu в гено�
ме каждой из клеток анализируемого образца и,
следовательно, существенно увеличить информа�
тивность результатов последующего секвениро�
вания. Процесс подготовки библиотеки включал
стадии фрагментации геномной ДНК эндонукле�
азами рестрикции, лигирования супрессионных
адаптеров к полученным фрагментам и две ста�
дии супрессионной ПЦР с праймерами, компле�
ментарными последовательности Alu�ретроэле�
ментов и последовательности лигированного
олигонуклеотидного адаптера (см. рис. 1а).

Поскольку длина молекул ДНК для секвени�
рования по технологии Illumina должна состав�

лять 100–600 п.о., фрагментацию ДНК на первой
стадии проводили частощепящими рестриктаза�
ми, сайты узнавания которых имеют длину 4 п.о.
Кроме того, для повышения репрезентативности
полученных библиотек использовали две ре�
стриктазы – AluI и RsaI.

К полученным рестрикционным фрагментам
лигировали олигонуклеотидный адаптер
Na21st19/st20 (табл. 1), несущий участок, которо�
му соответствует используемый во втором раунде
ПЦР праймер st19 (табл. 1). ПЦР проводили с ис�
пользованием технологий внешнего праймирова�
ния [23] и ПЦР�супрессии [24] (см. рис. 1а). Для
получения репрезентативной библиотеки в ходе
амплификации использовали высокопроцессив�
ную полимеразу, способную с одинаковой эффек�
тивностью синтезировать молекулы ДНК разной
длины. Первую ПЦР на полученных фрагментах
проводили с использованием следующей комби�

(а) (в)Alu

расщепление
рестриктазами

Na21st19/st20

лигирование адаптеров

Na15Na21
Na15

AY107

первая ПЦР

st19 AY24

вторая ПЦР

набор
последовательностей

отбор
последовательностей с

Alu, удаление
низкокачественных

нуклеотидов

картирование Bowtie2,
экстракция однозначно

картированных
последовательностей

объединение координат
последовательностей

в пики, удаление химер

отбор координат
неохарактеризованных
инсерций, лежащих вне

L1�повторов

экстракция координат
соматических инсерций

21 120 261

13 523 057

10 820 581

131 705

4163

3410

(б) NGS

Рис. 1. Стратегия идентификации соматических инсерций ретроэлементов. (а) – Схема приготовления библиотеки
последовательностей, фланкирующих Alu�ретроэлементы. Нуклеотидные последовательности Alu�ретроэлемента
или его фрагмента показаны белой фигурной стрелкой с надписью “Alu” или фрагментами фигурной стрелки; флан�
кирующие последовательности геномной ДНК показаны светло�серыми прямоугольниками, а последовательности,
соответствующие супрессионным адаптерам – темно�серыми и черными прямоугольниками. Вертикальными стрел�
ками в верхней части блока отмечены сайты узнавания рестриктаз. Используемые праймеры показаны горизонталь�
ными или ломаными стрелками с названием праймера; (б) – NGS секвенирование; (в) – протокол обработки данных
для выявления координат потенциально соматических инсерций. В прямоугольных рамках показаны стадии протоко�
ла, в овальных рамках – суммарное для всех библиотек число секвенированных последовательностей или координат,
полученных на каждой стадии.



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 39  № 4  2013

СТРАТЕГИЯ ПОИСКА СОМАТИЧЕСКИХ ИНСЕРЦИЙ РЕТРОЭЛЕМЕНТОВ 469

Таблица 1.  Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Нуклеотидная последовательность, 5'–3'

AluY�специфические праймеры

AY107 TCACCGTTTTAGCCGGGA

AY98 TAGCCGGGATGGTCTCGAT

AY24 AGGCGTGAGCCACCGCGC

Cупрессионные праймеры и адаптеры

Na21st19 TGTAGCGTGAAGACGACAGAAAGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGT

st20 ACCGCCCTCC

Na15Na21 AGCAGCGAACTCAGTACAACATGTAGCGTGAAGACGACAGAA

Na15 AGCAGCGAACTCAGTACAACA

st19 AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGT

Локус�специфические праймеры

Ins1 Rev–out TACCATTTCTACCTTATCATTTCTG

Ins1 Rev GAGGAAAATTCTTCAGTTCTCAAA

Ins2 Rev–out GATCTTTCTAATACTTCCTTTGTGG

Ins2 Rev ACATGAAACTGTTGGAGGCTTG

Ins3 Rev–out AGCAACTTATGTATGTATGTAGCAG

Ins3 Rev TAGATGCTTTTCTTTCAAATTTTTA

Ins4 Rev–out ATGGACATGTGGCCTTTGAG

Ins4 Rev GCAGCCACACAAGCAAATACT

Ins5 Rev–out TTCCTTTCCTGTGTCATCTGTC

Ins5 Rev GTTTAAGCATCTCCATCAGCAC

Ins6 Rev–out AATTTGTTCTGCCATTGCTTT

Ins6 Rev CAAACAAATACACAAAACTCACTAAT

Ins7 Rev–out GAAAATGGATGTTCTAAAAGCAC

Ins7 Rev CAGATGAACAGCCAACATAGGT

Ins8 Rev–out GCTTGGTGTGATACAAATCCTG

Ins8 Rev GAATCAAGGTCCCAAGCCAG

Ins9 Rev–out GTTCACACAGCACCAGGCAC

Ins9 Rev CTGTGGTGAGCAGGTGCC

Ins10 Rev–out CCTGTCTGTCTTCCTTGAGCC

Ins10 Rev GTATTGAGTTACCGTGCCTCTGA

Ins11 Rev–out TACAGGAGTTGTAAGGGAATAACA

Ins11 Rev AGATAATAGAATTAGGGAGAGACTGC

Ins12 Rev–out CATGCTTGGCTCCAGTGCT

Ins12 Rev CAGTGGAGGAACATTGGTGTCT

Ins13 Rev–out GGCACCTTCCACTGTACTCTG

Ins13 Rev CTCCACAAAGCGACATCTTGA

Ins14 Rev–out CAACAGACTGTGACTTGAACTGC

Ins14 Rev CCTGAGAATCAGCCAAGCCT

Ins15 Rev–out TTGGAAGGTGGATGAGGAGG

Ins15 Rev GGGATAGATGGAAAGCAGGAA

Ins16 Rev–out CCTCATTCTAGATCAGTGGAGCC

Ins16 Rev GCAGGAGATTCAGAATGGAAAC
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нации олигонуклеотидов (см. табл. 1): 1) праймер
AY107, комплементарный нуклеотидной после�
довательности ретроэлементов подсемейства
AluYa5; 2) 40�звенный праймер Na15Na21, 3'�кон�
цевая часть которого соответствует 5'�концу ли�
гированного на предыдущей стадии адаптера
Na21st19; 3) 20�звенный праймер Na15, который
соответствует 5'�концевой части праймера
Na15Na21. Длинные адаптерные последователь�
ности на концах одноцепочечной молекулы
ДНК, образующейся на стадии денатурации ПЦР,
формируют дуплекс, за счет чего происходит ин�
гибирование ПЦР (ПЦР�супрессия). Реакция
амплификации проходит с высокой эффективно�
стью только на молекулах матрицы, в которых со�
держится сайт отжига специфического праймера.
В данной работе использовали специфический
праймер AY107, последовательность которого
комплементарна диагностическому участку кон�
сенсусной последовательности ретроэлементов
транспозиционно активного семейства AluYa5.
Такой праймер позволяет распознавать ретро�
транспозоны данной группы среди других Alu�ре�
троэлементов в ходе амплификации. 

Вторая ПЦР с продуктами первой реакции в
качестве матрицы необходима для повышения
селективности амплификации, праймеры для
этой ПЦР заглублены относительно праймеров,
используемых в первой реакции. Специфический
праймер AY24 комплементарен 5'�концевой по�
следовательности Alu�ретроэлемента, а праймер
st19 соответствует 3'�концу адаптера Na21st19.

Продуктом двух раундов селективной ампли�
фикации является библиотека последовательно�
стей ДНК, содержащих 5'�концевой фрагмент Alu�
ретроэлемента и прилегающую к его 5'�концу ге�
номную последовательность, ограниченную бли�
жайшим сайтом расщепления рестриктаз AluI или
RsaI, примененных для фрагментации ДНК. В
данном случае использование 5'�концевого фраг�
мента предпочтительно, поскольку фланкирую�
щая последовательность, прилегающая к 3'�концу
Alu�ретроэлемента, может содержать длинный
poly(A)�хвост, структура которого не информатив�
на для последующего картирования сайта интегра�
ции.

Секвенирование библиотек фрагментов ДНК, 
фланкирующих Alu<ретроэлементы

Для секвенирования библиотек использовали
технологию секвенирования нового поколения
(NGS) Illumina (рис. 1б). Преимущество этой тех�
нологии перед секвенированием по Сенгеру и
большинством других методов NGS заключается
в большом числе нуклеотидных последователь�
ностей, которые могут быть прочитаны за один
запуск прибора. Поскольку соматические инсер�
ции присутствуют в малом числе клеток, концен�

трация соответствующих им фланкирующих по�
следовательностей в получаемой библиотеке бу�
дет существенно ниже концентрации геномных
фланков тех инсерций AluYa5, которые присут�
ствуют во всех клетках организма. Таким образом,
детекция соматических инсерций возможна толь�
ко при большой глубине секвенирования. Совре�
менные приборы Illumina позволяют прочиты�
вать до 100 миллионов индивидуальных последо�
вательностей небольшой длины (до 101 п.о.) в
ходе одной реакции параллельного секвенирова�
ния. Такая длина в большинстве случаев является
достаточной для однозначного картирования по�
следовательности, фланкирующей интеграцию
ретроэлемента, в референсном геноме человека.

Анализ результатов NGS

Для анализа результатов секвенирования и
идентификации соматических инсерций, кото�
рые невозможно провести при помощи существу�
ющих стандартных пакетов программ для обработ�
ки данных NGS, мы создали специализированный
протокол обработки данных (см. рис. 1в). На пер�
вом этапе для дальнейшего анализа были выбраны
только те последовательности, в которых на
5'�конце была идентифицирована последова�
тельность Alu�ретроэлемента. С 3'�концов этих
последовательностей были удалены фрагменты,
прочитанные с низким качеством. Также с
5'�конца секвенированных последовательностей
удаляли фрагмент длиной 24 нт., представляющий
5'�концевой участок Alu�ретроэлемента, посколь�
ку такие фрагменты нуклеотидной последователь�
ности соматических и новых полиморфных инсер�
ций отсутствуют в референсном геноме и не могут
быть картированы. 

Для картирования обработанных подобным
образом секвенированных последовательностей
была использована программа Bowtie2, которая
позволяет быстро проанализировать большое
количество данных [25]. В качестве референсно�
го генома человека использовали сборку hg19
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/2758/). По�
лученные с помощью Bowtie2 координаты после�
довательностей, картированных однозначно (т.е.
соответствующих единственному участку гено�
ма), объединяли в упорядоченные таблицы. Из
числа координат были исключены те, которые ле�
жат в L1�элементах, поскольку в большинстве
случаев достоверность такого картирования неве�
лика. Это связано с присутствием в геноме боль�
шого числа копий L1�элементов, обладающих
высокой гомологией нуклеотидных последова�
тельностей. В подавляющем большинстве случа�
ев расположенные рядом (в пределах 1–30 пози�
ций) координаты относились к инсерции одного
и того же ретроэлемента. Появление таких групп
координат, расположенных рядом и представля�
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ющих одну инсерцию, является следствием осо�
бенностей алгоритма Bowtie2, проявляющихся
при картировании нуклеотидных последователь�
ностей, несущих однонуклеотидные замены, ко�
роткие инсерции или делеции, образовавшиеся в
ходе пробоподготовки и секвенирования. Коор�
динаты, расположенные внутри “окна” размером
30 нт., объединяли в пики, которым присваивали
координату, встретившуюся наибольшее число
раз (см. рис. 2). Из списка координат удаляли те,
для которых в промежутке от –4 до +50 нуклеоти�
дов от координаты сайта интеграции в геноме
присутствовал сайт рестрикции фермента, с по�
мощью которого готовился образец ДНК, по�
скольку, как было показано, большинство таких
координат представляло химерные молекулы
ДНК. Для выявления в полученном списке коор�
динат известных инсерций эти координаты сопо�
ставляли с координатами инсерций Alu�ретро�
элементов, присутствующих в референсном гено�
ме hg19, а также в базах данных полиморфных
ретроэлементов PRED и dbRIP [26, 27]. Те коор�
динаты, которые не принадлежат известным ин�
серциям Alu�ретроэлементов, могут соответство�
вать координатам ранее неизвестных полиморф�
ных инсерций, либо координатам de novo<
инсерций, возникших в половых клетках родите�
лей данного индивида или на ранних этапах эм�
бриогенеза, либо координатам соматических ин�
серций. Те из них, которые идентифицировали в
списке координат инсерций, принадлежащих
только одному из исследованных органов, рас�
сматривали в дальнейшем как координаты потен�
циально соматических инсерций. 

Применение разработанного подхода для поиска 
соматических инсерций Alu<ретроэлементов

Разработанный подход был применен для пол�
ногеномного определения профилей инсерций
ретроэлементов семейства AluYa5 в двух различ�
ных тканях одного индивида. Были получены
библиотеки фланкирующих последовательно�
стей Alu�ретроэлементов, присутствующих в
ДНК, выделенной из образцов тканей головного
мозга и миокарда. В результате секвенирования
библиотек всего с высоким качеством было полу�
чено 21 120 261 нуклеотидных последовательно�
стей, из них – 9 622 894 для библиотек, приготов�
ленных из ДНК мозга, и 11 457 367 для библио�
тек, приготовленных из ДНК миокарда. Всего
было однозначно картировано 10 856 703 нуклео�
тидных последовательности: 2 824 539, 4 463 086,
2 233 097 и 1 299 859 для библиотек “мозг AluI”,
“миокард AluI”, “мозг RsaI” и “миокард RsaI” со�
ответственно (см. табл. 2).

Все координаты, идентифицированные как
потенциальные сайты соматических инсерций
ретроэлементов, были представлены небольшим
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Рис. 2. Пример использования алгоритма слияния
координат, возникающих в результате ошибок карти�
рования нуклеотидных последовательностей, флан�
кирующих одну инсерцию Alu�ретроэлемента.
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числом (1–8) секвенированных последователь�
ностей, причем более 95% – одной последова�
тельностью. Доля последовательностей, пред�
ставляющих соматические инсерции, оказалась
выше в ДНК, выделенной из мозга (в среднем по
двум библиотекам 0.0395% общего числа секве�
нированных последовательностей), чем в ДНК,
выделенной из миокарда (в среднем по двум биб�
лиотекам 0.027%).

Оценка специфичности разработанного подхода

Проведенный анализ данных позволяет оце�
нить специфичность разработанного метода. По�
давляющее большинство секвенированных по�
следовательностей (10 222 450) представляет из�
вестные Alu�ретроэлементы. Большая доля
однозначно картированных последовательностей
(84.3%) приходится на фланкирующие последова�
тельности ретроэлементов подсемейства AluYa5,
5.8% представляют ранее неизвестные инсерции,
которые отсутствуют в референсном геноме и ба�
зах данных полиморфных инсерций. Остальные
подсемейства Alu�ретроэлементов составляют в
общей сложности 9.9%. Анализ нескольких высо�

копредставленных в исследуемых библиотеках по�
следовательностей, относящихся к старым семей�
ствам Alu�ретроэлементов, показал, что место по�
садки праймеров в них отсутствует, а точка
интеграции не совпадает с началом Alu�ретроэле�
мента. Вероятно, такие координаты соответствуют
новым интеграциям молодых Alu�ретроэлементов
в старые повторы. Большинство же координат ин�
серций ретроэлементов, относящихся к этим се�
мействам, представлено значительно меньшим
числом секвенированных последовательностей и,
таким образом, составляет совсем незначительный
процент от общего числа картированных последо�
вательностей. Таким образом, не менее 90% после�
довательностей в полученных библиотеках пред�
ставляют собой те, которые фланкируют инсерции
AluYa5�ретроэлементов, что доказывает высокую
специфичность использованного метода селек�
тивной амплификации (рис. 3). 

Оценка эффективности разработанного подхода

Эффективность метода может быть определе�
на, как доля ранее известных AluYa5�ретроэле�
ментов, сайты интеграции которых представлены

Таблица 2. Характеристика библиотек последовательностей, фланкирующих инсерции Alu�ретроэлементов

Библиотека “Мозг AluI” “Миокард AluI” “Мозг RsaI” “Миокард RsaI”

Число высококачественных секвенированных 
последовательностей

3531061 5575717 2797580 1618699

Число однозначно картированных 
последовательностей

2824539 4463086 2233097 1299859

Число последовательностей, приходящихся на 
соматические инсерции (% от картированных)

1239
(0.044)

1506
(0.034)

775
(0.035)

255
(0.020)

Число соматических инсерций 1168 1318 703 233

84.3%

5.8%

4.5% 5.0%

0.4%

Ретроэлементы:

AluYa5

AluYb8/9

другие AluY

другие Alu

неизвестные Alu

Рис. 3. Диаграмма, отражающая процентное соотношение последовательностей, фланкирующих Alu�ретроэлементы,
принадлежащие разным семействам. “Неизвестные Alu�ретроэлементы” – идентифицированные в ходе нашей рабо�
ты и ранее неохарактеризованные инсерции Alu�ретроэлементов.
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в конечном наборе координат. В последователь�
ности референсного генома hg19 присутствует
3858 копий AluYa5�ретроэлементов, часть из ко�
торых являются полиморфными и могут отсут�
ствовать в геноме конкретного индивида, однако
точно определить количество таких инсерций не�
возможно. В анализируемых библиотеках было
детектировано 2745 инсерций AluYa5�ретроэле�
ментов (см. табл. 3). В базах данных полиморф�
ных инсерций ретроэлементов присутствуют 229
инсерций, которые не были найдены в анализи�
руемых библиотеках, следовательно, они могут
отсутствовать в геноме исследованного индивида.

Некоторые инсерции, не найденные с помо�
щью нашего подхода, были проанализированы
более детально. В 26 случаях из проанализирован�
ных 30 в последовательности Alu�ретроэлементов
отсутствовали сайты отжига одного или двух
праймеров, использованных для амплификации,
либо они были сильно дивергированы; в двух слу�
чаях сайты, распознаваемые рестриктазами, ис�
пользуемыми при пробоподготовке, располага�
лись далеко от инсерции, и полученные в ходе ре�
стрикции молекулы были слишком длинными
для секвенирования по технологии Illumina. В
оставшихся двух случаях причину, по которым
эти ретроэлементы не были детектированы, уста�
новить не удалось, однако, можно предположить,
что они являются полиморфными инсерциями,
несмотря на то, что отсутствуют в базах данных
известных полиморфных инсерций. Таким обра�
зом, наш метод позволяет детектировать по мень�
шей мере 71%, либо, вероятно, даже большую до�
лю AluYa5�ретроэлементов, присутствующих в
исследуемом образце геномной ДНК. В табл. 3
также приведены данные о числе представителей
некоторых других подсемейств Alu.

Валидация соматических инсерций Alu

Валидацию кандидатных инсерций осуществ�
ляли с помощью ПЦР с вложенными праймерами.
Поскольку все соматические инсерции были пред�
ставлены очень небольшим числом последова�
тельностей, вероятно, что каждая из них присут�
ствовала лишь в малом числе клеток, либо даже в
одной клетке анализируемой ткани, и амплифика�
ция данных инсерций с геномной ДНК в боль�
шинстве случаев была невозможна. Поэтому в ка�
честве матрицы использовали продукты первой
супрессионной ПЦР, которые содержат достаточ�
но длинный фрагмент Alu�ретроэлементов
(см. рис 1). Для валидации инсерций в качестве
прямых использовали праймеры AY107 и AY98,
специфичные к консенсусной последовательно�
сти AluY�ретроэлементов, а в качестве обратных –
локус�специфические праймеры Ins Rev�out и Ins
Rev, комплементарные последовательности
5'�фланкирующего участка ретроэлемента (рис. 4).
Структуру ПЦР�продуктов подтверждали с помо�
щью секвенирования по Сенгеру. Для валидации
было выбрано 16 инсерций Alu, из которых было
подтверждено 11. 

Таким образом, нами была разработана систе�
ма, позволяющая осуществлять полногеномный
поиск соматических инсерций ретроэлементов.
Данные о структуре фланкирующих последова�
тельностей Alu�ретроэлементов и составе биб�
лиотек позволили сделать вывод о высокой спе�
цифичности и эффективности предложенного
метода, которые также были подтверждены до�
полнительными экспериментами по валидации
детектированных инсерций. Данный метод мо�
жет успешно применяться для определения спе�
цифического набора соматических инсерций и
характера их распределения в тканях человече�

Таблица 3.  Характеристика выявленных инсерций Alu�ретроэлементов

Ретроэлементы AluYa5 AluYa8 AluYb8 AluY

Число в референсном геноме hg19 3858 338 2854 120617

Детектировано 2745 40 1325 34392

Детектировано, % 71.1 11.8 46.4 28.5

Alu�ретроэлемент
фланкирующая

последовательность

Ins Rev7out

Ins Rev AY98

AY107

Рис. 4. Схема расположения праймеров для валидации соматических инсерций. Стрелками показаны праймеры, го�
ризонтальными пунктирными отрезками – ПЦР�фрагменты. Для первой реакции использовались праймеры AY107 и
Ins Rev�out, для второй – праймеры AY98 и Ins Rev.
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ского организма. Особенно перспективными
представляются подобные исследования тканей
мозга, в которых наблюдается повышенная ак�
тивность ретроэлементов. Модификации данно�
го метода могут использоваться для детекции ин�
серций других активных семейств ретротранспо�
зонов, таких как L1 и SVA.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение образцов геномной ДНК

В работе использованы образцы геномной
ДНК, выделенные из тканей одного индивида:
мозга (gyrus dentatus) и миокарда. Образец ткани
массой 100–200 мг гомогенизировали в жидком
азоте и инкубировали в 3 мл лизирующего буфера
(60 мМ Трис, 100 мМ EDTA, 0.5% SDS) с 0.4 мг
РНКазы А (Qiagen, США) при 37оС в течение 1 ч,
затем добавляли 1.5 мг протеиназы К (Qiagen,
США) и инкубировали в течение еще 10 ч при
50оС. ДНК выделяли фенол�хлороформным ме�
тодом. К лизату ткани добавляли равный объем
фенола (pH 8.0), аккуратно перемешивали в тече�
ние 30 мин и центрифугировали в течение 15 мин
при 4500 g. Водную фазу отбирали, добавляли к
ней равный объем смеси фенол–хлороформ (1 : 1),
аккуратно перемешивали и центрифугировали в
прежнем режиме. Водную фазу отбирали, добав�
ляли к ней хлороформ, перемешивали и центри�
фугировали. Геномную ДНК из водной фазы оса�
ждали этанолом.

Создание библиотеки последовательностей, 
фланкирующих Alu<ретроэлементы

Первый этап пробоподготовки – фрагменти�
рование геномной ДНК эндонуклеазами ре�
стрикции AluI или RsaI (Fermentas, Литва). Ге�
номную ДНК (2 мкг) инкубировали при 37°С в
течение 12 ч с 20 ед. акт. рестриктазы в буфере Y
Tango (Fermentas, Литва). Очистку продуктов ре�
стрикции осуществляли с помощью QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen, США).

К рестриктным фрагментам лигировали адап�
терные олигонуклеотиды. Предварительно адап�
терный олигонуклеотид Na21st19 гибридизовали
с олигонуклеотидом�подложкой st20 (структуры
олигонуклотидов приведены в табл. 1). Гибриди�
зацию проводили в 4 мкл, смесь содержала олиго�
нуклеотиды (5 мкМ каждый) 10 мМ Tрис�HCl,
10 мМ MgCl2. Смесь инкубировали в течение
5 мин при 68оС и охлаждали до 15оС с шагом
0.1оС/с. Лигазная смесь объемом 10 мкл содержа�
ла 120 пмоль дуплекса Na21st19/st20 и 6 ед. акт.
ДНК�лигазы T4 в реакционном буфере (Promega,
США) и 2 мкг рестрицированной геномной ДНК.
Лигирование проводили в течение 14 ч при
+16оС.

Амплификацию ДНК для приготовления биб�
лиотек проводили в ходе двух последовательных
супрессионных ПЦР. Структуры всех олигонук�
леотидов приведены в таблице 1. В ходе первой
ПЦР реакционная смесь объемом 25 мкл содер�
жала 1/50 от общего количества продуктов лиги�
рования, 0.4 мкМ праймер AY107, 0.16 мкМ прай�
мер Na15, 0.02 мкМ праймер Na15Na21, каждый
из dNTP – 0.125 мкМ, 1 ед. акт. полимеразы Ency�
clo (Evrogen, Россия) в реакционном буфере. Тем�
пературный профиль реакции был следующим:
предварительная достройка концов в течение
4 мин при 72оС, затем 13 циклов по 20 с при 94оС,
15 с при 65оС, 1 мин при 72оС, затем финальная
элонгация в течение 2 мин при 72оС. Для наработ�
ки библиотеки проводили 50 идентичных реак�
ций. Продукты ПЦР объединяли, очищали с по�
мощью колонок QIAquick PCR Purification Kit и
концентрировали до объема 120 мкл.

В ходе второй ПЦР реакционная смесь объе�
мом 25 мкл содержала 1/1200 объема объединен�
ных продуктов первой реакции, 0.4 мкМ праймер
AY24, 0.16 мкМ праймер st19, 0.125 мкМ каждый
из dNTP, 1 ед. акт. полимеразы Encyclo в реакци�
онном буфере. Температурный профиль реакции
был следующим: 10 циклов по 20 с при 94оС, 15 с
при 68оС, 1 мин при 72°С, затем финальная элон�
гация в течение 2 мин при 72о С. Для наработки
библиотеки проводили 30 идентичных реакций.
Продукты ПЦР объединяли, очищали с помощью
колонок QIAquick PCR Purification Kit и концен�
трировали до объема 60 мкл. 

Концентрацию ДНК в образцах измеряли с
помощью прибора Qubit 2.0. Для секвенирования
отбирали 500 нг образца, полученного с исполь�
зованием каждой из рестриктаз, что составляло
около 1/5 общего количества ДНК в образце.

Секвенирование фланкирующих 
последовательностей Alu<ретроэлементов

Нуклеотидные последовательности, фланки�
рующие Alu�ретроэлементы длиной 101 п.о. были
определены с помощью прибора Illumina HiSeq
2000.

Картирование последовательностей и анализ 
данных секвенирования

Протокол анализа данных включал использо�
вание стандартных пакетов программ Bowtie2 и
Galaxy [28–30] и компьютерных программ, напи�
санных специально для этой работы на языке
программирования Perl. Биоинформатический
анализ состоял из следующих этапов:

1. Выявление последовательностей, содержа�
щих Alu�ретроэлементы.
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2. Удаление фрагментов последовательностей,
структура которых была определена с низкой до�
стоверностью.

3. Удаление с 5'�концов последовательностей
фрагментов Alu�ретроэлементов и картирование в
референсном геноме человека (hg19) осуществля�
ли с помощью программы Bowtie2. Настройки, от�
личающиеся от настроек по умолчанию: �p 8 –mp
12.8 �5 24. 

4. Экстракция однозначно картированных по�
следовательностей из файлов выдачи данных
программы Bowtie2.

5. Построение таблиц координат последова�
тельностей и объединение их в пики.

6. Удаление координат химерных последова�
тельностей из таблиц.

7. Сопоставление полученных координат ин�
серций с координатами известных Alu, присут�
ствующих в hg19 и базах данных полиморфных
ретроэлементов и координатами L1 осуществля�
ли с помощью инструмента Join, входящего в па�
кет программ Galaxy.

Валидация соматических инсерций

Для валидации выбранных соматических ин�
серций Alu�ретроэлементов использовали ПЦР с
вложенными праймерами. В качестве матрицы
для первой реакции были взяты аликвоты про�
дуктов первой супрессионной ПЦР. Реакционная
смесь объемом 25 мкл содержала 1 мкл матричной
ДНК, 0.4 мкМ праймер AY107, 0.4 мкМ праймер
Primer�Rev out, 0.125 мкМ каждый из dNTP, 1 ед. акт.
полимеразы HS Taq (Evrogen, Россия) в реакци�
онном буфере. Температурный профиль реакции
был следующим: предварительный прогрев в те�
чение 5 мин при 95оС, затем 22 цикла по 20 с при
94оС, 20 с при 63оС, 40 с при 72оС. В качестве мат�
рицы для вложенной ПЦР были взяты продукты
первой реакции, разведенные в 100 раз. Реакци�
онная смесь объемом 25 мкл содержала 1 мкл мат�
ричной ДНК, 0.4 мкМ праймер AY98, 0.4 мкМ
праймер Primer�Rev, 0.125 мкМ каждый из dNTP,
1 ед. акт. полимеразы HS Taq (Evrogen, Россия) в
реакционном буфере. Температурный профиль
реакции был следующим: предварительный про�
грев в течение 5 мин при 95оС, затем 28 циклов по
20 с при 94оС, 20 с при 63оС, 40 с при 72оС. Полу�
ченные продукты реакций были секвенированы
(Evrogen, Россия) на автоматическом секвенаторе
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer.
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A Novel Approach to Identification of Somatic Retroelements’ Insertions
in Human Genome
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The activity of retroelements is one of the factors leading to genetic variability of the modern humans. Inser�
tions of retroelements may result in alteration of gene expression and functional diversity between cells. In
recent years an increasing amount of data indicating an elevated level of retroelements’ mobilisation in some
human and animal tissues has been reported. Therefore, the development of a system for the detection of so�
matic retroposition events is required. Here we describe a novel approach to the whole�genome identification
of somatic retroelemts’ insertions in human genome. The developed approach was applied for the compari�
sons of somatic mosaicism levels in two tissues of the investigated individual. A total of 3410 insertions of ret�
roelements belonging to AluYa5 subfamily were identified.

Key words: retroelements, somatic mosaicism, next generation, sequencing
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