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Мобильные элементы генома человека способны экспрессироваться в соматических клетках в различных 
тканях. Прямая экспериментальная оценка уровня их экспрессии затруднена и не имеет большой ста-
тистической базы. В то же время огромный массив данных микрочипов, накопленный по клиническим 
данным экспрессии генов в геноме человека, позволяет исследовать статистические вопросы качества 
аннотации генов, шумов при измерении экспрессии, а также экспрессии мобильных элементов, вклю-
ченных в пробы микрочипов. Такие данные по экспрессии генов при раковых заболеваниях накопле-
ны за последние годы на основе платформы Affymetrix в связи с диагностическими и медицинскими 
задачами в Интернет-репозитариях данных Gene Expression Omnibus (GEO) NCBI и ArrayExpress. Ста-
тистические оценки экспрессии мобильных элементов изучались ранее в связи с проблемами качества 
олигонуклеотидных проб. Были исследованы геномная локализация и качество аннотации целевых 
последовательностей наборов проб Affymetrix U133 GeneChip и показано, что до 25 % целевых после-
довательностей перекрываются с мобильными элементами в хромосомных координатах. 
В данной работе численно показан статистически значимый эффект изменения экспрессии в рако-
вых тканях для наборов проб, связанных с мобильными элементами. Приведен обзор современных 
технологий оценки экспрессии мобильных элементов. 
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Введение

Геном человека приблизительно на 45 % 
состоит из диспергированных повторяющихся 
элементов (�����Sela� et� �� ��al., 2010). Alu-повтор – наибо-
лее распространенный примат-специфичный 
мобильный элемент, существующий в более 
чем миллионе копий в геноме, что составляет 
около 11 % общего размера генома (Zhang et 
al., 2011). Alu-повтор представляет семейство 
SINE коротких (до 300 п.н.) диспергированных 
повторов. Геном человека содержит множество 
копий других мобильных элементов включая 
MIR (SINE), длинные диспергированные по-
вторы (LINE, long interspersed nuclear elements), 
занимающие до 17 % генома, такие, как LINE-1 
(L1), LINE-2 (L2), и CR1 (L3) и �������������LTR����������-повторы. 

Структура и классификация мобильных эле-
ментов в геноме человека детально изучены, 
существуют базы данных �������������� ������RepBase������� ������ (http://www.
girinst.org/repbase/; Jurka, 2000; ������Jurka� et� �� ��al., 2005) 
и разметка (аннотация) последовательностей на 
хромосомах с помощью программы ����������RepeatMas-
ker�� ����� (�����Smit� et� �� ��al., 1996–2010).

В ряде работ был исследован характер распре-
деления мобильных элементов в геноме человека 
относительно генов (�����Sela� et� �� ��al., 2007, 2010; Levy 
et al., 2010). Показано, что мобильные элементы 
имеют тенденцию к кластеризации во внутриген-
ных районах генов, в интронах (�����Sela� et� �� ��al., 2010). 
Исходя из суммарного размера интронов в гено-
ме доля геномных повторов, находящихся в ин-
тронах (около 60 % в зависимости от семейства 
повторов), значительно превышает ожидаемую. 
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До 25 % промоторов генов и 4 % экзонов в геноме 
человека содержат последовательности, проис-
ходящие от мобильных элементов (�������Jordan� et� �� ��al., 
2003). Известно явление экзонизации – приобре-
тение генами новых экзонов из мобильных эле-
ментов, прежде всего Alu, в интронах. Показано, 
что доля экзонов, происходящих от мобильных 
элементов, в аннотированных генах составляет 
доли процента (в среднем 0,12 % в зависимости 
от класса геномных повторов, в том числе 0,2 % 
для A��lu) (�����Sela� et� �� ��al., 2010).

Интересно отметить, что несмотря на при- 
сутствие мобильных элементов в тысячах 
копий, избыточность их числа в геноме по 
отношению к числу генов, они остаются 
транскрипционно молчащими в нормальных 
условиях в соматических клетках и не пере-
мещаются в геноме (������� �������������������   Hagan�� �������������������   , �������������������   Rudin��������������   , 2002). В то 
же время при повреждающих воздействиях 
на клетку, в частности при раке, может про-
исходить активация транспозонов различных 
классов в геноме (Gasior et� �� ��al., 2006; O′Donnell, 
Burns, 2010; ������������Iramaneerat� et� �� ��al., 2011). Недавние 
исследования (Zhang et al., 2011) выявили, что 
инсерция Alu-элементов связана с канцероге-
незом. Показано, что гены-супрессоры рака 
гораздо более насыщены Alu-повторами, чем 
онкогены (Zhang et al., 2011). В работе ������Banaz�-
Ya��������������������������������������������      ş�������������������������������������������      ar�����������������������������������������       с соавт. (2010) изучались активация эле-
ментов ������LINE��-1 при раке, влияние ретротранс-
позиции на факторы системы кроветворения. 
Один из известных механизмов подавления 
спонтанной экспрессии мобильных элементов 
– метилирование ДНК (Daskalos et� �� ��al., 2009; 
Iramaneerat� et� �� ��al., 2011). Нарушение работы 
этого внутриклеточного механизма, гипоме-
тилирование геномных участков, содержащих 
транспозоны, в частности HERV��-�K, приво-
дят к активации их экспрессии, что может 
быть использовано в диагностических целях 
(������������Iramaneerat� et� �� ��al., 2011). Важнейшая задача 
постгеномной компьютерной генетики – ис-
следование экспрессии мобильных элементов 
в клетках человека, возможности ее оценки и 
использования в диагностических целях и в 
целях тестирования медицинских препаратов 
(Daskalos et� �� ��al., 2009; ������Balaj� et� �� ��al., 2011).

За последние годы было предложено не-
сколько технологий анализа экспрессии генов 
как с помощью экзонных микрочипов (������Jacox� 

et al., 2010), так и с помощью тотального сек-
венирования (���������� ����������RNA������� ����������-������ ����������seq��� ����������) (Mortazavi et� �� ��al., 2008; 
Ozsolak�� ������������� , ������������� Milos�������� , 2011).

Мы предлагаем оценить экспрессию мо-
бильных элементов в опухолевых тканях 
статистически, по данным экспрессионных 
микрочиповых экспериментов, накопленных 
в базе данных ArrayExpress (www.ebi.ac.uk/
arrayexpress). Экспрессионные микрочипы 
(���������������������������������������   microarray�����������������������������   ) представляют собой матрицы 
для количественного измерения присутствия 
транскриптов (мРНК) одновременно для боль-
шого числа генов в образце клеток или ткани. 
Микрочипы измеряют аффинность (степень 
связывания в процессе гибридизации) меченых 
нуклеотидных последовательностей образца к 
набору специфичных к заданному гену проб, 
закрепленных на твердой поверхности микро-
матрицы. Эксперимент проводится во многих 
ячейках микроматрицы (десятки тысяч проб) 
одновременно для заданного технологической 
платформой множества транскрибирующихся 
последовательностей генов вплоть до всех ан-
нотированных в геноме генов. Соревнование в 
сфере технологий производства микрочипов, 
технологий измерения сигналов гибридизации 
дало большой толчок научным исследованиям 
и огромный фактический материал. Следует от-
метить, что за короткий период в последние 2–3 
года на смену микрочипам приходят все более 
совершенные технологии полного секвенирова-
ния транскриптом, имеющие ряд неоспоримых 
преимуществ, в частности, по способности 
определения новых вариантов транскриптов 
гена, по динамической шкале измерения уровня 
транскрипции, но все же достаточно дорого-
стоящие (на порядок по сравнению с микрочи-
пами) для широкого использования (Mortazavi 
et� �� ��al., 2008; Malone, Oliver, 2011). Тем не менее 
микрочиповая технология позволяет доста-
точно надежно определять дифференциально 
экспрессирующиеся гены за счет репликации 
экспериментов (Malone, Oliver, 2011).

Технология синтеза коротких олигонуклео-
тидных зондов (25 п.н.) непосредственно на по-
верхности микрочипа in situ с использованием 
литографических масок была разработана компа-
нией «Аффиметрикс» для изготовления микрочи-
пов GeneChip (Affymetrix, www.affymetrix.com/).  
Методы измерения уровней экспрессии генов 
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на основе таких микрочипов получили широкое 
распространение в медицинских исследованиях 
(����Liu� et� �� ��al., 2003; ����Dai� et� �� ��al., 2005; �������Harbig� et� �� ��al., 
2005). Олигонуклеотидная матрица GeneChip 
использует наборы синтезированных in situ 
олигонуклеотидных проб, по 11–20 проб в 
наборе, каждая размером 25 нуклеотидов, для 
представления транскриптов генов или их 
изоформ. Для каждого гена-мишени использо-
ваны фрагменты-представители (initial target 
sequences) длиной 150–450 п.н. для выбора и 
локализации олигонуклеотидных проб. Сигнал 
от пробы с совершенным совпадением всех 
нуклеотидов учитывается после вычитания 
неспецифического сигнала кросс-гибридизации 
от пробы с одним центральным несовпадающим 
нуклеотидом (Affymetrix, 2002, http://www.
affymetrix.com/support/). 

Здесь будут рассмотрены данные микро-
чипов Affymetri��������������������������   x�������������������������    ������������������������  GeneChip����������������  , относящиеся к 
клиническим экспериментам на опухолевых 
тканях, хирургически полученных при лечении, 
в применении к анализу спонтанной экспрес-
сии мобильных элементов (������Orlov� et� �� ��al., 2007). 
Отметим, что дизайн проб этого микрочипа 
исходно не предназначался для такого анализа, 
что потребовало разработки специальных ста-
тистических оценок.

Непосредственная детекция экспрессии 
транспозонов, передвижений и встроек мобиль-
ных элементов в хромосомы соматических кле-
ток технически ограничена. По методическим 
и техническим причинам геномные повторы 
обычно исключаются из дизайна микрочипов 
(Nellåker et� �� ��al., 2009), в частности из-за из-
быточности мобильных элементов в геноме и 
сложности подбора уникальных проб. Таким 
образом, их потенциальная транскрипционная 
активность остается недостаточно охарактери-
зованной, несмотря на многочисленные наблю-
дения присутствия транскрипции в различных 
тканях при заболеваниях человека (Frank et al., 
2008; Karlsson et� �� ��al., 2001). С помощью техно-
логий анализа полноразмерных «кэпированых» 
транскриптов была показана связь инициации 
транскрипции с присутствием в 5′-области ге-
нов ретротранспозонов (от 6 до 30 %) в геномах 
мыши и человека (Faulkner et al., 2009). Экс-
прессия генов, содержащих ретротранспозоны 
в 3′-НТР, уменьшена по сравнению с генами, 

не содержащими таких транскриптов (Faulkner 
et al., 2009).

Проблема анализа транскрипции с помощью 
микрочипов в целом связана с рядом техни-
ческих ограничений и ошибок при создании 
технологии. Дизайн проб (исходный выбор 
производителем микрочипов локализации в 
гене и структуры олигонуклеотидных проб) мо-
жет не соответствовать целевому транскрипту 
(гену-мишени) и содержать ряд технических 
проблем, связанных как с гибридизацией, так 
и с аннотацией – неверное указание гена-мише-
ни, неоднозначность соответствия один набор 
проб–один ген. Такой дизайн олигонуклеотид-
ных проб может влиять на регистрацию сигна-
лов гибридизации, нормализацию данных, сни-
жать воспроизводимость экспериментов, вести 
к противоречивым результатам анализа одних 
и тех же данных (Gautier et al., 2004; Harbig et 
al., 2005; Zhang et al., 2005; Okoniewski, Miller, 
2006; Orlov et al., 2007; Stalteri, Harrison, 2007; 
Fasold� et� �� ��al., 2010).

Мы оценили присутствие мобильных эле-
ментов генома человека в целевых последо-
вательностях транскриптов, представленных 
наборами проб на микрочипе Affymetrix, и воз-
можность статистической оценки транскрипции 
классов мобильных элементов в соматических 
клетках.

Методы

Исходно до 2003 г. был разработан микрочип 
GeneChip U133A, дополненный позднее чипами 
U133B – U133 ��������������������������������    p�������������������������������    lus 2, более полно соответству-
ющими всем известным и проаннотированным 
на тот момент генам в геноме человека. Уровень 
экспрессии гена определяется суммой данных 
всего набора проб (probeset).

Была выполнена независимая аннотация 
наборов проб микрочипов Affymetrix на основе 
картирования нуклеотидных последовательно-
стей проб на референсные последовательности 
генома человека (Gautier et al., 2004; Dai et al., 
2005; Harbig et al., 2005; Leong et al., 2005). Вы-
явлен ряд несоответствий в аннотации наборов 
проб; изменения в идентификации генов могут 
затрагивать до 30–50 % наборов проб (Harbig 
et al., 2005; Okoniewski, Miller, 2006; Fasold et� 
al., 2010).
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В то же время вопрос картирования проб на 
целевые последовательности генов, содержа-
щие мобильные элементы в геноме человека, не 
рассматривался детально. Статистически связь 
присутствия последовательностей мобильных 
элементов и систематических изменений в экс-
прессии генов была показана только в работе 
Orlov с соавт. (2007).

Мы использовали аннотацию наборов проб 
Affymetrix U133 GeneChip, выполненную ранее 
в работе Orlov с соавт. (2007) с целью детально-
го изучения влияния мобильных элементов на 
изменение экспрессии генов в раковых тканях. 
Разработан ряд статистических компьютерных 
методов для количественных оценок измене-
ния активности мобильных элементов через 
изменение экспрессионного сигнала соответ-
ствующих наборов проб. Анализ был сделан на 
экспрессионных данных GeneChip из больших 
выборок (базы данных и репозитарии GEO 
(�������������������������������   �����������Gene���������������������������   ����������� ��������������������������  �����������Expression����������������  ����������� ��������������� �����������Omnibus�������� �����������), ����������������http������������://���������www������.�����ncbi�.
nlm�����������������������������������   ����������.����������������������������������   ����������nih�������������������������������   ����������.������������������������������   ����������gov���������������������������   ����������/��������������������������   ����������geo�����������������������   ����������, и ArrayExpress, http://www.ebi.
ac.uk/arrayexpress/) по экспрессии генов в рако-
вых клетках, отличающихся по клиническим и 
генетическим параметрам, а также по степени 
агрессивности роста опухоли. 

Анализ последовательностей 
олигонуклеотидных проб на микрочипах

Использовались данные о целевых нуклео-
тидных последовательностях (мишенях) для на-
боров проб Affymetrix, микрочипы серий U133A 
и U133B, загруженные с официального сайта 
разработчиков платформы NetAffx (http://www.
affymetrix.com/analysis/index.affx) (Liu et� �� ��al., 
2003). Эти последовательности предназначаются 
для однозначной детекции транскрибируемых 
последовательностей в геноме. Для картирования 
таких целевых последовательностей на референ-
сную последовательность генома человека была 
использована программа BLAT (http://genome.
ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) с порогом отсечения, 
установленным на 90 %-м уровне сходства. Затем 
использовалась аннотация геномного браузера 
UCSC Genome Browser для генов RefSeq, мРНК 
и сплайсированных вариантов EST на референс-
ные последовательности хромосом генома чело-
века по сборке NCBI Build 36 (hg18). Аннотация 
наборов проб выполнялась по исходным целе-

вым последовательностям, а не по отдельным 
25-мерным нуклеотидных пробам. данные по 
наличию геномных повторов были получены с 
помощью разметки RepBase в геномном браузере 
UCSC (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks,  
табл. RepeatMasker). Примеры расположения 
целевой последовательности наборов проб при-
ведены на рис. 1.

Проверка качества целевых последователь-
ностей Affymetrix выполнялась последовательно: 
сначала были отфильтрованы некартируемые и 
неоднозначно картируемые последовательности, 
затем последовательности в неверной ориента-
ции к аннотированным генам. Затем проводилась 
разметка мобильных элементов из RepBase. Для 
каждой целевой последовательности, однозначно 
картированной на геноме, была получена табли-
ца геномных повторов, классифицированных по 
семействам повторов и типам (DNA, LTR, LINE, 
SINE включая MIR и Alu), а также простые тан-
демные повторы и участки низкой сложности), 
определены длина и процент длины, занятый 
геномными повторами данных типов. суммарная 
статистика приведена в табл. 1. Как отмечалось 
ранее, процент «экзонизированных» геномных 
повторов невелик (�����Sela� et� �� ��al., 2010). Перекрыва-
ние целевой последовательности транскрипта 
гена с геномным повтором не является ошибкой 
и не указывает на факт экзонизации.

Данные для анализа экспрессии

Было проанализировано распределение зна-
чений экспрессии транскриптов, полученных 
с помощью микрочипов Affymetrix U133A и 
U133B в 249 образцах первичных опухолей мо-
лочной железы (NCBI Gene Expression Omnibus 
(GEO) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; данные 
GSE4922). Выборки раковых тканей были 
разделены на группы, соответствующие гис-
тологическим классам опухоли по степени аг-
рессивности (метастазирования) рака молочной 
железы. Объем выборок составлял от 40 до 100 
образцов (Miller et al., 2005). Были использо-
ваны также данные экспрессии из нескольких 
выборок нормальных и раковых тканей мозга 
(GEO GDS1962), 29 наборов микрочиповых 
данных Affymetrix, представляющих рак лег-
ких (GEO ID: GSE5816; http: //www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/) (Shames et al., 2006). Все данные 



331Вавиловский журнал генетики и селекции,  Том 15,  № 2

Ри
с.

 1
. П

ри
ме

ры
 п

ер
ек

ры
ва

ни
я 

це
ле

вы
х 

по
сл

ед
ов

ат
ел

ьн
ос

те
й 

на
бо

ро
в 

пр
об

 с
 м

об
ил

ьн
ы

ми
 э

ле
ме

нт
ам

и 
в 

ге
но

ме
 ч

ел
ов

ек
а 

(в
из

уа
ли

за
ци

я 
U

C
SC

 G
en

om
e 

B
ro

w
se

r)
.

а 
– 

пр
им

ер
 ц

ел
ев

ой
 п

ос
ле

до
ва

те
ль

но
ст

и 
A

ffy
m

et
rix

 2
17

67
0_

at
 н

а 
хр

ом
ос

ом
е 

11
 ч

ел
ов

ек
а,

 с
ов

па
да

ю
щ

ей
 с

 п
ов

то
ря

ю
щ

им
ис

я 
эл

ем
ен

та
ми

 и
з 

R
ep

ea
tM

as
ke

r 
(S

IN
E,

 с
ем

ей
ст

во
 

Al
u-

по
вт

ор
ов

). 
Д

ан
на

я 
це

ле
ва

я 
по

сл
ед

ов
ат

ел
ьн

ос
ть

 н
ах

од
ит

ся
 в

 и
нт

ро
не

. В
оз

мо
ж

на
 «

эк
зо

ни
за

ци
я»

 с
оо

тв
ет

ст
ву

ю
щ

ег
о 

по
вт

ор
а 

в 
не

ан
но

ти
ро

ва
нн

ы
х 

из
оф

ор
ма

х 
тр

ан
ск

ри
пт

а 
(п

ри
су

тс
тв

ие
 с

пл
ай

си
ро

ва
нн

ы
х 

мР
Н

К
) н

а 
да

нн
ом

 у
ча

ст
ке

.
б 

– 
це

ле
ва

я 
по

сл
ед

ов
ат

ел
ьн

ос
ть

 н
аб

ор
а 

пр
об

 2
21

20
0_

at
 н

е 
со

от
ве

тс
тв

уе
т 

ни
 ге

на
м,

 н
и 

мР
Н

К
 и

 н
ах

од
ит

ся
 в

ну
тр

и 
пр

от
яж

ен
но

го
 ге

но
мн

ог
о 

по
вт

ор
а 

H
ER

V
K

3-
in

t (
ER

V
K

, LTR


).



332 Вавиловский журнал генетики и селекции,  2011,  Том 15,  № 2

Таблица 1
Классификация геномных повторов  

в целевых последовательностях наборов проб Affymetrix

Группа геномных повторов Классы повторяющихся  
элементов по RepBase

Число  
наборов проб

Доля  
наборов проб, %

Короткие транспозоны (< 300 п.н.) SINE/Alu, SINE/MIR 3200 31,8
– в том числе Alu Alu 1807 18,0

Длинные транспозоны (>300 п.н.) LINE/CR1, LINE/L1, L2 2191 21,8
– в том числе L1 L1 1394 13,9

LTR LTR/ERV1/ERVK/ERVL/MaLR 1235 12,3
DNA MER1, MER2 1005 10,0
Другие повторяющиеся элементы  
и сателлитные повторы

RNA, rRNA, Satellite, scRNA, 
snRNA, srpRNA 52 0,5

Участки низкой сложности,  
простые повторы Low_complexity 2373 23,6

прошли контроль качества сигнала экспрессии, 
нормализацию по алгоритму MAS5 (MAS 5.0 
algorithm) (Affymetrix, 2002). Затем значения 
экспрессии были логарифмиче-ски нормирова-
ны для сопоставления экспрессии генов на мик-
рочипах из разных экспериментов. Измерение 
уровня экспрессии проводилось без выделения 
отдельных проб.

Статистический анализ 

Была использована эмпирическая функция 
распределения сигнала экспрессии на индиви-
дуальных микрочипах. Эмпирическая функция 
распределения была построена также для групп 
наборов проб, классифицированных по степени 
присутствия повторов в целевых последова-
тельностях. Для сравнения распределений ис-
пользовалась компьютерная симуляция – были 
сгенерированы случайные группы наборов того 
же размера, процедура повторялась с помощью 
датчика случайных чисел.

Для контроля предсказательной (диагнос-
тической) способности наборов проб, содер-
жащих мобильные элементы и не содержащих 
их, были использованы опубликованные ранее 
результаты группировки тканей (различных гис-
тологических классов рака молочной железы). 
Данные  группы разделяются по экспрессии 
около 4000 дифференциально экспрессирую-
щихся генов (Orlov et al., 2007). 

Для численной оценки использовалась про-
грамма SAM (Statistical Analysis of Microarrays) 
(Tusher et al., 2001). Для каждого набора проб дан- 
ная программа рассчитывает «значимость разли-
чия» между двумя выборками данных (группами 
опухолей) с помощью оценки значения доли  
ложного предсказания «false discovery rate» (па-
раметр q-value). При фиксированном пороговом 
уровне q-value программа SAM идентифицирует 
набор генов (наборов проб), позволяющих досто-
верно разделить выборки. Зафиксировав значе-
ние этого параметра на уровнях 0,05 и 0,015, мы 
оценили фракцию наборов проб, позволяющих 
дискриминировать типы опухолей и содержащих 
при этом мобильные элементы. Дискриминиру-
ющая способность проб, содержащих мобиль-
ные элементы, была оценена с помощью отно-
шения наблюдаемой и ожидаемой доли проб, 
содержащих мобильные элементы. Для оценки 
значимости результатов использовался критерий 
Манна-Уитни (U-test) и односторонний точный 
критерий Фишера для таблиц данных. 

Результаты

Статистика геномных повторов  
в наборах проб

В целом до 25 % целевых последователь-
ностей для наборов проб проявляют значимое 
сходство с мобильными элементами (геномны-
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ми повторами), распространенными в геноме 
человека (������Orlov� et� �� ��al., 2007). Исходно дизайн 
микрочипа не предназначался для исследова-
ния экспрессии мобильных элементов. Но эти 
данные могут быть использованы для стати-
стических оценок, так же, как и для фильтра-
ции и калибровки измерения экспрессионного 
сигнала. Табл. 1 представляет число наборов 
проб, содержащих полностью или частично, 
геномные повторы.

Как видно из табл. 1, большое число це-
левых последовательностей наборов проб на 
микрочипе проявляют значимое сходство с 
геномными повторами, представляя, тем не 
менее, лишь малую часть от более чем 5 млн 
участков, размеченных Rep����������� �����eatMasker�� ����� (�����Smit� 
et al., 1996–2010) в геноме человека (таблица 
UCSC���������������������������������������    ). Напомним, что размеры последователь-
ностей варьируют от 100 до 500 п.н. Доля пере-
крывания, как правило, невысока, менее 50 %  
для большинства последовательностей (рис. 2). 
В то же время несколько тысяч целевых после-
довательностей перекрываются с геномными 
повторами более чем на 40 % от своей длины, 
а около 600 целевых последовательной – более 
чем на 90 %, что, несомненно, влияет на каче-
ство сигнала и может детектировать экспрессию 
мобильных элементов, а не генов, для которых 
исходно предназначался дизайн наборов проб. 
При этом часть последовательностей содержит 
простые тандемные повторы и участки низкой 
сложности, занимающие менее 10 % от общей 
длины целевой последовательности, что не 

должно оказывать влияние на сигнал экспрес-
сии (рис. 2).

Классификация целевых 
последовательностей Affymetrix  

по качеству дизайна  
и соответствию аннотации генов

Табл. 2 содержит общую статистику различ-
ных категорий неверно определенных целевых 
последовательностей проб Affymetrix U133 на 
основе геномной сборки Hg18. Около 6 % со-

Рис. 2. Распределение числа целевых последователь-
ностей наборов проб Affymetrix U133, пересекающих-
ся с повторяющимися элементами в геноме человека в 
зависимости от процентной доли геномных повторов 
в последовательности (ось абсцисс – от 0 до 100 %).

Таблица 2 
Общая классификация проблемных целевых последовательностей  

микрочипа Affymetrix U133 (чипы A и B)

Группа целевых последовательностей наборов проб Число Доля, %
Неоднозначно картируемые на геном человека 1984 4,4
Картированные в обратной ориентации к транскрипту 810 1,8
Перекрывающиеся с геномными повторами 3387 7,6
   80–100 % длины последовательности 761 1,7
   60–80 % 936 2,1
   40–60 % 1690 3,8
Итого не рекомендуется использовать 6181 13,8
Общее число корректных (рекомендуемых к использованию) наборов проб  
(включая перекрывание менее 40 % длины последовательности)	

38511 86,2

Общее число последовательностей микрочипов U133A и B 44692 100
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ставляют последовательности, картируемые на 
геном в различных участках (неоднозначно кар-
тируемые), не соответствующие последователь-
ностям генома человека, и последовательности, 
картируемые в противоположной ориентации к 
транскрибируемым последовательностям генов. 
Общая фракция целевых последовательностей 
наборов проб велика, до 25 %, но большей 
частью геномные повторы «присутствуют» в 
таких последовательностях лишь частично, и 
их можно считать адекватными для измерения 
экспрессионного сигнала. В целом 86 % набо-
ров проб были рекомендованы к использованию 
(Orlov et al., 2007).

Сравнение средних значений  
экспрессии наборов проб,  

содержащих геномные повторы

Мы сравнили средние уровни экспрессии для 
групп целевых последовательностей, содержа-
щих геномные повторы в зависимости от длины 
последовательности (с шагом гистограммы 10 %),  
и для корректных целевых последовательно-
стей (норма). Для каждой группы наборов проб, 
целевые последовательности которых содержат 
повторы, мы определили средние значения 

сигнала гибридизации наборов проб (в логариф-
мической шкале) и коэффициент вариации (дис-
персия, нормированная на среднее значение) на 
выборках данных опухолей (рис. 3). На рис. 3 
показано уменьшение среднего значения сигна-
ла при увеличении доли геномных повторов в 
целевой последовательности. В то же время ко-
эффициент вариации имеет противоположный 
тренд и может быть достаточно большим, более 
0,1, для последовательностей, почти полностью 
занятых геномными повторами. 

Способность целевых последовательностей,  
перекрывающихся с геномными повторами, 

к определению дифференциально 
экспрессирующихся генов

Было выполнено сравнение способности на-
боров проб дискриминировать дифференциаль-
но экспрессирующиеся гены в выборках образ-
цов опухолей различных типов. Гистологически 
опухоли молочной железы классов �������������   I������������    и ��������� III������  (низ-
ко- и высокометастазирующие) различаются, 
что может быть статистически на микрочипах 
показано дифференцированной экспрессией 
нескольких тысяч наборов проб Affymetrix. 
Используя программное обеспечение SAM 

Рис 3. Среднее значение экспрессии и коэффициент вариации наборов проб, перекрывающихся с геномными 
повторами, по выборке опухолевых тканей. 

Ось абсцисс – группа целевых последовательностей, занятых повторами на 90–100 %, 80–90 % и т. д. вплоть до 0 %,  
корректно определенных последовательностей (норма).  По оси ординат слева – среднее значение экспрессии соот-
ветствующей группы в логарифмической шкале сигнала гибридизации (колонки гистограммы), справа – коэффициент 
вариации (линия), безразмерное значение. Видны противоположные тренды – уменьшение среднего значения экспрессии 
при увеличении доли геномных повторов и увеличение коэффициента вариации (зашумленности сигнала). Данные 
приведены по выборке образцов опухолей молочной железы (гистологический Grade I).
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(Tusher et al., 2001), мы отобрали набор из 6144 
дифференциально экспрессирующихся генов 
на микрочипах U133A&B на фиксированном 
уровне q-value ложного положительного пред-
сказания, не превышающем 1,5 % .

Предполагая, что перекрывание с мобильны-
ми элементами приводит к ухудшению качества 
сигнала из-за неспецифического связывания 
проб с посторонними транскриптами и не мо-
жет быть использовано для дискриминации, 
мы вправе ожидать, что такие наборы проб 
должны быть недопредставлены во множестве 
дифференциально экспрессирующихся генов. 
Было рассчитано число наборов проб, занятых 
повторами на 10, 20, … , 100 %, найденных в 
данном множестве дифференциально экспрес-
сирующихся.

Доля дифференциально экспрессирующихся 
наборов проб, для которых соответствующая 
целевая последовательность перекрывается с 
геномными повторами в геноме человека, может 
быть рассчитана по формуле:

r = (Rs / R)/(Ns / N ),
где N – общее число наборов проб микрочипа; 
R – число наборов проб, перекрывающихся 
с геномными повторами, Ns  – число наборов 
проб, дифференциально экспрессирующихся в 
исследованных видах опухолей по статистиче- 
скому тесту программы SAM; Rs  – число на-
боров проб, перекрывающихся с геномными 
повторами и дифференциально экспрессирую-
щихся в тех же видах опухолей по тесту SAM.

Таким образом, r – это отношение наблюдае-
мой доли наборов проб, связанных с геномными 
повторами, к ожидаемой доле, ее значение может 
быть как больше, так и меньше единицы. Было 
определено, что присутствие простых тандемных 
повторов и участков низкой сложности не влияет 
на способность наборов проб дискриминировать 
опухоли. Простые повторы в целом занимают 
незначительную часть целевых последователь-
ностей (рис. 2), наборы проб, ассоциированные 
с простыми повторами, имеют малую вариабель-
ность сигнала (коэффициент вариации по клини-
ческим выборкам данных) и функционально не 
влияют на дискриминирующие свойства наборов 
проб при сравнении биологически различных 
выборок образцов тканей.

В то же время наборы проб, целевые после-
довательности которых содержат последова-

тельности мобильных элементов, существенно 
хуже дискриминируют опухоли (r < 1). Более 
того, наблюдается тренд изменения дискрими-
нирующего параметра r в зависимости от доли 
целевой последовательности, занятой мобиль-
ными элементами, особенно для протяженных 
геномных повторов (LTR и LINE): чем больше 
геномных повторов присутствует в целевой 
последовательности набора проб микрочипа, 
тем меньше отношение r (рис. 4).

Рис. 4. Оценка отношения r дискриминирующих набо-
ров проб к ожидаемому (при фиксированном q < 1,5 %)  
как функция процента целевой последовательности, 
занятой транспозонами.

Статистический анализ данных экспрессии 
наборов проб, связанных с геномными по-
вторами, на выборках образцов опухолей (мо-
лочной железы, тканей мозга) выявил общую 
воспроизводимую тенденцию: 1) увеличение 
шума в сигнале экспрессии (коэффициента 
вариации); 2) уменьшение среднего уровня 
сигнала экспрессии и 3) увеличение числа 
ложных корреляций, не связанных с взаимной 
регуляцией транскрипции. Таким образом, при 
интерпретации данных экспрессионных микро-
чипов необходим учет особенностей геномной 
аннотации мобильных элементов.

Заключение

Оценка активности мобильных элементов 
в геноме человека может быть выполнена на 
основе различных технологий включая полное 
ресеквенирование индивидуальных геномов и 
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секвенирование индивидуальных транскриптом 
(��������� ������������������������������������     Ewing���� ������������������������������������     , ��������������������������������������     Kazazian������������������������������     , 2010). В перспективе это по-
зволит более полно описать картину активации 
мобильных элементов в соматических клетках 
при повреждающих воздействиях различных 
типов, описать функционально активные копии 
и места встраивания мобильных элементов 
в геноме. Отметим, что новые технологии 
имеют ряд технических проблем, в частности 
достаточно высокий уровень ошибок секве-
нирования, чувствительность к GC-составу и 
гетерогенности последовательностей (Malone, 
Oliver, 2011). Это требует разработки специали-
зированных компьютерных  методов анализа.

Источники шума в численных данных 
микрочиповых экспериментов могут быть 
различны, связаны как с технологическими 
причинами, так и с неверной интерпретацией 
(аннотацией) наборов проб (Liu e�� ��t al., 2003; 
Gautier et al., 2004; Harbig et al., 2005). Критика 
качества наборов проб, связанных с присут-
ствием в них участков сходства с геномными 
повторами, была высказана ранее, однако без 
статистических оценок применительно к экс-
прессии мобильных элементов. Здесь показаны 
статистические оценки влияния повторов на 
интенсивность экспрессионного сигнала, коэф-
фициент вариации и способность дискримини-
ровать различные биологические классы (число 
дифференциально экспрессирующихся наборов 
проб) на больших выборках клинических дан-
ных (������Orlov� et al., 2007). Несмотря на ошибки ди-
зайна проб и аннотации последовательностей-
мишеней Affymetrix U133A&B, технологически 
платформа дает воспроизводимые результаты, 
подтвержденные большим объемом данных. 
Продолжаются работы по компьютерной анно-
тации наборов проб и сравнению микрочипо-
вых платформ Affymetrix, основанных на генах 
(серия ���������������������������������������       U��������������������������������������       133) и экзонах (����������������������    Gene������������������     1.0 и ����������� Exon�������  1.0),  
что позволяет получить новые результаты по 
экспрессии изоформ транскриптов (���Ha� et� ��� ���al�., 
2009; ��������Risue���с��o� et� �� ��al., 2010).

Таким образом, потенциал микрочиповых 
данных может быть использован гораздо пол-
нее через интеграцию геномной аннотации и 
клинических данных. Анализ наборов проб 
проводился для целевых последовательностей-
мишеней. Более детальный анализ каждого 
набора проб на уровне индивидуальных проб 

только уточняет картину и увеличивает число 
выявленных неверно аннотированных проб, 
дающих ненадежный сигнал экспрессии. Даль-
нейшее изменение аннотации референсного 
генома, в частности, в связи с новыми проекта-
ми ресеквенирования генома человека, может 
увеличить число неверно аннотированных проб  
и привести к переоценке данных, накопленных 
при использовании данного типа микрочипов за 
последние годы (Fasold et� �� ��al., 2010).

Детекция экспрессии мобильных элементов 
на данном типе микрочипа не была спланиро-
вана первоначально и показана только как ре-
зультат статистического анализа. Исследование 
транскрипции в геноме человека с помощью 
новых технологий секвенирования, в частности 
RNA-seq, позволяет найти новые транскрип-
ты в геноме, детекция которых невозможна с 
помощью микрочипов (Faulkner et� �� ��al., 2009). 
Таким образом, измерение уровней экспрессии 
мобильных элементов в соматических клетках, 
в частности в опухолевых тканях, может быть 
сделано с помощью других подходов. Мы по-
теряем, к сожалению, огромный массив клини-
ческих данных для микрочипов, накопленный 
в диагностических целях.

Отметим, что гибридизационный сигнал от 
набора проб с обнаруженным перекрыванием 
целевой последовательности с каким-либо ге-
номным повтором из RepBase, размеченным с 
помощью RepeatMasker, не дает информации о 
транскрипции конкретно этого мобильного эле-
мента или другого гомологичного ему элемента, 
расположенного на других хромосомах. Таким 
образом, мы можем сравнивать только классы 
мобильных элементов и оценивать статистиче-
ски их влияние на сигнал экспрессии. 

Экспонирование клеток к ДНК-повреж-
дающим воздействиям, таким, как лекарства 
химиотерапии или радиация, может вести к 
индукции транскрипции SINE�-элементов, что 
подтверждает глобальную активацию транс-
позонов в геноме при стрессовых условиях 
(������� ��������������  �����������������������   Hagan�� ��������������  �����������������������   , ��������������  �����������������������   Rudin���������  �����������������������   , 2002). Есть данные об экспрес-
сии в соматических клетках элементов семей-
ства L�1 (LINE) (Gasior et al., 2006; Belancio et� 
al., 2010; O′Donnell, Burns, 2010; Iramaneerat et 
al., 2011). Механизмы воздействия экспрессии 
мобильных элементов могут не ограничиваться 
встройками ДНК и структурными изменениями 
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генома. Показано, что РНК, транскрибируемая 
с Alu-повторов, может взаимодействовать с 
РНК полимеразой ��������������������������   II������������������������    и подавлять экспрессию 
некоторых белок-кодирующих генов (���������Ponicsan� 
et� �� ��al., 2010). Неравномерное распределение 
транспозонов в геноме и их активация могут 
вести к изменению экспрессии генов в раковых 
тканях и при повреждающих воздействиях, что 
требует дальнейшего изучения. 
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Summary

Transposable elements (TEs) of the human genome can be expressed in somatic cells in different tissues, 
but direct experimental information on this item is scarce. Nevertheless, the huge volume of clinical 
microarray data on TE expression in the human genome is sufficient to investigate statistical problems of 
gene annotation, noise in expression measurement, and expression of TEs associated with microarray probes. 
In recent years, data on gene expression in cancer tissues have been collected on the base of the Affymetrix 
microarray platform in diagnostics and medical studies and submitted to the Internet data repositories Gene 
Expression Omnibus (GEO) NCBI and ArrayExpress. Statistical estimates of TE expression were studied 
earlier in connection with probe design quality on expression arrays and genomic location of the probesets. 
It was shown that up to 25 % of the initial target sequences of Affymetrix U133 GeneChips had overlaps 
with TEs in the human genome. This work shows statistically significant effects of gene expression changes 
on probesets associated with TEs. A review of technologies for estimation of TE expression is given. 

Key words: human genome, transposable elements, expression microchips, statistical estimates, 
transcription.


