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Проблема анализа последовательностей возникла с 
появлением быстрых методов секвенирования.

Введение

Фредерик Сэнгер 
(1918)

● Объем баз данных первичных последовательностей 
растет экспоненциально.

● База данных GeneBank (NCBI) содержит около 
160 млн записей (150 млрд. пар оснований).

● База данных UniProt содержит около 30 млн. записей 
(10 млрд. аминокислотных остатков).

Что делать с этим колоссальным объемом данных?



  

Выравнивание - суть процедура попарного сопоставления остатков в 
последовательностях друг с другом, направленное на поиск соответствия 
между последовательностями.

Выравнивание позволяет:

● Сопоставить и сравнить 
последовательности

● Определить меру схожести 
последовательностей

● Выявить вариабельные и 
консервативные области

Считается, что белки с более чем 45% идентичных остатков в выравнивании, это 
ОЧЕНЬ похожие белки, более 25% - имеют сходную пространственную укладку, 
18-25% - "переходная зона". Менее 18% - сходства, как правило, нет.

Тем не менее миоглобин кашалота и леггемоглобин люпина (15%) действительно 
гомологи, а химотрипсин и субтилизин (12%) родственниками не являются.

Выравнивание последовательностей



  

Точечная матрица сходства есть матрица, в которой строки соответствуют одной 
последовательности, а столбцы другой. В простейшем варианте на пересечении 
совпадающих элементов выставляют единицы, а в остальных ячейках нули.

Точечная матрица сходства

● Позволяет установить участки 
локального совпадения.

● Позволяет установить наличие 
повторов и палиндромных 
последовательностей.

● Позволяет сопоставить по крайней 
мере фрагменты 
последовательностей.
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● p-дистанция - доля не совпадающих в выравнивании остатков.

● Возможность возникновения множественных замен можно учесть, принимая во 
внимание, что вероятность замены подчиняется распределению Пуассона:

Для пары последовательностей 
вероятность не обнаружить мутацию: 

Среднее число мутаций на сайт:

Для Пуассон-корректированной 
дистанции получим:

Вариантом Пуассон-корректированной 
дистанции является дистанция Кимуры - 
эмпирическое правило для p < 0.7:

Оценка расстояний между
последовательностями



  

В реальности наблюдается неоднородность в скорости замен от сайта к сайту. 
Дисперсия количества замен на сайт выше, чем дает распределение Пуассона и 
приближается к таковой распределения Паскаля:

В этом случае скорость накопления мутаций от сайта к сайту должна 
варьировать согласно согласно гамма-распределению. Тогда для гамма-
дистанции можно записать:

Для реальных белков α варьирует в пределах 
от 0.2 до 3.5, в частности для последователь-
ностей цитохрома С позвоночных α ≈ 2.

При α=0.65 d
G
переходит в дистанцию Гришина.

Оценка расстояний между 
последовательностями



  

Вероятность замены одной аминокислоты на другую зависит от того, 
какие именно это аминокислоты. Об этом красноречиво свидетельствует 
статистика.

Матрицы аминокислотных замен

PAM (1-250) (Point Accepted Mutations) - 
матрица аминокислотных замен, 
предложенная в 1972 году М. Дейхоф, на 
основании анализа 1572 белковых 
последовательностей.

Dayhoff, M.O., Schwartz, R. and Orcutt, B.C. "A model of Evolutionary Change in Proteins". Atlas of protein sequence and 
structure (volume 5, supplement 3 ed.). Nat. Biomed. Res. Found. pp. 345–358. 1978.

Маргарет Дейхоф 
(1925 - 1983)



  

Для построения были использованы наборы белков с разным количеством 
совпадающих аминокислот. Таким образом были созданы матрицы,  подходящие 
для сравнения белков, разошедшихся на разные расстояния.

Матрицы BLOSUM
BLOck SUbstitution Matrix

Henikoff, S.; Henikoff, J.G. "Amino Acid Substitution Matrices from Protein Blocks". PNAS. 1992. 89(22): 10915–10919.



  

Вопрос о том, насколько важна делеция, по сравнению с заменой остается 
открытым, хотя примерно величины штрафов можно оценить исходя из 
вероятностей появления делеций.

Более или менее однозначно установлено, что открытие делеции существенно 
дороже, чем ее продолжение.

Как правило для выравниваний последовательностей ДНК используют +1 для 
совпадения, 0 для замены, -10 для открытия и -0.1 для продолжения делеции. Для 
белков, при использовании матрицы BLOSUM62, штрафы составят -11 за 
открытие и -1 за продолжение делеции.

Цена делеции и вставки



  

A A G C T A T G C A T

G -1 -1 2 0 -1 -1 -1 2 0 -1 -1

C -1 -2 0 4 2 1 -2 0 4 2 0

T -1 -2 -2 2 6 4 3 1 2 3 1

G -1 -2 0 0 4 5 3 5 3 1 2

C -1 -2 -2 2 2 3 4 3 7 5 3

T -1 -2 -3 0 4 2 2 3 5 6 7

Пусть цена совпадения +2, замены -1, открытия делеции -2, продолжения делеции -1.

Алгоритм Смита-Ватермана

T.F. Smith and M.S. Waterman. "Identification of Common Molecular 
Subsequences". Journal of Molecular Biology. 1981. 147:195–197.
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Сколькими способами можно попасть 
из А в В? 

А если предположить, что путь 
ОБЯЗАТЕЛЬНО проходит через Q?

Всего путей обхода матрицы 12870, а 
путей, проходящих через Q только 70.

Эта незамысловатая идея лежит в основе всех методов 
динамического программирования

Редукция задачи

A

Q

B



  

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) – это семейство алгоритмов, 
позволяющих выравнивать тестовую последовательность относительно другой 
последовательности (базы данных).

Алгоритм:

1. Разобьем тестовую последовательность на короткие (~3 а.к. или 11 п.о.) 
«слова» и будем искать их в базе.

2. Каждый участок локальной гомологии будем расширять до тех пор, пока вес 
участка локального выравнивания продолжает расти.

3. Для объединения участков локальной гомологии воспользуемся алгоритмом 
Смита-Ватермана.

В отличие от более ресурсоёмких алгоритмов поиск гомологии при помощи 
BLAST может привести к не оптимальному выравниванию

BLAST

Altschul, S; Gish, W; Miller, W; Myers, E; Lipman, D. "Basic local alignment search tool". 
Journal of Molecular Biology. 1990. 215 (3): 403–410.



  

● Веса оптимальных выравниваний для набора случайных последовательностей 
подчиняются распределению Гумбеля:

● Относительная значимость выравнивания может быть выражена Z-score:

● Вероятность случайно получить последовательность 
с аналогичным или большим весом:

● Ожидаемое количество последовательностей 
с таким же или лучшим сходством:

Значимость выравнивания



  

Профиль - есть набор частот встречаемости остатков определенных позициях 
среди более или менее однородной выборки достаточно близких гомологов. 
Идея построения профиля сродни идее построения матрицы замен BLOSUM. 

Опыт показывает, что наборы аминокислот высоконсервативных участков 
позволяют опознавать дальних родственников по первичной структуре.

Профили

Профиль для α-цепей  гемоглобинов позвоночных (шпорцевой лягушки, 
слоновой черепахи, филина, ежа, собаки, макака резуса и человека).

http://weblogo.berkeley.edu



  

Position Specific Iterative BLAST - продукт 
совмещения идей динамического 
программирования и построения профилей:

Алгоритм:

1. Проводим стандартную процедуру BLAST.

2. Для схожих последовательностей строим 

профиль.

3. Проводим процедуру BLAST с 
учетом новых весовых 
коэффициентов.

4. Продолжаем, пока результат не 
перестанет меняться 

PSI-BLAST - мощное средство поиска 
дальних гомологов.

PSI-BLAST

www.uniprot.org

Methanococcus jannaschii

www.uniprot.org



  

Множественное выравнивание - есть выравнивание нескольких последовательностей 
друг относительно друга.

1. Для множества последовательностей выполняют попарное выравнивание.

2. Пара наиболее близких последовательностей служат «затравкой».

3. Относительно затравки с использованием идеологии профилей последовательно 
выравнивают все остальные последовательности в порядке увеличения несхожести.

Множественное выравнивание (Clustal)

Sievers F et. all. "Fast, scalable generation of high-quality protein multiple sequence 
alignments using Clustal Omega". 2011. Mol Syst Biol 7 7 (539)

www.uniprot.org



  

HMM – Hidden Markov Models - общий подход к решению многих трудно 
алгоритмизуемых задач. 

Считается, что наблюдаемая экспериментально последовательность событий 
ведет себя как цепь Маркова с неизвестными параметрами. Задача состоит в 
определении этих параметров. Применительно к последовательностям 
аминокислот, очередное событие есть появление остатка в определенном 
положении:

● Каждый остаток порождает следующий, делецию или вставку

● Вероятности всех трех событий, как и вероятность порождения различных 
остатков данным зависят от положения

● Часто полученные по набору 
гомологов вероятности в HMM 
дополняют матрицами 
аминокислотных замен.

Скрытые Марковские Модели



  

Спасибо за внимание!!!
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