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Аннотация

Предложен новый алгоритм выравнивания аминокислотных последовательностей, ко-

торый учитывает структуру белка, участвующую в образовании димеров или систем из

большего числа субъединиц. Этот алгоритм имеет прикладное значение в биоинформатике

для предсказания эволюции структур белков. Однако тот же метод применим к анализу

любых последовательностей, в состав которых входят повторяющиеся блоки фиксирован-

ной длины наряду с бесструктурными участками. Большинство известных подходов к та-

ким задачам основано либо на предсказании структуры одной последовательности, либо

на выравнивании последовательностей без использования структуры. Наш подход объ-

единяет эти методы. В частности, наш алгоритм основан на той же идее, что и алгоритм

Масека–Патерсона и алгоритмы для выравнивания сжатых последовательностей. Работая

с белками, мы рассматриваем блоки длины семь. Но аналогично можно рассмотреть бло-

ки другой длины. Важно, что потенциальный структурный элемент выделяется составом

небольшой окрестности. Хотя окончательный выбор делается с учётом глобального вы-

равнивания последовательностей. Также обсуждается возможность ускорения алгоритма

при дополнительном условии. Это дополнительное условие состоит в отделимости друг

от друга структурированных участков. Наш алгоритм позволяет уточнить предсказания

структуры белка. Поскольку время работы малое, можно проводить вычисления с боль-

шими наборами белков, в частности, при изучении эволюции эукариотических белков.

Выравнивание белков позволяет быстро выделять наиболее важные структуры, которые

остаются консервативными в ходе эволюции. В частности, это полезно для исследования

белков, структура которых меняется в результате изменения внешних условий или взаи-

модействия с другими белками.
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Abstract

We propose a new algorithm for amino acid sequence alignment that uses the protein

structure involved in the formation of dimers or systems of a larger number of subunits. The

algorithm has practical application in bioinformatics for predicting the evolution of protein

structures. However, the same method is applicable to the analysis of any sequences that contain

repeating blocks of fixed length along with unstructured regions. Most known approaches to

solve such problems are based either on the prediction of a single-sequence structure or on the

alignment of sequences without using the structure. Our approach combines these methods.

In particular, our algorithm is based on the same idea as the Masek–Paterson algorithm and

algorithms for aligning compressed sequences. When working with proteins, we consider blocks

of length seven. But blocks of other lengths can be considered similarly. It is important that

the potential structural element is distinguished by the composition of a small neighborhood.

Although the final choice is made taking into account the global alignment of sequences. The

possibility of accelerating the algorithm under an additional condition is also discussed. This

additional condition consists in the separability of structured sections from each other. Our

algorithm allows us to refine protein structure predictions. Because its running time is small,

one can perform computations over large sets of proteins, in particular, for studying the evolution

of eukaryotic proteins. The protein alignment allows us to quickly identify the most important

structures that remain conserved during evolution. In particular, it is useful for studying proteins

with structure changes as a result of changing external conditions or interactions with other

proteins.
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1. Введение

Вычисление (обобщённого) редакционного расстояния, поиск наибольшей общей подпосле-
довательности и выравнивание последовательностей широко используются в биоинформатике.
Обобщённое редакционное расстояние, при котором замены и вставки дают разные вклады
в расстояние, легко вычислить за квадратичное время [1]. Известно несколько алгоритмов
для точного вычисления редакционного расстояния за меньшее время [2, 3, 4, 5]. Пусть даны
две равномерно распределенные случайные двоичные строки равной длины. Математическое
ожидание длины наибольшей общей подпоследовательности двух случайных двоичных после-
довательностей рассмотрено в работе [6]. Аппроксимировать редакционное расстояние можно
за меньшее время [7]. Для фиксированной верхней границы на редакционное расстояние из-
вестны алгоритмы, время работы которых линейно зависит от длины последовательностей [8].
Программа MMseqs2 реализует быстрый эвристический алгоритм [9]. Также используют и
другие оценки сходства последовательностей [10, 11]. При исследовании последовательностей
ДНК в эволюционной биологии часто рассматриваются тандемные дубликации [12, 13].

Для предсказания структуры белка уже создано несколько алгоритмов [14, 15]. И эти
алгоритмы часто применяются в биоинформатике [16]. Однако предсказание структуры по
одной последовательности может быть трудным для белков с различными альтернативными
структурами, формирование которых зависит от небольших изменений внешних условий [17].
Другой причиной изменения структуры может быть модификация отдельных аминокислот.

Менее изучены задачи выравнивания последовательностей с учётом некоторой дополни-
тельной структуры. Примером такой структуры, важной для изучения нуклеотидных после-
довательностей, служат несовершенные палиндромы, рассмотренные в недавней статье [18].
Примерами таких несовершенных палиндромов могут быть сайты кооперативного связывания
гомодимеров транскрипционных факторов с ДНК [19]. Другие примеры связаны с некодиру-
ющими РНК, обычно имеющими сложную вторичную структуру [20]. Также рассматривались
алгоритмы выравнивания периодических последовательностей [21, 22].Существует связь меж-
ду паросочетаниями и структурой белка [23].

Мы рассмотрим аминокислотные последовательности со структурой, участвующей в обра-
зовании димеров или более сложных комплексов белков, состоящих из нескольких субъеди-
ниц. Такие структуры белков были впервые открыты в 1952 году и названы coiled-coil [24].
Известно много типов таких структур, образованных α-спиралями с повторяющимися гид-
рофобными аминокислотами [25]. Поскольку на один виток α-спирали приходится в среднем
3.6 аминокислот, два витка составляют близкое к целому число аминокислот. Поэтому для
взаимодействия двух α-спиралей важно повторение гидрофобных аминокислот с периодом
семь. Обычно рассматривают вырожденные повторы участка abcdefg, где на позициях a и d
расположены гидрофобные аминокислоты, а на позициях b, c и f полярные аминокислоты.
Частный случай, когда позиции с периодом семь занимает лейцин, называется лейциновой
молнией. Метод для предсказания в одной последовательности такого участка, который вхо-
дит в состав структуры coiled-coil, был реализован в программе COILS, которую предложил
Андрей Лупас (Andrei Lupas) [26]. Предсказание coiled-coil с использованием свёрточных ней-
ронных сетей было рассмотрено Фенгом и соавторами [27]. Однако такие предсказания не
учитывают выравнивания разных последовательностей.

Мы рассматриваем задачу выравнивания двух аминокислотных последовательностей, при
котором вычисляется обобщённое редакционное расстояние и общие потенциальные участки,
участвующие в образовании структуры coiled-coil.
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2. Предварительные сведения

Аминокислотной последовательностью называется последовательность в двадцатибуквен-
ном алфавите {A,C,D,E, F,G,H, I,K,L,M,N, P,Q,R, S, T, V,W, Y }. Из них к гидрофобным
неполярным аминокислотам относятся [28]: аланин A, валин V , изолейцин I, лейцин L, фе-
нилаланин F , триптофан W и метионин M . Полярные положительно заряженные при pH = 7
аминокислоты: лизин K, аргинин R и гистидин H. Отрицательно заряженные при pH = 7
аминокислоты: аспартат D и глутамат E.

Метод Нидлмана–Вунша [1] состоит в последовательном заполнении таблицы (обобщён-
ных) редакционных расстояний между всеми префиксами двух исходных последовательно-
стей. В итоге в нижнем правом углу этой таблицы записано расстояние между последователь-
ностями. Так для двух последовательностей, длины которых равны m и n соответственно,
редакционное расстояние вычисляется за время O(mn).

Масек и Патерсон [2] заметили, опираясь на работу [29], что этот метод требует меньшего
времени и памяти, если исходные последовательности разбить на блоки, которые могут по-
вторяться. Таблица расстояний заполняется лишь для префиксов, состоящих из целого числа
блоков. Если длина блока равна числу p, то получится таблица, содержащая mn/p2 записей.
В последующих работах [3, 4] было показано, что тот же метод применим для вычисления
редакционного расстояния между последовательностями, сжатыми методом Лемпеля–Зива.

М. А. Ройтберг и соавторы [30] предлагали заранее разметить на последовательности
структурные элементы (для белков это могут быть, например, α-спирали и β-листы), и до-
бавлять при вычислении расстояния штрафы, увеличивающие расстояние, при выравнивании
позиций, входящих в разные структурные элементы. К сожалению, эта стратегия может да-
вать неудачные результаты из-за неточностей определения структуры и возможности альтер-
нативных структур, в составе которых одна позиция может входить в структурные элементы
разных типов. Однако можно найти оптимальные по Парето выравнивания, учитывающие
структуру.

3. Результаты

Штрафы за вставки и замены аминокислот могут быть выбраны, например, согласно
BLOSUM62 и BLOSUM80, которые часто используют в биоинформатике. Гептамером назы-
вается слово в данной последовательности длины семь, аминокислоты которого расположены
согласно структуре coiled-coil.

Замечание 1. Обычно вычисляемая в биоинформатике величина, используемая для оцен-
ки сходства последовательностей, отличается от редакционного расстояния, поскольку мо-
жет принимать как отрицательные, так и положительные значения. Мы рассматриваем
расстояние, удовлетворяющее обычным условиям.

Теорема 1. Пусть фиксированы штрафы за вставки и замены аминокислот, а также
штрафы за несоответствие гептамеров, участвующих в образовании структуры coiled-coil.
Существует алгоритм, который, получив на вход две аминокислотные последовательности
с длинами m и n соответственно, за время O(mn) вычисляет обобщенное редакционное рас-
стояние с учётом структуры coiled-coil и оптимальное число выравненных друг под другом
гептамеров.

Доказательство. Разметим в каждой из последовательностей (независимо от их вырав-
нивания между собой) гептамеры — участки по семь аминокислот, соответствующие образцу
для структур coiled-coil. Эти участки могут пересекаться между собой или быть разделены
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друг от друга любым числом аминокислот. Для всех пар гептамеров из разных последова-
тельностей вычисляется расстояние при выравнивании без делеций. (Здесь видна аналогия с
алгоритмом Масека–Патерсона.)

Рассмотрим наряду с основной таблицей расстояний между префиксами последовательно-
стей, вспомогательные таблицы для других вариантов выравнивания.

Пусть известно оптимальное выравнивание (с оптимальной разметкой участков) для пре-
фиксов, длины которых меньше числа j для первой или числа k для второй последователь-
ности. Для заполнения новых ячеек таблиц, рассмотрим несколько случаев.

Если хотя бы одна из позиций — j-я в первой или k-я во второй последовательности —
не покрыта ранее размеченными гептамерами, то вычисляем расстояние между префиксами,
длины которых равны j и k соответственно, как обычно в методе Нидлмана–Вунша.

Если обе позиции — j-я в первой и k-я во второй последовательности — покрыты ранее раз-
меченными гептамерами, то параллельно продолжаем выравнивание двумя путями. На первом
пути к префиксу добавляется гептамер, как это делалось в алгоритме Масека–Патерсона. Ре-
зультаты вносятся во вспомогательную таблицу. На втором пути добавляем дополнительный
штраф (за отказ от использования гептамера) и продолжаем заполнение второй вспомога-
тельной таблицы, пока не будет добавлено достаточно много (хотя бы семь) новых позиций.
При этом может быть вторичное разветвление. Если на втором пути получено оптимальное
расстояние для префиксов достаточно большой длины, то это значение сравнивается со зна-
чением на первом пути. Из этих вариантов выбирается меньшее. После того, как такой выбор
сделан, значение расстояния записывается в основную таблицу и уже не меняется. Но из-за
вторичных разветвлений окончательный выбор может быть отложен. Теорема доказана.

Замечание 2. Штраф за несоответствие гептамеров из разных последовательностей
можно не задавать, но определять подбором до достижения оптимума по Парето.

Дальнейшее ускорение алгоритма методом Масека–Патерсона позволяет искать решения
при дополнительном условии.

Теорема 2. Пусть фиксированы штрафы за вставки и замены аминокислот, а также
штрафы за несоответствие гептамеров, участвующих в образовании структуры coiled-coil.
Существует алгоритм, который получает на вход две аминокислотные последовательно-
сти, длины которых равны m и n соответственно и кратны некоторому числу p. Пусть
выполнены два условия: во-первых, блоки не разделяют начала и концы каких-либо гепта-
меров, которые могут участвовать в образовании структуры coiled-coil; во-вторых, общее
число различных блоков мало, поскольку они повторяются в составе входных последователь-
ностей. Тогда этот алгоритм, делая O(mn/p2) шагов метода динамического программиро-
вания, вычисляет обобщенное редакционное расстояние с учётом структуры coiled-coil и
оптимальное число выравненных друг под другом гептамеров.

Доказательство. По условию длины m и n кратны числу p. Сначала алгоритм вы-
числяет таблицы оптимальных расстояний для всех пар блоков, встретившихся во входных
последовательностях. Число шагов метода динамического программирования для каждой па-
ры блоков ограничено сверху величиной O(p2). С другой стороны, число встретившихся пар
блоков не превосходит числа mn/p2, но по условию это число значительно меньше верхней
границы. Следовательно, время такого препроцессинга мало по сравнению со временем после-
дующей работы алгоритма. Дополнительное условие состоит в том, что блоки не разделяют
начала и концы каких-либо гептамеров. Это позволяет за один шаг добавлять к выравнива-
нию блок целиком. Когда известны таблицы расстояний для всех встретившихся пар блоков,
вычисление большой таблицы расстояний для исходных последовательностей легко сводит-
ся к добавлению блоков. Это позволяет уменьшить число шагов алгоритма динамического
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программирования. Считая присоединение блока за один шаг, число шагов будет ограничено
сверху функцией O(mn/p2). Теорема доказана.

Замечание 3. Аналогично можно рассматривать разбиение на блоки, имеющие различ-
ные длины, в частности, можно ослабить требование, чтобы длины входных последователь-
ностей были кратны одному числу p. К сожалению, при работе с последовательностями над
большим алфавитом условие малости числа различных блоков не будет выполнено на боль-
шой доле последовательностей.

3.1. Детали алгоритма

Основной трудностью является обработка ситуаций, в которых несколько пар гептамеров
накладывается друг на друга. Заметим, что если в позиции i было размечено начало гептаме-
ра, то ещё два гептамера могут начинаться в позициях i+3 и i+6. В таких случаях возникают
вторичные разветвления, которые также необходимо рассматривать. Будем называть гепта-
мерным наложением строку длины s, в которой на позициях 1, 4, 7, ...s− 6 размечены начала
гептамеров.

y13

y12

y11

y10

y9

y8

y7

y6

y5

y4

y3

y2

y1

x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x8 x9 x10 x11 x12 x13

P1,1 P1,2 P1,3

P2,1 P2,2 P2,3

P3,1 P3,2 P3,3

Рис. 1: Выравнивание гептамерных наложений x и y, в индексах 1, 4, 7 – начала гептамеров, в
каждой паре индексов начинается вычисление нового разветвления пары таблиц(на рисунке
отмечены первые 5 таблиц), затем выбирается лучшее значение на левом нижнем конце таб-
лицы. Позиции, в которых начинаются новые разветвления отмечены Pi,j , Все разветвления
начинаются внутри первой таблицы.

Заметим, что если выбирается гептамер на позиции i, то гептамеры на позициях i− 3, i−
6, i + 3, i + 6 не могут быть выбраны. Таким образом, гептамеры внутри наложений можно
разбить на непересекающиеся упорядоченные тройки и выравнивать каждую пару троек из
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разных последовательностей, так как при выборе одного гептамера в тройке, два других не
могут быть выбраны. Тогда, будем называть блоком девять вспомогательных таблиц, содер-
жащих лучшие выравнивания для каждой пары гептамеров из двух троек. Пример таблиц
внутри блока изображен на рисунке 1.

Bb

Bdiag Bup

Bleft Bc

Рис. 2: Блоки участвующие в заполнении блока Bc. Блок Bb содержит таблицу Tbest, из этого
блока, а также из блока Bdiag необходимо просчитывать два сценария выравнивания, из блоков
Bup и Bleft – только игнорирующий гептамеры, эти переходы отмечены пунктиром.

Заметим, что для вычисления каждого следующего блока необходимо знать не более че-
тырёх блоков – блока слева Bleft, блока сверху Bup и блока сверху и слева Bdiag. Кроме того,
необходимо рассматривать таблицу Tbest с лучшим расстоянием для последних гептамеров в
тройках, находящихся на два блока левее и два блока выше от вычисляемого. От каждого из
блоков и таблицы достраиваются таблицы для всех пар гептамеров в вычисляемом блоке, а
затем для каждой пары выбирается лучшая из них.

Tbest

P1,1

P2,1

P3,1

P4,1

P5,1

P6,1

P1,2

P2,2

P3,2

P4,2

P5,2

P6,2

P1,3

P2,3

P3,3

P4,3

P5,3

P6,3

P1,4

P2,4

P3,4

P4,4

P5,4

P6,4

P1,5

P2,5

P3,5

P4,5

P5,5

P6,5

P1,6

P2,6

P3,6

P4,6

P5,6

P6,6

Bdiag Bup

Bleft

Рис. 3: Таблицы из блока Bdiag, влияющие на вычисление таблицы P5,5( для блока, располо-
женного справа внизу находятся на расстоянии не менее двух таблиц по вертикали и двух
таблиц по горизонтали(обведены спиралью). От этих таблиц, а также от таблицы Tbest вы-
числяются оба сценария выравнивания. Из блоков Bleft и Bup используются только таблицы,
расположенные не ниже и не левее вычисляемой таблицы (обведены зигзагом).

При этом важно, что при вычислении таблиц от блока Bdiag и таблицы Tbest обязательно
необходимо вычислить таблицы как для случая, когда к концу таблицы добавляется гептамер,
так и для случая, когда гептамеры не используются, но в то же время, от блоков Bleft и Bup

достраиваются таблицы с игнорированием гептамеров, причём в блоке Bleft рассматриваются
только таблицы, находящиеся не ниже вычисляемой, а в блоке Bup только те таблицы, которые
не находятся правее вычисляемой. Игнорирование одного из сценариев выравнивания для
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вычисления таблиц от этих блоков обусловлено тем, что если гептамер хотя бы в одной из
троек уже использован в выравнивании, то он уже не может быть использован в выравнивании
ни с одним другим гептамером. Диаграмма заполнения нового блока изображена на рисунке
2.

Из блока Bdiag для пары гептамеров будут достраиваться таблицы с использованием геп-
тамеров только от тех пар, гептамеры которых не пересекаются с рассматриваемыми гептаме-
рами. Таблица Tbest достраивается для всех таблиц вычисляемого блока, предполагая, что в
блоке Bdiag ни одна из пар гептамеров не была использована. На рисунке 3 изображен пример
выбора таблиц для вычисления новой таблицы, находящейся в середине блока.

Таким образом, так как число сравнений на каждом шаге равно константе, общая слож-
ность алгоритма остаётся квадратичной. В то же время, так как каждый новый ряд таблицы
блоков вычисляется, используя только два предыдущих ряда блоков, одновременно необхо-
димо хранить только три ряда блоков. Пример графа, задающего порядок заполнения новых
блоков для двух гептамерных наложений изображен на рисунке 4.

computed rows

current row

computed rows

current row

computed rows

current row

computed rows

current row

computed rows

current row

computed rows

current row

Рис. 4: Граф обхода блоков для двух гептамерных наложений. Зигзагом обведён вычисляемый
ряд блоков, для его вычисления используются два верхних ряда блоков.

Замечание 4. Для вычисления выравнивания двух наложений разной длины можно рас-
полагать ряды блоков вдоль более длинного наложения, тогда, каждый ряд будет не большей
длины, чем при расположении рядов вдоль короткого наложения, однако, при большой раз-
нице в длине наложений, число блоков в ряду может сильно уменьшиться.

4. Обсуждение

Заметим, что несмотря на большое количество блоков, которые теоретически могут быть
рассмотрены, фактически, в реальных биологических данных длинные наложения являются
редкостью. Авторы проанализировали открытый набор данных protein data bank [31, 32],
содержащий аминокислотные нуклеотидные последовательности белков, из 89083 уникальных
последовательностей, результаты анализа приведены на таблице 4. Гептамеры присутствовали
в 75941 последовательностях, из них, в 32521 присутствовали гептамерные наложения, и в 1070
присутствовали наложения длинее 3, которые потребовали бы вычисление более одного блока.
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Длина наибольшего гептамерного наложения Число последовательностей

1 43420
2 26141
3 5310
4 962
5 78
6 23
7 3
9 1
10 1
11 1
13 1

Таблица 1: Распределение последовательностей по длине наибольшего гептамерного наложе-
ния в Protein Data Bank

Замечание 5. Важно заметить, что рассматриваемая структура является обобще-
нием других принятых в биологической литературе структур, например, структуры, рас-
смотренной в статье Риса и соавторов [33], в которой, в участке abcdefg, на позициях a
и d расположены гидрофобные аминокислоты, а на позициях остальных позициях – поляр-
ные аминокислоты. Гептамеры, соответсвующие такой структуре не могут содержать
внутри себя другие гептамеры, и для них необходимость рассматривать наложения от-
сутствует.

5. Заключение

Рассматриваемый нами метод может применяться для уточнения предсказания структуры
белка. Малое время работы позволит проводить вычисления с большими наборами белков, в
частности, при изучении эволюции эукариотических белков. С одной стороны, выравнивание с
учётом структуры позволяет быстро выделять те структуры, которые остаются консерватив-
ными в ходе эволюции. В частности, это структуры, которые меняются в результате измене-
ния внешних условий или взаимодействия с другими белками. С другой стороны, полученное
редакционное расстояние может отличаться от аналогичного расстояния, вычисляемого вне
зависимости от структуры. Это позволит уточнить отношение гомологичности на множестве
белков.
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within constant factor in truly sub-quadratic time // Journal of the ACM. 2020. V. 67, № 6.
Article 36. https://doi.org/10.1145/3422823

8. Kociumaka T., Radoszewski J., Starikovskaya T. Longest common substring with approximately
k mismatches // Algorithmica. 2019. V. 81, № 6. P. 2633–2652. https://doi.org/10.1007/s00453-
019-00548-x
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