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щ л й Л ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

' Актуальность темы. Биоинформатика как самостоятельное научное направление 

появилась сравнительно недавно, благодаря созданшо быстрых методов секвенировааия 

последовательностей ДНК. Открылась возможность сравнительного изучения многих 

полных геномных последовательностей, прежде всего, у родственных организмов на ос

нове компьютерного анализа, использующего современные алгоритмы. Секвенирование 

геномов стало рутинным процессом, ежемесячно публикуются по несколько геномов, и 

стало ясно, что все возрастающая доля геномов может быть исследована только компью

терно, по крайней мере, на стадии предсказания в исходных данных эффектов, требующих 

дополнительного экспериментального изучения. В последние годы появилось много но

вых методик, алгоритмов и компьютерных программ для изучения геномов, начиная от 

определения генов, предсказания их функций, поиска родственных генов в других орга

низмах и вплоть до предсказания механизмов регуляции различных метаболических пу

тей, эволюции геномов и т.д. 

Одна из важных задач биоинформатики состоит в распознавании различных регуля-

торных сигналов, и, в частности, в поиске потенциальных сайтов связывания транскрип
ционных факторов. Эта задача представляется вычислительно и биологически весьма 

сложной. Поставленная более 15 лет тому назад, она до сих пор далека от эффективного 

решения. Часто недостаточный объем исходной выборки и низкая степень консервативно

сти сигнала мешают надежному предсказанию сигнала. Но даже и в выборке большего 

объема не всегда удается найти достоверный сигнал. Поскольку механизм белок-

дезоксирибонуклеинового взаимодействия плохо изучен, не всегда можно заранее указать 

длину искомого сигнала и его структуру, а также исходная выборка часто включает по

следовательности, не содержащие искомого сигнала, - все это значительно затрудняет ис

следование. 

Цель работы. Создание быстрой и эффективной программы для выделения регуля-

торных сигналов белок-дезоксирибонуклеинового взаимодействия в геномах и использо

вание ее для поиска новых сигналов связывания транскрипционных факторов в различных 

таксономических группах организмов и для разных регуляторных систем. 

Методика исследования. Создание программного приложения на языке Object Pas

cal в среде программирование Delphi. Тестирование эффективности алгоритма на различ

ных искусственных и биологических данных и затем его применение к биологическим за

дачам поиска регуляторных сигналов1. 

1 Алгоритм реализован также на языке ANSI С для параллельной вычислительной.лрпггисгУГ'" i т т ре
зультат не включается в диссертационную работу. р©с. НАШШИАЛЬПАП 

БИБЛИОТЕКА 



Научная новюна. Предложенный алгоритм был реализован в виде программного 
приложения, разнообразно тестирован и применен для поиска консервативных сигналов в 
геномах гамма-протеобактерий и грам-положительных бактерий из группы бацил-
лы/клостридии, а также - для исследования регуляции метаболизма глицерол-3-фосфата. 
При этом обнаружены новые потенциальные сайты связывания белка GlpR, которые име
ют различные структуры (палиндромы или повторы) для разных групп организмов. 

Основные результаты. В диссертации получены следующие основные результаты: 
- Предложен и реализован в виде компьютерной программы алгоритм выделения 

регуляторных сигналов белок-ДНКового взаимодействия. 
Показана практическая оффективность и актуальность созданной прохраммы на 
основе ее детального тестирования. 

Проведен поиск потенциальных сигналов белок-ДНКового взаимодействия в 
регуляторных областях генов гамма-протеобактерий и грам-положительных 
бактерий. 

Найдены новые потенциальные сайты связывания регулятора GlpR, которые 
имеют своеобразные структуры (палиндромы или повторы) для разных групп 
организмов. 

Теоретическая и практическая ценность, Полученная программа может приме
няться для исследования как отдельных геномов организмов, так и их ортологичных рядов 
с целью поиска новых регуляторных сигналов указанного типа и других функционально-
значимых участков. В программе предусмотрено задание различных вариантов функции 
качества сигнала, что позволяет искать сигналы с наперед заданными структурными осо
бенностями (палиндромность, неравномерный буквенный состав и т.д.). 

Апробация работы. Результаты диссертации докладывались на: 

3-ей международной конференции «Проблемы управления и моделирования в 
сложных системах», Самара, РАН, 4-9 сентября 2001; 
3d International Conference on Bioinformatics of Genome Regulation and Struc
ture, BGRS'2002,14-20 July 2002, Novosibirsk, Russia. 
Moscow Conference on Computational Molecular Biology (MCCMB'03), 22-25 
July 2003, Moscow, Russia. 

Научном семинаре по бионнформатике Института проблем передачи инфор
мации РАН под руководством профессора, члена-корреспондента РАН 
Л.М. Чайлахяна. 
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Научном семинаре по алгоритмам в геномике Московского государственного 
университета им. Ломоносова (механико-математический факультет) под 
руководством профессора В.А. Любецкого. 
Московском семинаре по компьютерной генетике Института молекулярной 
биологии им. ВА. Энгельгардта РАН. 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 8 печатных работ. 
Структура и объем работы. Диссертация состоит из введения и четырех глав. Биб

лиографический список использованной литературы включает 86 наименований. Объем 
работы, .- страниц машинописного текста, в том числе 14 таблиц и 12 рисунков. 

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
Введение 
Исходные понятия. 
Потребность клетки в некоторых белках значительно изменяется во времени, поэто

му имеются механизмы регуляции, обеспечивающие изменение уровня синтеза белков в 
соответствии с потребностью в них. В частности, специальная группа белков контролиру
ет синтез мРНК на основе белок-ДНКового взаимодействия, регулируя таким образом 
концентрацию соответствующих ферментов. Такая регуляция может быть как положи
тельной (тогда регулирующий белок называется активатором), так и отрицательной (ре-
прессором). Аминокислотная последовательность самого белка-регулятора, как и любого 
другого белка, также кодируется в ДНК; определяющий ее ген называется геном-
регулятором. Регуляторы специфичны, то есть каждый из них влияет на синтез какого-
либо одного или нескольких определенных белков. В работе исследуется случай прока
риотов, хотя предлагаемый нами алгоритм, естественно, не зависит от класса организмов. 
В простейших (прокариотических организмах) эта специфичность достигается специфич
ностью связывания молекулы белка-регулятора с определенными некодируюпщми участ
ками молекул ДНК, расположенными непосредственно перед участком, кодирующим 
мРНК регулируемого набора ферментов. Специфические участки нуклеотидной последо
вательности, с которыми связываются регуляторные белки, называются сайтами. Много 
более длинный участок в ДНК, включающий эти сайты и расположенный перед коди
рующим участком, называется лидерной областью или апстримом. 

Общепринятое и подтвержденное предположением состоит в том, что все сайты свя
зывания одного белка достаточно сходны между собой. Это предположение позволяет по
ставить задачу поиска набора сайтов связывания одного белка-регулятора в исходном на
боре родственных (относительно него) лидерных областей как задачу нахождения набора 
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наиболее сходных фрагментов в этой выборке лидерных областей. Сам такой набор назы
вается сигналом, а слова, входящие в него, естественно называются сайтами (или иногда 

- потенциальными сайтами). Обычно структура и некоторые численные характеристики 
(например, длина) искомого сигнала заранее фиксируются или подбираются в ходе вы
числений. Сигналу приписывается некоторое качество, которое тем выше, чем более по
хожи попарно друг на друга входящие в него сайты. Возможны разные точные определе
ния качества сигнала. Саму задачу нахождения оптимального (наилучшего) по качеству 
сигнала в данном исходном наборе (выборке) родственных регуляторных областей назы
вают задачей поиска оптимального сигнала. Она имеет некоторую связь с задачей множе
ственного локального выравнивания, но, конечно, никак не сводится к ней. Существует 
подход, использующий метод поиска сигнала для построения выравнивания нескольких 
последовательностей [15]. 

Опенки качества сигнала и способы его описания. 

Существует несколько способов оценки качества полученного сигнала. Один из них 

- использование матрицы позиционных весов, элементы которой вычисляются по форму
ле: 

W(t,a)=A.fln£fi£l-£e], I п ) 
где а е {А, С, Т, G), C(i,a) - количество появлений нуклеотида а в позиции i, n - число 

последовательностей. Коэффициенты А и 2?,- подбираются так, чтобы выполнялись усло-

вия ^2W(i,a)'pa = 0 и— ^ "^2^(ца)-ра = 1, где ра- фоновая вероятность 
(-1 4 as{A.O,T,a) 1=1 

нуклеотида а, а /-число позиций в сайте. Фоновые вероятностир„букв исходного алфа
вита {А, С, Т, G) определяются как частоты вхождений букв в полный геном рассматри
ваемого организма или в исходную выборку регуляторных областей геномов; иногда в 
этом качестве используются априорные частоты, как-то характеризующие исходный гене
тический материал. Данная матрица использовалась в диссертационной работе при иссле
довании метаболизма глицерол-3-фосфта (см. главу 4). 

Другой способ состоит в том, что сигнал описывается матрицей выравнивания, каж
дый элемент лй( которой показывает число появлений каждой буквы а (из того же алфа
вита) в i'-ой позиции сигнала (рис. 1). По ней строится вероятностная позиционная мат
рица сигнала: 
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/М= п. . 4- с„ 

Е (%+ч.) 
оеКС,Г,С) 

Значения поправок са обычно выбираются так, чтобы выполня

лось У2 са —•&> гДе " " число последовательностей в выравнивании (л =4 на 

ое{АС,г,о} 

рис. 1), а сами эти поправки были пропорциональны фоновым вероятностям ра появления 

букв в том материале, где ищется регуляторный сигнал. Заметим, что ]Г) /(а, г) = 1 в 
ое{ДГ,(7,0} 

любом столбце (позиции) /. 
С помощью этой матрицы вычисляется информационное содержание сигнала по 

формуле: 

Ъ-± Е /feO-ь^. 
i=l ae{AX,0,0) Ра 

Величина информационного содержания 
иногда используется как характеристика каче
ства найденного сигнала, а вероятностная по
зиционная матрица - как решающее правило 
для поиска новых сайтов в исходных и новых 
регуляторных областях. Для описания и оцен
ки качества сигнала применяются и другие, 
более сложные методы, например, марковские 
статистические модели. 

Также для оценки сигнала в диссертаци
онной работе используются сумма попарных 
сходств всех сайтов, входящих в сигнал, и 
среднее этих сходств. 

F(x,y) - функция, отражающая степень сходства для двух слов хиу длины /, в дан
ном случае, количество совпадающих букв в них. 

S - сигнал длины /, slt...,st(k£ri) - сайты, входящие в сигнал S, п - количество 

последовательностей. 
к 

Качество слова sj q^s^^^Fis^Sj). 
(=i 
I*J 

А 
А 
А 
А 

1 

А 
С 
G 
Т 

consensus 

4 
0 
0 
0 

;А 

А 
G 
G 
G 

2 

1 
О 
3 
0 

G 

т т 
G Т 
G А 
G С 

3 4 

0 1 
0 1 
3 0 
1 2 

G Т 

G А 
С С 
Т G 
G Т 

0 6 

0 1 
1 1 
2 1 
1 1 

G N 
Рисунок 1. Матрица выравнивания для 
4 слов длины б. 
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Среднее качество aioeas, в сигнале: p(s.) = g(s,). Если в найденном сигнале все 
«•-1 

слова одинаковы, то эта величина равна /. 
t 

Качество сигнала S - Q(S) = '£q(sj) 
м 

1 * Среднее качество сигнала S - P(S) =—^Tip(sl) 
к м 

Лучшим считается сигнал с наибольшим значением P(S), а все сайты сигнала име

ют качество p(Sj), 

Основные алгоритмы поиска регуляторных сигналов 

Известные подходы и алгоритмы выделения потенциальных регуляторных сигналов 
в исходном наборе (предполагаемых) регуляторных областей условно делятся на две 
группы: оптимизационные и комбинаторные. Некоторые алгоритмы сочетают в себе чер
ты обеих групп. Оптимизационные алгоритмы основаны на некоторой характеристике ка
чества сигнала (например, его информационного содержания). Далее производится по
строение цепочки сигналов, так чтобы их качество (иногда говорят: значение функциона
ла) постепенно возрастало. Таким образом, процедура сводится к поиску экстремума не
которого функционала в пространстве всех допустимых сигналов. Таковы алгоритмы мак
симизации ожидания МЕМЕ [1], стохастические и жадные алгоритмы: Gibbs sampler [3] и 
ряд других (например, имитация теплового отжига и DMS [5]). 

Комбинаторные алгоритмы работают также с пространством сигналов, однако в 
этом случае цель состоит в построении специального слова {консенсуса), представленного 
в каждой или во многих последовательностях из исходной выборки в том смысле, что ис
комые сайты отклонялись бы от него (и в этом смысле друг от друга) наименьшим обра
зом (т.е. здесь также присутствует некоторая функция качества - какая-то мера компакт
ности полученного набора сайтов, например его диаметр). К их числу относятся 
CONSENSUS [4], PROJECTION [7], WINNOWER, SP-STAR [11], MITRA [2] и другие (на
пример, Conslnd и Matlnd, ITB, WORDUP [10]). 

В диссертационной работе предложен и тестирован новый алгоритм для выделения 
сигнала в исходной выборке невыровненных нуклеотидных последовательностей (в набо
ре предполагаемых родственных регуляторных областей). Этот алгоритм является проме
жуточным с точки зрения приведенной выше классификации: в нем происходит оптими
зация некоторой функции качества, которая определяется через суммарное попарное 
сходство сайтов, а не как информационное содержание набора. 
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(1) Обработка^ 
входных дан

ных 

(2) Построение 
вспомогатель

ного графа 

Глава 1. Алгоритм поиска выделения регуляторньпс сигналов белок-ДШСового 
взаимодействия 

Глава содержит подробное описание этапов работы предлагаемого нами алгоритма, 
начиная с входных данных и заканчивая обработкой и интерпретацией результатов. Затем 
приводится описание его реализации в виде компьютерной программы, названной здесь 
IRSA. 

. Постановка задачи. Дан набор из и нуклеотидных 
последовательностей (выборка), длины которых гщ, где 
/ = 1 до и, если все mi одинаковы, то mi=m. 

Сигнал (иногда говорят: система) понимается как 
набор слов (сайтов) фиксированной длины /, по одно
му слову из одной последовательности; в сигнал вклю
чаются слова из какой-то заранее не фиксированной 
части исходных последовательностей; сигнал должен 
состоять из как можно более попарно похожих друг на 
друга слов (по возможности из большего числа после
довательностей). Похожесть двух слов понимается, на
пример, в смысле расстояния Хэмминга или в смысле 
какого-то другого фиксированного «расстояния» меж
ду словами. Или, наконец, похожесть прямо задается 
некоторой фиксированной функцией сходства F(x, у), 
которая для двух слов х и у длины / отражает степень 
их сходства между собой (например, количество сов
падающих букв в них), а также отражает и количест
венную оценку присутствия в них каких-то других же
лательных свойств (например, палиндромности). 

Ищется сигнал (система), который является потенциальным биологическим сигналом, а 
входящие в него слова - биологическими сайтами из соответствующих регуляторных об
ластей. Наш алгоритм позволяет искать сигнал и в более общем случае, когда из каждой 
последовательности разрешается выбирать по несколько слов, что, вообще говоря, в 
большей мере соответствует биологическому пониманию сигнала (так как в последова
тельности может быть по несколько сайтов от одного сигнала). 

Предложенный алгоритм решает исходную задачу за время, квадратичное от числа и 
исходных последовательностей и кубичное от длины т каждой из них 

Рисунок 2. Схема программы 
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деления графа 
ребра графа G 

• вершины 

Рисунок 3. Порождение вспомогательного графа G. 

Общая схема алгоритма 
представлена на рис. 2. На эта
пе 1 входные последовательно
сти разбиваются на полслова 
длины / и для них вычисляются 
и запоминаются значения функ
ции сходства F (х, у). На этапе 2 
образуется вспомогательный 
граф G, который остается фик
сированным в процессе работы 
алгоритма (он задает определен
ный порядок при просмотре всех 
исходных последовательностей). 
Граф G состоит из « вершин и 
всех ребер, возникающих в про
цессе выполнения следующей 
процедуры (в примере на рис. 3 
п = 7), На первом шаге все вер

шины графа G разбиваются на две равные (с точностью до единицы, если и нечетное) час
ти и между этими частями произвольным образом проводится ребро (А, В) (на рис. 3 это 
(А, В) = (1, 2)). Д&пее такое разбиение итеративно повторяется «вглубь» графа G. А имен
но, каждую из двух его полученных частей спова разбиваем на две (в том же смысле) рав
ные части. Относительно этих разбиений один конец ребра уже определен: это А в одной 
и В в другой частях, а второй конец ребра выбирается произвольно (но без совпадения 
вершин). На рис. 3 ребра второго уровня деления это (1,3) и (2,4). И так далее: каждую 
появившуюся в этой процедуре не одновершинную часть Р разбиваем на две равные части 
Pi и Рг так, чтобы ребра новых частей выходили из концов ребра предыдущей части Р, 
рис. 4. Конечно, при этом каждое Р равно объединению его частей Pi и Рг. Можно остано
виться и когда эти части станут просто мелкими (из 1-3 вершин). Этап 3. Здесь выполня
ется цикл, содержание которого состоит в приписывании каждой вершине графа G одной 
из исходньк последовательностей без их повторений. Такое приписывание назовем 
расстановкой последовательностей по вершинам графа и обозначим г (далее будем 
писать А, понимая под этим последовательность г(А), приписанную вершине А в при 
какой-то фиксированной расстановке г). 
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Каждая следующая расстановка выбира
ется таким образом, чтобы как можно больше 
пар последовательностей, не соединенных на 
предыдущих итерациях этого цикла, теперь 
соединились. Из вершин ребра, полученного 
при первом делении, выходит больше всего 
ребер, поэтому на следующей итерации в эти 
вершины ставятся последовательности, из ко
торых на текущий момент меньше всего выхо-

Рисунок 4. Индуктивный шаг сборки. дило ребер. Этот цикл прекращается, когда 

любая пара последовательностей хотя бы один 
раз была соединена в графе G каким-то реб

ром. Такого типа условие окончания этого (внешнего) цикла обеспечивает разумное коли
чество итераций (далекое от полного перебора) при достаточном разнообразии обрабо
танных пар расстановок (порядка и). На этапе 4 выполняется цикл внутри цикла из эта
па 3: для текущей расстановки г ищется один определенный сигнал (определенная система 
слов), соответствующий данной расстановке г. Этот цикл называется сборкой, а граф G 
организует сборку; которая является процессом обратным к процессу деления графа G на 
этапе 2; теперь мы объединяем части графа и по двум уже найденным сигналам, соответ
ствующим двум более мелким частям (выполняя индуктивный шаг) находим сигнал, со
ответствующий их объединению (еще раз рис. 4). И так по индукции пока не найдем сиг
нал, соответствующий всем и последовательностям, т.е. всему исходному графу G при 
данной расстановке г на нем. Полученный сигнал, конечно, зависит от г. Поэтому па сле
дующем этапе 6 происходит статистическая обработка сигналов, полученных по многим 
разным расстановкам. А именно, каждому сайту из каждого так найденного сигнала со
поставляется число, которое равно сумме качеств по всем полученным сигналам, которые 
включают этот сайт. Здесь под качеством понимается качество не всего сигнала, а качест
во слова из сигнала (который его содержит) по отношению ко всему этому сигналу, т.е. 
сумма значений F(x,y), где х - упомянутое слово, а у пробегает все остальные слова этого 
сигнала. Таким образом, сайты, входящие в биологический сигнал, будут помечены в ис
ходных последовательностях числами, которые заметно больше чисел, которые помечают 
другие сайты. 

Еще один вариант состоит в том, чтобы рассматривать каждую систему как отдель
ный потенциальный сигнал или выбрать одну систему, в которой попарная схожесть слов 
наибольшая. В программе IRS А реализовапы оба варианта и для каждой задачи выбирает-
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ся более подходящий из них. Наша практика показывает, что удобнее работать с одной 
наилучшей системой (см. Введение). 

В основном нами использовался вариант реализации алгоритма в виде программы на 
языке Object Pascal в среде программирования Delphi. 

Глава 2. Тестирование программы 
В этой главе приведены результаты тестирования нашей программы на различных 

искусственных и природных выборках. В § 2.1 приведены результаты тестирования на ис
кусственных выборках, которые порождались двумя разными указанными ниже способа
ми. В § 2.2 приведены результаты аналогичного тестирования на природных выборках. 

В § 2.1 при первом способе исходная выборка сначала содержала искомый сигнал и 
затем он ослаблялся путем добавления к выборке новых последовательностей, уже не со
держащих сигнала («мусорных последовательностей»), а кроме того - и путем «порчи» 
сайтов самого исходного сигнала. А именно, генерировались выборки из 10 бернуллиев-
ских последовательностей каждая длиной 200 в четырехбуквенном алфавите {А, С, Т, G} 
и в каждую последовательность сначала подставлялось одно и тоже слово длины 16. Затем 
в каждом из вхождений этого слова случайным образом «портилось» несколько букв 
(имитация ослабления сигнала), а также добавлялись новые бернуллиевские последова
тельности, не содержащие сигнала (мусорные последовательности - имитация загрязне
ния выборки). Такой искусственный сайт считался найденным, если полученный в резуль
тате работы нашей программы сайт перекрывался с ним не менее, чем на половину его 
длины. Результаты таковы: сайты длиной 16 устойчиво находились при внесении в исход
ный сигнал до 3 независимых ошибок (в каждый из его сайтов для выборки из этих 10 по
следовательностей), а также - когда число мусорных последовательностей не превышало 
число всех 10 исходных последовательностей (табл. 1). При ошибках в 4 позициях исход
ного сигнала результат зависел от чистоты выборки: приемлемые результаты получа
лись, когда число мусорных последовательностей не превосходило чисел 3-4. А именно, в 
большинстве испытаний искомые сайты правильно определялись практически во всех ис
ходных последовательностях. При дальнейшем загрязнении выборки некоторые сайты в 
сигнале могли не обнаружиться, а доля таких результатов, естественно, повышалась с 
увеличением числа мусорных последовательностей. При ошибках в 5 позициях сайтов ис
ходного сигнала менее пяти из этих сайтов в каждом сигнале обнаруживалось (табл. 1). 
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Таблица 1. Результаты тестирования выборок из 10 исходных последовательностей. 
Номер строки указывает на число добавленных мусорных последовательностей (от 0 до 
10). В заголовке столбца указано количество измененных букв во вхождениях исходного 
слова (от 0 до 5). На пересечении строки и столбца приведено число найденных исходных 
сайтов, где каждый знак соответствует отдельному независимому испытанию и знак 
Х=10. В первом столбце по 1 испытанию для 4-х случаев, во втором - по 10 испытаний 
для одного случая, в третьем - по 4 испытания для одного случая). В скобках указано 
среднее число найденных исходных сайтов в % для соответствующей серии испытаний. 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

0, 1, 2, 3 
X (100%) 
X (100%) 
X (100%) 
X (100%) 
X (100%) 
X (100%) 
X (100%) 
X (100%) 
X (100%) 
X (100%) 
X (100%) 

4 
ХХХХХ9ХХХХ (99%) 
ХХХХХ9ХХХХ (99%) 
ХХХ997ХХ9Х (94%) 
Х8Х68ХХХХХ (92%) 
885367X869 (70%) 
3646065539 (47%) 
0673090423 (34%) 
0450054536 (32%) 
2604403027 (28%) 
0660436023 (30%) 
7520273057 (38%) 

5 
2444 (35%) 
3005 (20%) 
4005 (23%) 
3003 (15%) 
3204 (23%) 
2020 (10%) 
0023 (13%) 
0222 (15%) 
0002 (5%) 
0000 (0%) 
2000 (5%) 

В § 2.1 при втором способе ослабление сигнала достигалось за счет увеличения 
длин исходных последовательностей. Такое тестирование аналогично тому, которое вы
брано в [11] для демонстрации качества представленных там алгоритмов. Там оно приме
нялось к 8 исходным выборкам, каждая из которых содержит по 20 последовательностей 
длины в, ал меняется от 100 до 1000, с заранее имеющимися в них сигналами длиной 15 с 
4 бернуллиевскими независимыми заменами в каждом сайте каждого сигнала. В [11] такие 
сигналы названы (15,4)-сигналами. В работе [11] ее авторы на этих 8 выборках тестиро
вали ряд типовых программ и ряд их собственных программ для поиска оптимального 
сигнала с целью их сравнения между собой. Это были программы CONSENSUS, Gibbs 
sampler, MEME, WINNOWER, SP-STAR. В табл. 2 для всех этих программ приведены ре
зультаты из [11] и к ним добавлен результат такого же тестирования и нашей программы. 
В табл. 2 на пересечении строки и столбца приводится средний (по всем сайтам и всем 
выборкам) коэффициент нахождения сайта, где последний определен в [11] следующим 
образом. Если для данной последовательности обозначить К множество позиций исходно
го сайта и обозначить Р множество позиций сайта, предсказанного каким-то одним из пе
речисленных алгоритмов, то коэффициент нахождения сайта равен числу общих пози
ций у К и Р, деленному на число позиций в объединении множеств К и Р. Это тестирова
ние позволяет сравнить эффективность нашей программы с другими наиболее употреби-
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тельными программами. Из табл. 2 видно, что наша программа IRSA на выборках, пред
ложенных в [11] для тестирования всех таких алгоритмов, находится на втором месте по
сле алгоритмов WINNOWER и SP-STAR, предложенных самими авторами работы [11]. 
Отметим, что выборки, предложенные в [11], специально ориентированы па поиск именно 
(15, 4)-сигналов. Что касается второго места нашего алгоритма, то заметим, что для алго
ритмов, занявших первое место на этих фиксированных выборках, известна только экспо
ненциальная верхняя оценка числа их шагов, а для нашего алгоритма нами получена по
линомиальная верхняя оценка с низкими степенями вида и2 • м3 •/', где п - число последо
вательностей, т - длина последовательности, / - длина искомого сигнала. 

Таблица 2. Результаты тестирования (средний коэффициент нахождения сайта) на
шей программой IRSA в сравнении с другими известными программами на данных из 
[11]. 

Программы 

CONSENSUS 
GibbsDNA 
МЕМЕ 
WINNOWER (k=2) 
WINNOWER (k=3) 
SP-STAR 
IRSA 

Длина последовательностей (т) 
100 
0.92 
0.93 
0.91 
0.98 
0.98 
0.98 
0.99 

200 
0.94 
0.96 
0.78 
0.98 
0.98 
0.98 
0.95 

300 
0.53 
0.51 
0.59 
0.97 
0.97 
1 
0.91 

400 
0.31 
0.46 
0.37 
0.95 
0.94 
0.96 
0.74 

500 
0.29 
0.29 
0.17 
0.97 
0.97 
0.96 
0.64 

600 
0.07 
0.12 
0.10 
0.92 
0.92 
0.84 
0.60 

700 
0.15 
0.09 
0.02 
0.58 
0.90 
0.83 
0.47 

800 
0.09 
0.34 
0.03 
0.02 
0.93 
0.69 
0.37 

900 
0.01 
0.00 
0.00 
0.02 
0.90 
0.64 
0.31 

1000 
0.04 
0.12 
0.00 
0.02 
0.88 
0.23 
0.2S 

В § 2.2 приводятся результаты тестирования нашей программы IRSA для поиска ре-
гуляторных сайтов на природных выборках регуляторных областей, которые постепенно 
портились. А именно, в качестве 3 исходных выборок были взяты регуляторные области 
перед генами (бактерии Escherichia coli), которые регулируются соответственно тремя 
белками-регуляторами PurR (пуриновый регулон), ArgR (аргининовый регулон), CRP (ре-
гулон катаболитной репрессии). Для каждой из трех выборок сигнал постепенно портился 
путем удаления из выборки по одному наилучшему2 из имеющихся в ней биологических 
сайтов. Таким образом, могли появляться мусорные последовательности и уменьшалось 
число сайтов в сигнале. Сайты удалялись таким образом до тех пор, пока их в общей 
сложности оставалось не менее 3 и пока среднее попарное сходство всех остающихся сай
тов строго превышало число 1. Наш алгоритм IRSA искал сигнал с сайтами той же длины, 
что и у сайтов рассматриваемого биологического сигнала. 

2 Так называется сайт, на котором достигает максимума функция его суммарной похожести на все другие 
сайты данного сигнала. Если таких сайтов несколько, то выбирается один из них. 
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Результаты тестирования оценивался с помощью двух функций S/ и S/,. Первая из 
них определяется как доля найденных биологических сайтов (в %) к общему числу таких 
сайтов, где биологический сайт считается найденным, если алгоритмически полученный 
сайт пересекается с ним не менее, чем на половину их общей длины. Вторая функция оп
ределяется как доля всех найденных сайтов (в %) к числу всех выданных алгоритмом сай
тов. Перейдем к описанию результатов. 

Пуриновый регулон. Здесь на вход алгоритма подавалась выборка регуляторных об
ластей генов, регулируемых пуриновым репрессором PurR. Она состояла из 19 последова
тельностей каждая длиной 200 нукпеотидов и содержала в общей сложности 21 сайт дли
ной по 16 нуклеотидов. Две последовательности содержали по два сайта, остальные - по 
одному. Результаты таковы (табл. 3): даже если выборка более чем наполовину состояла 
из мусорных последовательностей, то больше половины остающихся сайтов опознавалось 
правильно в том смысле, что найденный нашей программой сайт и биологический сайт 
(одинаковой длины) совпадали не менее, чем на половину их длины. Когда в одной после
довательности содержится два сайта, то после удаления первого из них второй находился 
правильно. Первые ошибки появляются при удалении 8 последовательно наилучших из 
этих сайтов. 

Аргининовый регулон. Здесь на вход алгоритма подавалась выборка регуляторных 
областей генов, регулируемых аргининовым репрессором ArgR. Она состояла из 9 после
довательностей каждая длиной 200 нуклеотидов и содержала в общей сложности 19 сай
тов длиной по 18 нуклеотидов. Одна последовательность содержала три сайта, остальные 
- по два. Аргининовый бокс - слабый сигнал, и специфичность регуляции осуществляется 
здесь за счет кооперативного узнавания мультимерными комплексами молекул репрессо-
ра пар сайтов, расположенных на фиксированном расстоянии в 2-4 пары нуклеотидов друг 
от друга. Результаты таковы (табл. 4), что, тем не менее, сайты связывания аргининового 
репрессора опознавались правильно даже после удаления 4-х последовательно наилучших 
сайтов. Первые потери обнаруживаются после удалении 5 сайтов. Как и в пуриновой вы
борке, при удалении первого уже найденного сайта второй сайт той же последовательно
сти также опознавался правильно. Аналогично в случае трех сайтов в одной последова
тельности после удаления двух из них третий находился правильно. 

Регулон катаболитной репрессии. Здесь на вход алгоритма подавалась выборка ре
гуляторных областей генов, регулируемых белком CRP. Она состояла из 31 последова
тельности каждая длиной 200 нуклеотидов и содержала в общей сложности 48 сайтов 
длиной по 22 нуклеотида. В 16 последовательностях содержался один сайт, в остальных-
от двух до четырех. Выборка сайтов связывания CRP содержит много слабых сайтов, мно-
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гае из них не были найдены даже в исходной выборке. Результаты таковы (табл. 5): после 
удаления 6 последовательно наилучших сайтов правильно опознавались сайты в более, 
чем в половине всех последовательностей. Следует отметить, что взаимодействия CRP с 
регуляторными участками сложны и включают динамические переключения с одних сай
тов на другие. Поэтому нельзя исключить, что некоторые из сайтов, найденных нашим ал
горитмом, но не соответствующих известным, и вправду являются сайтами связывания 
CRP. Некоторые из таких предполагаемых сайтов приведены ниже в табл. 6. 

Таблица 3, Результаты тестирования для выборки PurR 

Количество 
сайтов в вы

борке 
21 
20 
19 
18 
17 
16 
15 
14 
13 
12 
11 
10 
9 
8 
7 
6 
5 
4 
3 

Количество после
довательностей, не 
содержащих сайты 

0 
0 
1 
2 
3 
4 
5 
б 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
16 

Количество 
найденных сай

тов 
19 
19 
18 
17 
16 
15 
14 
13 
11 
10 
6 
6 
5 
5 
2 
2 
2 
0 
0 

Значение функ
ции чувствитель

ности^ (в %) 
90 
95 
95 
94 
94 
94 
93 
93 
85 
83 
55 
60 
56 
63 
29 
33 
40 
0 
0 

Значение функ
ции специфич
ности S/, (В %) 

100 
100 
95 
89 
84 
79 
74 
68 
58 
53 
32 
32 
26 
26 
11 
11 
И 
0 
0 

Таблица 4. Результаты тестирования для выборки ArgR 

Количество 
сайтов в вы

борке 
19 
18 
17 
16 
15 
14 
13 
12 
11 
10 

Количество после
довательностей, не 
содержащих сайты 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
1 
1 
1 

Количество 
найденных сай

тов 
9 
9 
9 
9 
9 
8 
8 
4 
2 
2 

Значение функ
ции чувствитель

ности Sf(e %) 
47 
50 
53 
56 
60 
57 
62 
33 
18 
20 

Значение функ
ции специфич
ности Sh (в %) 

100 
100 
100 
100 
100 
89 
89 
44 
22 
22 
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9 
8 
7 
6 
5 
4 
3 

1 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

2 
2 
2 
2 
2 
0 
0 

22 
25 
29 
33 
40 
0 
0 

22 
22 
22 
22 
22 
0 
0 

Таблица 5. Результаты тестирования для выборки CRP. 

Количество 
сайтов в вы

борке 
48 
47 
46 
45 
44 
43 
42 
41 
40 
39 
38 
37 
36 
35 
34 
33 
32 
31 
30 
29 
28 
27 
26 
25 
24 
23 
22 
21 
20 
19 
18 
17 
16 
15 
14 
13 
12 
11 

Количество после
довательностей, не 
содержащих сайты 

0 
0 
0 
1 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
4 
5 
6 
6 
7 
8 
9 
9 
10 
11 
11 
12 
12 
12 
13 
14 
14 
14 
14 
15 
16 
17 
17 
18 
19 
20 
21 
21 

Количество 
найденных сай

тов 
27 
23 
24 
25 
19 
18 
17 
14 
15 
13 
10 
9 
9 
6 
8 
6 
6 
7 
6 
5 
4 
5 
5 
5 
3 
6 
4 
3 
3 
4 
3 
3 
4 
4 
4 
3 
2 
0 

Значение функ
ции чувствитель
ности Sf (в % ) 

56 
49 
52 
56 
43 
42 
40 
34 
38 
33 
26 
24 
25 
17 
24 
18 
19 
23 
20 
17 
14 
19 
19 
20 
13 
26 
18 
14 
15 
21 
17 
18 
25 
27 
29 
23 
17 
9 

Значение функ
ции специфич
ности Sh (в % ) 

87 
74 
77 
81 
61 
58 
55 
45 
48 
42 
32 
29 
29 
19 
26 
19 
19 
23 
19 
16 
13 
16 
16 
16 
10 
19 
13 
10 
10 
13 
10 
10 
13 
13 
13 
10 
6 
3 
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Таблица 6. Некоторые потенциальные сайты связывания белка CRP, найденные на
шим алгоритмом, но не соответствующие известным сайтам. 

Геп 
ansB 
его суа cytR 
ompA 

Сайт 
taaattqtttaacqtcaaattt 
ctatqctaaaacaqtcaqqatq 
tatqtaqcqcatctttctttac 
acqqttacaqaattttcatqaa 
aaaaqtcttqtataaqqtatqt 

Глава 3. Применение программы для поиска потепцпзльпых сигналов связы
вания трапскриппионных факторов в ортологнчных рядах генов организмов из 
групп ентеробактерий и бапнллы/клострндии 

Для анализа регуляции применялся сравнительный подход, который основан на 
предположении, что родственные организмы имеют сходную регуляцию соответствую
щих метаболических путей. Таким образом, истинные регуляторные сайты располагаются 
перед ортологичными генами, а ложные («перепредсказанные») сайты разбросаны слу
чайным образом. Считается, что пара генов (по одному из двух геномов) одинаково регу
лируется, если: 

1. эти гены являются ортологами, т.е. гомологичными генами, дивергенция которых 
связана не с дупликацией, а с расхождением видов, и которые, скорее всего, вы
полняют в клетке одну и ту же функцию; 

2. они имеют в их регуляторных областях потенциальные сайты рассматриваемого 
вида. 

Ортологичные пары генов искались нами по признаку их наибольшей взаимной по
хожести в данной паре геномов. Затем па-

Геном 1 

ГенА1 

ГенВ1 

ГенС1 

TenDl 

Геном 2 
> • Ген А2 

Ген В2 

Ген С2 

• ТанЬг 

Рисунок 5. Ортологичные гены. 
Гены В1, В2 и С2 считаются ортологами. 
Толщина стрелок указывает на степень 
похожести соответствующих генов. 

ры ортологов объединялись в ряды, содер
жащие наибольшее возможное число ге
нов. При этом транзитивность не требова
лась и малые различия в уровне сходства 
игнорировались, одному гену могло соот
ветствовать более одного ортолога в дру
гом геноме, рис. 5. 

Регуляторная область определялась 
длиной в 200 нуклеотидов перед началом 
гена или как весь межгенный интервал, ес
ли он был короче 200 нуклеотидов. 

Исходные выборки для поиска сигна-
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лов регуляции совпадали с регуляторными областями так полученных рядов ортологич-
ных генов из восьми геномов у-протеобактерий: Escherichia coll, Escherichia coli 0157, 
Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Haemophilus influ
enzae, Pasteurella multocida и десяти геномов грам-положительных бактерий (группы ба-
циллы/клостридии): Bacillus subtilis, Bacillus halodurans, Staphylococcus aureus U (strain 
MU50), Staphylococcus aureus N (strain N315), Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyo
genes, Lactococcus lactis, Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Clostridium 
acetobutylicum. 

После этого нами выполнялась фильтрация так, чтобы в каждой из этих выборок ре-
гуляторньтх областей удалить слишком попарно похожие области (при этом, по возмож
ности, оставив области из Е. coli). Критерием похожести являлось совпадение 35 нуклео-
тидов из 40 подряд идущих; а отсев областей шел в порядке их нумерации. Цель фильтра
ции состояла в том, чтобы поиск консервативных регуляторных сигналов происходил без 
интерференции со стороны недостаточно дивергировавших областей из близких геномов 
(штаммов). 

В тестировании участвовали выборки, состоявшие из трбх и более областей. Для ка
ждой из двух выше указанных групп организмов (у-протеобактерий и грам-
положительных бактерий) было обработано около 2000 выборок регуляторных областей. 
Предсказанные для каждой выборки сайты мы сравнивали с известными сайтами из баз 
данньк dpinteract [12] для Е. coli и DBTBS [б] для В. subtilis. Оказалось, что из известных 
311 сайтов в Е. coli и 49 сайтов в В. subtilis, которые фактически присутствовали в исход
ных выборках, наш алгоритм нашел соответственно 99 и 28 сайтов (табл. 7, 8). Можно 
предположить, что остальные сайты не были найдены из-за слишком слабого сигнала или 
того, что ортологичные гены потеряли регуляцию. Среди прочего, были обработаны вы
борки, соответствующие ортологичным рядам, которые ранее, насколько нам известно, не 
изучались. Поэтому наши результаты могут содержать новые потенциальные сигналы, 
примеры которых приведены ниже в табл. 9 и были предложены для экспериментальной 
проверки. 
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Таблица 7. Результаты поиска регулягорного сигнала ортологячных генов бактерий 
родственных £ coli. 

Регуля
тор 

АгсА 
argR 
cpxR 
crp 

cspA 
cynR 
cytR 
deoR 
dnaA 
fadR 
farR 
fnr 

fruR 
fur 

salR 
gcvA 
RlpR 
lins 
hu 

icIR 
lad 
lcxA 
malT 
melR 
mctj 
metR 
narL 
narP 
ntrC 
ompR 
pdhR 
purR 
rpoN 
torR 
tyrR 

Всего: 

Кол-во из
вестных 
сайтов 

14 
17 
12 
49 
4 
2 
5 
3 
8 
7 
4 
14 
12 
9 
7 
4 
13 
15 
3 
2 
3 
19 
10 
2 
15 
8 
11 
8 
5 
9 
2 
22 
6 
4 
17 

345 

Кол-во известных сайтов, присутст
вующих в выборках 

в обопх на
правлениях 

9 
20 
б 
41 
6 
4 
4 
1 
4 
9 
8 
10 
6 
9 
4 
1 
14 
11 
1 
1 
0 
17 
17 
4 
20 
10 
7 
10 
4 
7 
2 
15 
4 
12 
13 

311 

на прямой 
цепи 

2 
14 
4 
26 
3 
2 
4 
1 
3 
7 
2 
б 
3 
б 
3 
1 
9 
б 
1 
0 
0 
13 
9 
2 • 
13 
7 
4 
6 
3 
5 
2 
12 
3 
8 
13 

203 

на обратной 
цепи 

7 
6 
2 
15 
3 
2 
0 
0 
1 
2 
б 
4 
3 
3 
1 
0 
5 
5 
0 
1 
0 
4 
8 
2 
7 
3 
3 
4 
1 
2 
0 
3 
1 
4 
0 

108 

Найдеп-
пых сайтов 

9 
3 
2 
3 
1 
1 
0 
0 
1 
1 
4 
1 
4 
4 
2 
1 
4 
4 
0 
1 
0 
9 
5 
0 
11 
1 
1 
0 
1 
2 
1 
8 
3 
б 
5 

99 

Доля найден
ных сайтов от 

известных, 
присутст

вующих в вы
борках (%) 

100 
15 
33 
7 
16 
25 
0 
0 

25 
11 
50 
10 
бб 
44 
50 
100 
28 
36 
0 

100 
0 
52 
29 
0 
55 
10 
14 
0 

25 
28 
50 
53 
75 
50 
38 
31 



Таблица 8. Результаты поиска регуляторного сигнала ортологнчных генов бакте
рий родственных В. subtilis. 

Регулятор 

araR 
treR 
9hrC 
mta 
pacI(CcpA) 
sntR 
LysR 
DeoR 
ComA 
LuxR/UhpA 
Crp(fnr) 
LexA(dinR) 
mcrR 

Всего: 

Кол-во из
вестных 
сайтов 

5 
2 
5 
3 
33 
1 
5 
12 
8 
22 
2 
8 
8 

114 

Кол-во швествых сайтов, присут
ствующих в выборках 

в обоих 
направле

ниях 
3 
1 
3 
2 
15 
1 
5 
2 
2 
3 
1 
6 
5 

49 

па прямой 
цепи 

3 
1 
2 
1 
11 
0 
4 
2 
2 
1 
1 
б 
4 
38 

па обратной 
цепи 

0 
0 
1 
1 
4 
1 
1 
0 
0 
2 
0 
0 
1 

11 

Найден
ных сай

тов 

0 
1 
1 
2 
11 
0 
3 
1 
0 
0 
1 
5 
3 
28 

Доля найден
ных сайтов от 

известных, при
сутствующих в 
выборках (%) 

0 
100 
33 
100 
73 
0 
60 
50 
0 
0 

100 
83 
60 
57 

Таблица 9. Несколько новых потенциальных сишалов, предсказанных нашим алго
ритмом в ортологнчных рядах. 

Организм | Ортологичпый ряд | Сайты 
у-протеобактерии 

К coli 
Y. pestis 
P. multocida 
V, cholerae 

Е. coli 
Y. pestis 
P. multocida 
H. influenzae 

E. coli 
S. typhimurium 
Y. pestis 
H. influenzae 
V. cholerae 

E. coli 
Y. pestis 
P. multocida 
H. influenzae 
V. cholerae 

EC aspS 
YP aspS 
VK aspS 
VC VC1166 

EC asnA 
YP asnA 
VK asnA 
HI HI0564 

EC yaeG 
SY cdaR 
YP YP03978 
HI HI0093 
VC VCA0905 

EC accD 
YP accD 
VK accD 
HI HI1260 
VC VC1000 

a t a a a g t g g t a a c g a 
a t a a a g t g t t a a t a a 
a t a a a g t g g c g t a a t 
agcaaggggtaagaa 

a g a t t g t c g a t c a g a t 
a g a t t a t c g a t c t g a t 
a g a t t a t c a a t a t t g t 
a a a c t a t c a a t g t t g t 

t t a g g c a t t t g c a c a a 
t t g t g c a t t t g c a c a a 
c t g a c c t t t a c c t c a a 
c t g t a a t a g a t c t c a t 
t t g t g c a t a g t c a c a a 

t g t t t t a a t g t g c a a c a t t c 
t g g t t t a a t g a g t a a c a t t t 
t g g t g t a a t a c a t c g a a t t t 
t g t t c t a a t a c g c g c a a t t t 
t g t t t t a a t c c a c a c g c a t t 
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R coli 
R coli 0157 
S. typhimurium 
S. typhi 
Y. pestis 
V. cholerae 

EC panB 
ECO panB 
SY panB 
TY STY0200 
YP panB 
VC VC0592 

t t t a t c a g g a t a c g t t a t g a a a 
g c c a t c a g g a t a c g t t a t g a a a 
a c c a t c a g g a a a c g t t a t g a a a 
cc t a t aacgaaccgcaacgoaa 
a a t t t c a g g a g a c a g a g t g a t g 
c g a g t a a g g a c t a a a c a t g a a a 

грам-положптельных бактерии 
В. subtilis 
В. halodurans 
S. aureus N 
S. pyogenes 
L. monocytogenes 
С acetobutyiicum 

B. subtilis 
B. halodurans 
S. aureus N 
S. pneumoniae 
S. pyogenes 
L. lactis 
L. monocytogenes 
С acetobutyiicum 
C. acetobutyiicum 

B. subtilis 
B. halodurans 
S. aureus N 
L. monocytogenes 
С acetobutyiicum 

B. subtilis 
B. halodurans 
S. aureus N 
L. monocytogenes 

BS aroA 
HD aroA 
SAN SA1558 
ST SPyl576 
ЬО aroA 
CA CAC0892 

BS a l aS 
HD a laS 
SAN a l aS 
Ш SP1383 
ST a l aS 
LL a laS 
LO a laS 
CA CAC0906 
CA CAC1678 

BS acpA 
HD acpA 
SAN hmrB 
LO acpA 
CA CAC1747 

BS yrbF 
HD BH1229 
SAN SA1464 
LO lmol529 

c t t t a t c a c t t a a a a 
c t t t a g t a c t t a a a a 
t t t t a t t g c t t t a a a 
c g t t a t c c c a t a g a g 
c t t t a a t g c t t a a a a 
t g t t a a g g c a a c a c a 

tgg taccgcgagacag 
t g g t a c c g c g t g a c t t 
t g g t a c c g c g a t a a c g 
c t g t g t c g c g a t t g a c 
t g g t g t g a t t a c a t t a 
t g g t a c c g c g g t a t a a 
t g g t a c c g c g a t t t c a 
t g g a g a a a t g t c a g c a 
t g g t a c c g c g g a a t t a 

t g a c g g c g g a a t g g t g a t g t a a 
a a a t g g c g g a a t g g t c a t g t a a 
t a a a g a c g c a g t a a t c a a t a a a 
t g a t g g c g g a a t g g t g a t g t a a 
t g a c g a c a g c a a t t a t a t g t a a 

c t t t g a g c g t t a c g g c t a t a a c 
t t t t g a g o a a t a t g g c t t c a a t 
c t t c g a g c a a t a t g g a t t a a a t 
t t t t g a g c a a t a t g g a t t c a a t 

Глава 4. Применение программы для исследования регуляции метаболизма 
глпцепол-З-фосФата 

В этой главе описано применение нашего алгоритм IRSA для анализа GlpR-
регулонов, отвечающих за метаболизм глицерола и глицерол-3-фосфата (ГЗФ) в геномах 
а-, Р- и у-протеобактерий. 

Регулятор GlpR, принадлежащий к семейству регуляторов DeoR, контролирует экс
прессию генов метаболизма гляцерола и ГЗФ. GlpR-регулон хорошо изучен в Escherichia 
coli [16, 8, 17] и частично охарактеризован в Pseudomonas aeruginosa [13]. Глицерол по
ступает извне в цитоплазму путем облегчепной диффузии (см. рис. 6), обеспечиваемой 
продуктом гена glpF, а ГЗФ активно транспортируется продуктом гена glpT. Внутрикле-
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точный глицерол фосфоршшруется глицеролкиназой (glpK), давая ГЗФ. ГЗФ затем может 
быть превращен в дигидроксиацетонфосфат под действием одной из двух имеющихся у 
Е. coli ГЗФ дегидрогеназ: аэробной (glpD) или анаэробной (glpA). Кроме того, к GlpR pe-
гулону Е. coli относится ген glpQ, кодирующий периплазматическую глицерофосфодиэ-
стеразу, гидролизующую глицерофосфодиэфиры с высвобождением ГЗФ, гены glpB и 
glpC, кодирующие дополнительные структурные компоненты анаэробной ГЗФ дегидроге-
назы, а тает» гены glpE, glpG и glpX, функции которых не ясны. Вышеназванные гены со
браны в три локуса на хромосоме Е. coli: glpTQ/glpABC, glpEGR/glpD и glpFKXQ разделя
ет опероны, ориентированные в разные стороны). 

• OUTER MEMBRANE-

г . CYTOPLASMIC MEMBRANE -
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Рисунок 6. Метаболизм глицерола и глицерол 3-фосфата: FDP - фруктозо-1,6-
дифосфат, G3P - глицерол-3-фосфат, G3POR - глицерофосфодиэстеразу, GAP -
глицеролдегиз-3-фосфат, DHAP - дигидроксиацетонфосфат 

Близкие гомологи GlpR были обнаружены во многих геномах а-, Р- и у-

протеобактерий. Цель этой главы - поиск сайтов связывания белка GlpR. Для этого нами 

проведен дополнительный анализ гомологии GlpR-регулируемых генов и определена их 

оперонная структура в ряде геномов (рис. 7). Были рассмотрены следующие геномы. 

у-протеобактерии: Escherichia coli, Salmonella typhi, S. typhimurium, Klebsiella 
pneumoniae, Envinia carotovora, Yersinia pestis, Y. enterocolitica, Vibrio cholerae, 
V. vulnificus, V.flscheri, Pasteurella multocieia, P. haemolytica, Haemophilus influenzae, 
H. ducrey, H.somnus, Pseudomonas aeruginosa, P.fluorescens, P.pulida, P. syringae, 
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H. somnus, Pseudomonas aeruginosa, P.jluorescens, P.putida, P. syringae, Actinobacillus ac-

tinomycetemcomitans,Xanthomonasaxonopodis, X. campestris; 

Р-протеобактсрнп: Bwkholderiafimgorum, B. pseudomallei, B. cepacia; 

а-протеобактерпн: Bordetella parapertussis, Ralstonia eutropha, R. solanacearum, 

Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium leguminosarum, Agrobacterium tumefa-

ciens, Rhodopseudomonas palustris, Brucella melitensis, Rhodobacter sphaeroides. 
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Рисунок 7. Оперонная структура GlpR-регулонов в а-, р- и у-протеобактериях. 

Закрашенные кружки отмечают известные сайты, а незакрашенные - предсказанные нами с 

указанием их весов. Организм S. typhimiirium имеет одинаковую оперонную структуру с 

S. typhi и подчеркнут для того, чтобы отметить соответствующий ему вес. 
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Для выравнивания последовательностей белков и построения филогенетического де
рева нами использовались соответственно программы ClustalW [14] и Phylip [9]. Сначала 
наша программа IRSA применялась к части регуляторных последовательностей, которые в 
табл. 5 соответствуют жирному выделению букв. Эти части отбирались на основе компь
ютерного поиска частей, которые содержат достаточно сильный сигнал. Таким образом 
полученный сигнал назовем базисным (в табл. 5 он отмечен жирным шрифтом). Уже по 
нему строилась матрица позиционных весов (таким образом, он служил обучающей вы
боркой). Для ее построения использовалась программа SignalX [18], а для сканирования 
геномов - программа GenomeExplorer [18]. Таким образом были получены результаты, ко
торые мы приведем ниже по группам организмов. 

у-Протеобактерии. семейство Enterobacteriaceae. 

Сначала рассматривались регуляторные области из четырех геномов Е. coli, 
Е. carotovora, Y. enterocolitica, К. pneumoniae, и по ним был получен базисный сигнал, 
включающий уже известные сайты Е. coli с консенсусом TGTTCGATAACGAACA. По ба
зисному сигналу как по обучающей выборке была построена матрица позиционных весов 
для поиска палиндромных сайтов длины 16. С помощью этой матрицы были еще найдены 
сайты в дополнительных геномах Y. pestis, S. typhimurium, S. typhi (табл. 10а). 

у-Протеобактерии. семейство Vibrionaceae. 

В регуляторных областях из трех геномов V. cholerae, V. vulnificus, V.fischeri был 
выделен базисный палиндромный сигнал длины 18 с консенсусом 
AATGCTCGATCGAGCATT. Базисный сигнал включает сайты в геноме V. cholerae перед 
ортологами генов glpA, glpD, glpT, в V.vulnificus - перед glpA, glpD, glpT, glpF, в V. fischeri 
- перед glpA, glpD, glpF (табл. 106). При сканировании геномов с использованием матри
цы позиционных весов, построенной по базисному сигналу, новых потенциальных сайтов 
не было обнаружено. 

у-Протеобактерии. семейство Pseudomonadaceae. 

В регуляторных областях генов glpD, glpF из четырех геномов семейства 
P. aeruginosa, P. fluorescem, P. putida, P. syringae был найден палиндромный базисный 
сигнал wTTTTCGTATACGAAAAw длины 18, включающий сайты, ранее предсказанные в 
работе [13] у P. aeruginosa. По этому базисному сигналу была построена позиционная 
матрица, с помощью которой были найдены новые потенциальные сайты связывания 
GlpR перед генами glpTvP. aeruginosa, P. syringae и Р. fluorescens, а также еще один сайт 
в регуляторной области remglpD в P. aeruginosa (табл. 10в). 

а-. р-Протеобактерии. 
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В регуляторных областях гена glpD в геномах а-протеобактерий М loti, S. meliloti, 
A tumefaciens, В. meiitensis, R. Palustris и гена glpK в S. meliloti и еще одного орголога гена 

glpD в A tumefaciens были найдены 3-4 тандемных повтора слова TTTCGTT, идущих друг 

за другом через 3-4 нуклеотида (табл. Юг), которые составили базисный сигнал. При ис

следовании Р-протеобактерий с помощью матрицы позиционных весов, построенной по 

этому базисному сигналу, аналогичные повторы были обнаружены перед генами glpD в 

геномах бактерий рода ВигШоЫепа: B.fungorum, B. pseudomallei, B. cepacia. 
Интересно, что для одного регулятора в одном классе протеобактерий выделился как 

палиндромный сигнал, так и сигнал на основе тандемного повтора. Поскольку данные о 
трехмерной структуре регуляторов семейства DeoR отсутствуют, нет оснований полагать, 
что эти регуляторы во всех случаях образуют димеры, связывающиеся только с палин-
дромными сайтами: возможны конформации белка, кооперативно связывающиеся с тан-
демными повторами. 

Таблица 10. Сайты перед генами, входящими в ГЗФ регулон в ряде геномов. Вес 
сайта указывается относительно базисного сигнала (обучающей выборки). Базисный сиг
нал выделен жирным шрифтом. В скобках указана длина найденных сайтов. Большими 

буквами в сайтах указаны нуклеотиды, совпадающие с консенсусом. 

Геном Ген Bee 
сайта Сайо? 

а) семейство Enterobacteriaceae (16) 
К coli 
Е. coli 
Е. coli 
Е. carotovora 
Е. carotovora 
Е. carotovora 
К. pneumoniae 
К. pneumoniae 
К. pneumoniae 
У. enterocolitica 
Y. enterocolitica 

Е. coli 
Е. carotovora 
Е. carotovora 
S. typhi 
S. typhi 
S. typhi 
S. typhi 
S. typhimwium 
S. typhimwium 
S. typhimwium 

g lpD 
g l p F 
g lpT 
g l p D 
g l p T 
g l p F 
g lpD 
g lpT 
g l p F 
g i p o 
g lpT 

g l p F 
g i p D 
g lpA 
g l p D 
g l p F 
g l p F 
g l p T 
g l p D 
g l p F 
g ipT 

5 , 4 1 
4 , 9 9 
4 , 7 6 
5 , 2 0 
4 , 7 2 
4 , 5 9 
5 , 1 0 
5 , 0 0 
4 , 9 9 
4 , 8 9 
4 , 7 4 

4 . 2 0 
4 . 2 9 
4 . 1 6 
5 . 4 3 
4 . 4 9 
4 . 2 0 
4 . 1 2 
5 . 4 3 
5 . 0 0 
4 . 7 6 

TGTTCGATAaCGAACA 
TGcTCGtTAaCGAtaA 
TGTTtGATtTCGcgCA 
TGoTCGAaAaCGRACA 
TGTTtGATAaaGugCA 
TtcICGtltTCGotCA 
TGagCGAWVTCGAgCA 
TGTTtGATtTCGAgCA 
TGcTCGtTAaCGAtaA 
TGagCGAaAaCGAACA 
cGcTCGtTATgGAACA 

gGcgCGATAaCGctCA 
TGTTtGtTtTCGAttA 
TGTTCtATtaCGAACg 
TGTTCGATAaCGAACA 
TGcTCGtTAgCGAtaA 
gGcgCGATAaCGctCA 
TGTTtGATtTCGcgCg 
TGTTCGATAaCGAACA 
TGcTCGtTAaCGAtaA 
TGTTtGATtTCGcgCA 
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У. typhimurium 
У. enterocolitica 
Y. pestis 
Y. pestis 
Y. pestis 

g l p F 
g lpA 
g lpD 
g lpA 
g l p F 

4 . 2 0 
4 . 3 4 
4 . 9 0 
4 . 4 3 
4 . 3 6 

gGcgCGATAaCGctCA 
TGTTCcATAaCGAgCg 
TGTTCGtTtTCGctCA 
TGTTtctTATCaAtCA 
cGcTCGtTAaCGAtaA 

б) семейство Vibrionaceae (18) 
V. cholerae 
V. cholerae 
V. cholerae 
V.fischeri 
V.fischeri 
V.fischeri 
V. vulnificus 
V. vulnificus 
V. vulnificus 
V. vulnificus 

glpA 
g lpD 
g lpT 
g lpA 
g lpD 
g l p F 
g l p F 
g lpA 
g lpD 
glpT 

5 . 5 7 
4 . 9 2 
4 . 5 6 
5 . 9 1 
5 . 6 6 
5 . 2 4 
5 . 6 9 
5 . 6 6 
5 . 3 6 
5 . 0 2 

AATGCTCGtTCGcGCtTT 
AATatTCGAgCGctCATT 
AtTGCTCGtTCGoeatTT 
AATGCgCGAaCGAGCATT 
AATGtTCGtTCGctCATT 
tgTGCTCGAaCGctCMT 
tATGCTCGAaCGeGCATT 
AATGtTCGAaCGctCATT 
AATGCTCGtTCGAaCAaa 
ttTGCTCGtTCGcaCAcT 

в) семейство Pseudomonadaceae (18) 
P. aeruginosa 
P. aeruginosa 
P. .fluorescent 
P. fluorescens 
P. putida 
P. putida 
P. syringae 
P. syringae 

P. aeruginosa 
P. aeruginosa 
P. fluorescens 
P. syringae 

glpD 
g l p F 
g l p F 
g lpD 
g lpD 
g l p F 
g l p F 
g lpD 

glpT 
g lpD 
g lpT 
glpT 

5 . 6 4 
5 . 4 3 
5 . 4 3 
5 . 3 9 
5 . 5 2 
5 . 4 2 
5 . 6 1 
5 . 4 9 

5 . 6 6 
5 . 1 1 
5 . 0 3 
4 . 9 6 

ATTTTCGaATtCGAAcAA 
TTTTTCGaAactGAAcAA 
TTTTTCGaATctGAAtAA 
ATTTTCGcAaAtGAAcAT 
ATTTTCGcAaACGAAcAT 
TTTTTCGTtTctGAAtAA 
TTTTlCGTtTACGAAtAT 
ATTTTCGgAaAtGAAcAT 

TTTTTCaTtTACGAAAAA 
ATgTTCGTtTcaGAAAAA 
ATTTTCGgtaACGAAAcT 
TTTTTCtgtaAtGAAAAT 

г) а-, Р-протеобактерии (3-4 повтора через 3-5 нуклеотидов) 
4. tumefaciens 
4. tumefaciens 
В. melitensis 
Ы. loti 
R. leguminosarum 
R. palustris 
S. meliloti 
У. meliloti 

B. pseudomallei 
B. cepacia 
B.fungorum 

glpD 
g l p D l 
g i p o 
g lpD 
g lpD 
g lpD 
glpK 
g i p o 

g lpD 
g lpD 
g lpD 

1 4 . 3 0 
1 0 . 6 1 
1 0 . 9 6 
1 0 . 8 4 
1 1 . 6 1 
1 0 . 1 8 
1 4 . 1 3 
1 0 . 5 6 

1 0 . 4 0 
1 0 . 4 0 
9 . 0 2 

gTTCGTTtatTTTCtTTtgacaTTCGTTttgtITTCGoT 
TTTCGTTtgacaTTCGTTttgtCTTCGAA 
ETTCGTTtgatETTCaTTtgcTTTCGTa 
rTTCGXTtgacaTTCGTTatgagTTCGaa 
aTTCGTTtgacaTTCGIattccITTCGTT 
ITTCGTTttggTTtGTgctttaTTCGIT 
rTTCGTTtgacaTTCGTXtttoTaTCGrattgaagrCGTI 
aTTCGTTtgacaTTCGaaatatTTTCGcT 

TTTCGaTtatgTTCGTTaaaTTTCGaa 
rTTCGaTtccgTTCGTTaaaTTTCGaa 
rTTCGaatatgTTCaTTaaagTTCGaa 
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выводы. 
1. Создано и тестировано эффективное средство — алгоритм и компьютерная 

программа IRSA для поиска сайтов белок-дезоксирибонуклеиновой регуля

ции в бактериальных геномах. 

2. Показано, что с помощью этой программы можно адекватно искать сигналы 

транскрипционных факторов белок-ДНКового взаимодействия. 

3. На ее основе предсказаны новые сайты связывания репрессора GlpR в у-

протеобактериях (палиндромные сигналы) и в а-, Р-протеобактериях (тан-

демные повторы). 

4. На основании предсказанных нами сайтов предположены два типа связыва

ния белка GlpR. 

5. На ее основе найдены потенциальные регуляторные сигналы для ортологнч-

ных генов в группе энтеробактерий (у-протеобактерии) и в группе бацил-

лы/клостридии (Грам-положительные бактерии). 
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