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Промоторная последовательность как у  про-
кариот, так и у эукариот расположена до первого 
основания первого кодона (обозначается как +1) 
кодирующей последовательности гена [1]. Выде-
ляется так называемый коровый промотор длиной 
от  60  до  120  оснований с  которым связывается 
РНК-полимераза  [2,  3]. Более протяженный уча-
сток длиной 600 оснований от -499 до +100 содер-
жит в своем составе коровый промотор, а  также 
участки связывания различных транскрипцион-
ных факторов  [4]. В  данной работе область ис-
следования ограничена только эукариотическими 
промоторными последовательностями. В  состав 
промотора включаются некоторые мотивы, кото-
рые представляют собой короткие консерватив-
ные последовательности. Среди них известны так 
называемая TATA последовательность, которая 
занимает позиции от  -31  до  -26  нуклеотида  [5], 
и B  recognition element (BRE), который находит-
ся от  -37  до  -32  нуклеотида в  последовательно-
сти промотора. Обнаружены короткие последо-
вательности, которые обеспечивают связывание 
различных белковых факторов с промоторной по-
следовательностью  [6]. Многие из  этих после-
довательностей приходятся на  участок промото-
ра от +1 до +40 нуклеотида. Последовательность 

промотора не обладает симметрией и это позволя-
ет ДНК полимеразе начать транскрипцию в пра-
вильном направлении. Уровень транскрипции за-
висит от  того, под контролем какого промотора 
находится ген. По  активности, промоторы мож-
но разделить на два класса. К первому можно от-
нести конститутивные промоторы, которые обес-
печивают постоянный уровень транскрипции. 
Ко второму — регулируемые промоторы, при ис-
пользовании которых скорость транскрипции за-
висит от  присутствия определенных транскрип-
ционных факторов или других внешних условий.

Промоторные последовательности сильно от-
личаются друг от друга [7]. Это связано с необхо-
димостью управления уровнем активности мно-
гих генов. При инициации транскрипции осу-
ществляется сборка комплекса, в состав которого 
входит РНК-полимераза, промоторная последо-
вательность и  еще ряд транскрипционных фак-
торов  [8]. Набор этих факторов может меняться 
от одного гена к другому, что в свою очередь свя-
зано с сильным разнообразием промоторных по-
следовательностей. На сегодняшний день для раз-
личных геномов эукариот известны сотни тысяч 
промоторов, последовательности которых со-
браны в  различных базах данных  [4]. В  данной 
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работе мы использовали базу данных EPD, https://
epd.epfl.ch//index.php.

Однако, несмотря на такое большое количест-
во промоторных последовательностей, найти ста-
тистически значимое множественное выравнива-
ние между ними до сих пор не удавалось [9]. Это 
привело к тому, что идентифицировать (аннотиро-
вать) промоторы по нуклеотидной последователь-
ности достаточно сложно. Типичная схема для ан-
нотации состоит в построении статистически зна-
чимого множественного выравнивания. Затем это 
выравнивание используется для профильного ана-
лиза или для построения скрытой марковской мо-
дели. Такая схема приводит к низкому числу лож-
ных позитивов (ошибка первого рода) при анализе 
геномов. Алгоритмы для предсказания промотор-
ных последовательностей в  настоящее время ис-
пользуют другие математические методы ввиду от-
сутствия статистически значимого множественно-
го выравнивания, такие как TSSW[7], PePPER[10], 
G4PromFinder  [11] и  многие другие. В  среднем, 
различные алгоритмы предсказывают один лож-
ный промотор (ложный позитив) на 103–104 осно-
ваний ДНК, в  то  время как человеческий геном 
содержит приблизительно один ген на  105  осно-
ваний. В  результате среди ложных предсказаний 
невозможно выделить истинный промотор. Таким 
образом, если мы хотим использовать математиче-
ские методы для поиска промоторов, то мы долж-
ны уменьшить число ложных предсказаний про-
моторов (число ложных позитивов) примерно 
в 102 или в 103 раз. Если правильно предсказывать 
промоторные последовательности, то  можно на-
ходить не  выявленные ранее гены или неизвест-
ные ранее точки инициации транскрипции. Воз-
можность находить новые гены открывается ввиду 
того, координаты найденного промотора с некото-
рой точностью указывают на +1 позицию первого 
основания первого кодона гена. Поиск новых точек 
инициации транскрипции обусловлен тем, что про-
мотор содержит в своем составе точку инициации 
транскрипции [1] и обнаружение нового промото-
ра равносильно обнаружению новой точки иници-
ации транскрипции с определенной точностью.

Ранее мы  разработали математический ме-
тод для создания множественного выравнивания 
для сильно различающихся нуклеотидных после-
довательностей (MAHDS), который может быть 
использован на  сайте http://victoria.biengi.ac.ru/
mahds/auth. Под сильно различающимися после-
довательностями будем понимать последователь-
ности, накопившие более 2,5  случайных замен 
(x) на  один нуклеотид относительно друг друга. 
MAHDS позволяет строить статистически зна-
чимые выравнивания для x  в  интервале от  2,5 

до 4,4. Это превосходит возможности разработан-
ных ранее алгоритмов, так как они могут стро-
ить статистические значимые множественные 
выравнивания до  x<2,5  [12]. MAHDS был при-
менен для построения множественного выравни-
вания промоторных последовательностей из гено-
ма A.thaliana. По построенному множественному 
выравниванию мы оценили x=3,6 [12] для промо-
торных последовательностей этого генома. Такое 
количество замен оснований между промотора-
ми показывает, что статистически значимое мно-
жественное выравнивание невозможно рассчи-
тать существующими методами [12]. В данной ра-
боте мы построили множественное выравнивание 
для промоторных последовательностей, накоплен-
ных в банке данных EPD [4] из генома человека. 
Мы также разработали метод классификации про-
моторов на основе проведенного множественного 
выравнивания. Всего удалось обнаружить 25 клас-
сов промоторных последовательностей с объемом 
классов более 100 промоторов. Полученные клас-
сы могут использоваться для поиcка промоторных 
последовательностей в геноме человека.

МАТЕМАТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
И АЛГОРИТМЫ

В  работе мы  использовали 22 694  промо-
торных последовательностей из  генома чело-
века, которые мы  получили с  сайта: https://epd.
epfl.ch//index.php [13]. Обозначим множество 
этих последовательностей как S. Каждый про-
мотор имеет длину равную 600-ам  нуклеотидов 
и  включает в  свой состав последовательность 
от  -499  до  +100  относительно первого основа-
ния первого кодона (+1 позиция гена). Для клас-
сификации промоторных последовательностей 
мы вначале случайно выбирали 100 промоторных 
последовательностей (множество S1) из 22 694 по-
следовательностей. Использование только 100 по-
следовательностей связано с  необходимостью 
максимально ускорить выполнение генетическо-
го алгоритма (см. ниже в этом разделе). Затем для 
последовательностей из  множества S1  методом 
MAHDS мы строили множественное выравнива-
ние. В основу метода MAHDS положено двумер-
ное динамическое программирование. Все промо-
торы длиной N=600  оснований из  множества S1, 
для которых строится множественное выравни-
вание, объединяются в одну последовательность 
L. Основная идея метода MAHDS состоит в том, 
чтобы отказаться от прямого расчета множествен-
ного выравнивания путем любого сравнения по-
следовательностей из множества S1. Вместо пря-
мого расчета мы проводим оптимизацию образов 



9Биотехнология  2020  Т. 36  № 4

Множественное выравнивание промоторных последовательностей из генома

множественного выравнивания относительно по-
следовательностей из  множества S1. В  качестве 
таких образов выступают позиционно-весовые 
матрицы (ПВМ). Число столбцов в такой матри-
це равно длине промоторных последовательно-
стей (т. е. 600  оснований), а  число строк равно 
16. В  матрице 16  строк используются для того, 
чтобы рассматривать не  отдельные основания, 
а пары оснований в позициях i и i+1, где i меня-
ется от 1 до N-1. Это означает, что ПВМ учиты-
вают, как подобие последовательностей во  мно-
жестве S1, так и корреляцию соседних оснований. 
Каждая такая матрица M(k) есть определенный 
образ какого-то  множественного выравнивания 
нуклеотидных последовательностей S1(k). Это 
множественное выравнивание можно построить, 
если построить глобальное выравнивание после-
довательности L относительно M(k), например 
как это было описано ранее  [14]. Однако, про-
блема заключается в том, что для созданной нами 
последовательности L  мы  не  знаем соответству-
ющую матрицу M  и  поэтому не  можем постро-
ить оптимальное глобальное выравнивание для 
промоторов, собранных во  множестве S1. Одна-
ко эту проблему можно решить, если мы сможем 
оптимизировать какую-либо матрицу M, создан-
ную случайным образом. В  качестве параметра 

для оптимизации можно рассматривать значение 
функции сходства Fmax при проведении выравни-
вания последовательности L относительно матри-
цы M [14]. Оптимизацию мы проводили генетиче-
ским алгоритмом [15]. В результате для случайной 
матрицы M(16,600) мы  рассчитывали некую оп-
тимальную матрицу M(16,600). Под оптимальной 
матрицей понимается такая матрица, которая име-
ет наибольшее значение Fmax. Поэтому мы проде-
лали оптимизационную процедуру для множест-
ва случайных матриц M(k), k=1,103. В итоге среди 
полученных оптимальных матриц M’(k) мы  вы-
бирали такую, которая имеет наибольшее значе-
ние Fmax. Назовем эту матрицу как W(16,600). Те-
перь, уже зная последовательность L  и  матрицу 
W(16,600), мы  при помощи обычного двумерно-
го глобального выравнивания строим множест-
венное выравнивание промоторов из  множества 
S1 [14]. В результате мы получали множественное 
выравнивание для которого мы рассчитали пози-
ционно весовую матрицу W(16,600).

Очевидно, что не все промоторные последова-
тельности из множества S могут иметь статистиче-
ски значимое выравнивание с матрицей W(16,600). 
Поэтому мы  выравнивали каждую промоторную 
последовательность из множества S относительно 
матрицы W(16,600) [16] (рис. 1, пункт 3).

Рис. 1. Блок-схема алгоритма для создания классов промоторных последовательносей.

Fig. 1. The block diagram of the algorithm for creating classes of promoter sequences.
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Затем в первый класс мы выбирали такие про-
моторные последовательности из  множества S, 
которые имеют неслучайное выравнивание отно-
сительно матрицы W(16,600) (рис. 1, пункт 4). Та-
кие промоторные последовательности можно от-
нести к  одному классу. Этот класс характеризу-
ется матрицей W(16,600). Если объем созданного 
класса превышал 100  промоторных последова-
тельностей, то класс считался созданным (рис. 1, 
пункт 5). Если он был менее 100 последователь-
ностей, то создание классов заканчивалось.

Для создания дальнейших классов мы удаляли 
из  множества S  все последовательности, которые 
имеют неслучайное выравнивание относительно 
матрицы W(16,600) и  получали новое множество 
S’ (рис. 1, пункт 6). Далее для нового множества S’ 
итеративно повторялась процедура создания клас-
са, как это было сделано выше для множества S.

Результаты и обсуждение

Всего удалось создать 25  статистически зна-
чимых классов промоторных последовательно-
стей с объемами классов в интервале от прибли-
зительно 2700  до  100. На  рис. 2  показан размер 
созданных 25 классов.

Множественное выравнивание для множест-
ва последовательностей S1  для каждого создан-
ного класса можно найти на сайте https://yadi.sk/
d/9tws31Cc6bJ6OA. Фрагмент матрицы W(16,600) 
для первого класса промоторных последователь-
ностей показан на Таблице 1.

Мы  случайным образом перемешали все 
промоторные последовательности, собранные 
во  множестве S. Затем создали классы по  алго-
ритму, показанному на  рис. 1. Размер первых 
25  классов для случайных последовательностей 
составляет 12±9  последовательностей. Таким 
образом, число ложных позитивов не  превыша-
ет 12% для последнего класса и менее 0,5% для 
первого класса. Это показывает, что мы выдели-
ли статистически значимые классы промоторных 
последовательностей.

Мы  изучили консервативность оснований 
в первых двух классах промоторных последова-
тельностей. Для этого мы  определяли 

Та бл и ц а  1
Фрагмент матрицы W(16,600) для первого  
класса промоторных последовательностей  
из генома человека. Здесь W(a), W(t), W(c), W(g), 
показывают значение матрицы W в позиции i  
при условии, что в позиции i+1 будут основание 
а, t, c и g соответственно.
Fragment of the matrix W (16.600) for the first class  
of promoter sequences from the human genome  
is shown. Here W(a), W(t), W(c), W(g) are the value of 
the matrix W in position i provided that at the  
position i+1 there are a base a, t, c and g, respectively.

i Нуклеотид 
в позиции i W(a) W(t) W(c) W(g) 

500 A –1,51 –1,54 –1,68  0,47 
500 T –0,02 –0,07  1,61  0,40 
500 C –0,41  0,78 –0,37 –1,03 
500 G  2,17  0,40  0,37  0,06 
501 A –0,48 –0,53  0,01  1,32 
501 T –1,54 –0,07  0,36  0,82 
501 C –0,41  1,61 –0,02 –1,03 
501 G –0,80 –1,70  1,07  0,77 
502 A –0,48 –0,53 –2,10  0,05 
502 T  1,00 –1,08  0,36 –0,86 
502 C –0,41  1,61 –0,37  0,72 
502 G  0,05 –1,28  0,72  1,83 
503 A –1,00  1,00 –1,25  1,32 
503 T –0,02 –0,57 –0,05 –0,44 
503 C –0,83 –0,47  0,33 –0,33 
503 G –0,80 –0,86  1,07  2,18 
504 A –1,00 –0,53 –1,68  0,47 
504 T –1,54  1,43 –0,89 –0,02 
504 C –1,25  0,36 –0,02  1,07 
504 G  0,05 –0,02  1,07  1,47 
505 A –1,51 –2,05 –0,83  0,47 
505 T –1,04  0,43 –0,89  2,50 
505 C –0,83  0,78 –0,02 –1,03 
505 G –1,23 –1,28  2,47  2,53 

Рис. 2. Количество промоторных последовательно-
стей в каждом из созданных классов. V обозначает 
число промоторных последовательностей в каждом 
созданном классе.

Fig. 2. The number of promoter sequences in each 
of the created classes. V denotes the number of promot-
er sequences in each created class.
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вероятности появления оснований как p(i)=n(i)/K 
в соотвествующих выравниваниях с сайта https://
yadi.sk/d/9tws31Cc6bJ6OA. Здесь n(i) есть число 
оснований типа i  во  всех последовательностях 
из  созданного множественного выравнивания. 
i∈{a,t,c,g}. K — суммарная длина всех последо-
вательностей во множественном выравнивании. 
Затем мы  рассчитывали вероятности встретить 
пару оснований f(i,j)=p(i)p(j). Мы также рассчи-
тывали t(i,j,k). Это число пар (i, j) в  позициях 
k и k+1. k меняется от 1 до N-1. Пусть у нас име-
ется Q последовательностей в выравнивании. За-
тем мы рассчитали:

Здесь Qf(i,j)  — ожидаемое число соседней 
пары оснований (i,j). Всего для каждого k мы име-
ем 16 пар оснований. Затем мы рассчитывали:

Величина Y(k) имеет х2  распределение с 
15 степенями свободы. Затем мы рассчитывали 

X(k)=√2Y(k) – √2n–1, где n=15. Значение X(k) тем 
больше, чем меньше эволюционная диверген-
ция нуклеотидов в позициях k и k+1. Максимум 
значений X(k) достигается в  том случае, когда 
каждой из позиций k и k+1 присутствует толь-
ко одно основание ДНК для всех промоторных 
последовательностей.

Мы  построили зависимость X(k) для k 
от  –499  до  +99. для первых двух классов со-
зданных промоторных последовательностей. 
Здесь позиции +1 соответствует первое основа-
ние первого кодона. Эти зависимости показаны 
на рисунках 3 и 4.

Одновременно мы  построили зависимость 
X(k) для случайно-перемешанных последова-
тельностей. Это означает, что мы брали множе-
ственное выравнивание, созданное для класса 
промоторных последовательностей и  случайно 
перемешивали нуклеотиды. При этом мы не ме-
няли позиции вставок или делеций. Получен-
ные графики для первых двух классов пред-
ставлены на рис.3 и 4.

Промоторные последовательности само-
го большого класса из  генома человека имеют 
много консервативных позиций для различных 
k (рис.3). Это можно заметить по тому, что X(k) 

(1)

(2)

Рис. 3. Зависимость X(k) от номера основания в про-
моторной последовательности k для первого класса 
созданных промоторных последовательностей. X(k) 
есть аргумент нормального распределения, k есть 
номер нуклеотида в промоторной последовательно-
сти относительно первого основания кодона. Чер-
ные круги – последовательности промоторов, белые 
круги – случайные последовательности.

Fig. 3. The dependence of X(k) on the base number in 
the promoter sequence k for the first class of created 
promoter sequences. X(k) is argument of  a normal 
distribution, k is the base number in the promoter 
sequence relative to the first base of the first codonof 
a gene. Black circles are promoter sequences, white 
circles are random sequences.

Рис. 4. Зависимость X(k) от номера основания в про-
моторной последовательности k для второго класса 
созданных промоторных последовательностей. X(k) 
есть аргумент нормального распределения, k есть 
номер нуклеотида в промоторной последовательно-
сти относительно первого основания кодона. Чер-
ные круги – последовательности промоторов, белые 
круги – случайные последовательности.

Fig. 4. The dependence of X(k) on the base number in 
the promoter sequence k for the second class of created 
promoter sequences. X(k) is argument of  a normal 
distribution, k is the base number in the promoter 
sequence relative to the first base of the first codonof 
a gene. Black circles are promoter sequences, white 
circles are random sequences.
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для случайно-перемешанных последователь-
ностей значительно меньше, чем для промо-
торных последовательностей. Можно заметить 
консервативный участок промотора в  райо-
не k= –20, что соответствует TATA району про-
мотора  [17]. Также значимые пары оснований 
встречаются в позициях от +1 до +80. Это мо-
жет быть связано как с инициацией транскрип-
ции  [1], так и  с  инициацией трансляции  [18]. 
Вполне вероятно, что определенным факторам 
транскрипции или трансляции нужны опре-
деленные основания ДНК или только их  не-
которые комбинации (или мотивы). Однако, 
это явление не  наблюдается для второго клас-
са промоторных последовательностей. В  них 
значения X(k) для k>+1 незначительно превы-
шает X(k) для всех других k. Это может свиде-
тельствовать о  различных механизмах инициа-
ции транскрипции генов в геноме человека или 
о  использовании различных факторов инициа-
ции как транскрипции, так и трансляции.

Важно также отметить, что последовательно-
сти промоторов содержат часто встречающиеся 
пары оснований ДНК по всей длине от –499 до +1. 
Это может показывать, что многие ДНК мотивы 
в  этом районе важны для связывания факторов 
транскрипции [19].

Мы  исследовали отличие значе-
ний X(k), полученных для промоторных 

последовательностей от значений X(k), рассчи-
танных для случайных последовательностей. 
Для этого мы  посчитали величину N(X), кото-
рая показывает число значений X(k) от X до +∞. 
Всего мы имеем 599 значений X(k) для каждо-
го класса промоторных последовательностей, 
поэтому N(X) меняется от  0  до  599. Для пер-
вого и  второго класса промоторных последо-
вательностей зависимости N(X) от X показаны 
на  рисунках 5  и  6. N(X) более чем в  2–5  раза 
больше для промоторных последовательно-
стей, чем для случайных последовательно-
стей для X от 0,0 до 3,0. При сравнении рисун-
ков 3  и  5, а  также 4  и  6 можно заметить, что 
отличие выравнивания промоторных после-
довательностей от  случайных последователь-
ностей происходит как за  счет нескольких де-
сятков X(k)>3,0, так и за счет нескольких сотен 
значений 0,0<X(k)<3,0. Это в свою очередь оз-
начает, что множественное выравнивание про-
моторных последовательностей обогащено не-
случайными парами оснований.

Полученные результаты показывают, что 
возможно рассчитать статистически значимое 
множественное выравнивание промоторных по-
следовательностей из  генома человека. Полу-
ченные классы промоторов могут быть исполь-
зованы для поиска промоторных последователь-
ностей в как в геноме человека, так и в других 

Рис. 5. Показана зависимость N(X) для первого 
класса промоторных последовательностей из гено-
ма человека, X есть аргумент нормального распре-
деления. Черные круги — промоторные последова-
тельности первого класса,  белые круги — случай-
ные последовательности.

Fig. 5. The dependence N(X) for the first class 
of  promoter sequences from the human genome is 
shown. X is argument of a normal distribution. Black 
circles are promoter sequences of the first class, white 
circles are random sequences.

Рис. 6. Показана зависимость N(X) для второго 
класса промоторных последовательностей из гено-
ма человека, X есть аргумент нормального распре-
деления. Черные круги — промоторные последова-
тельности первого класса,  белые круги — случай-
ные последовательности.

Fig. 6. The dependence N(X) for the second class 
of  promoter sequences from the human genome is 
shown. X is argument of a normal distribution. Black 
circles are promoter sequences of the first class, white 
circles are random sequences.
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эукариотических геномах. Это может позволить 
более полно идентифицировать как сами гены, 
так и точки начала транскрипции.
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Abstract–A new algorithm for multiple alignment of nucleotide sequences of MAHDS has been developed. 
A statistically significant multiple alignment of promoter sequences from the human genome was first 
created using this algorithm. Based on the constructed alignments, 25 classes of promoter sequences were 
created with the volume of each class exceeding 100 sequences. The classes of promoters can be used to 
search for promoter sequences in eukaryotic genomes.
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