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Е. В. KУHИH, К. М. Чумаков, А. Е. Горбаленя 

М Е Т О Д П О И С К А С Т Р У К Т У Р Н Ы Х М О Т И В О В 
В А М И Н О К И С Л О Т Н Ы Х П О С Л Е Д О В А Т Е Л Ь Н О С Т Я Х . 
П Р О Г Р А М М А « S I T E » П А К Е Т А « G E N B E E » 

Предложен метод поиска структурных мотивов в аминокислотных последовательностях, 
основанный на построении частотного профиля группы выравненных фрагментов после-
довательностей. На примере сканирования банка аминокислотных последовательностей 
мотивом, характерным для широкого класса NTР-связывающих белков, рассмотрена ра-
бота программы «SITE», написанной на основе предложенного алгоритма. Продемонст-
рированы преимущества предложенного подхода по сравнению со стандартными програм-
мами поиска паттернов в отношении полноты и избирательности извлечения из банка 
последовательностей, содержащих участки, сходные с рассматриваемым мотивом. Пред-
ставлена предположительная идентификация NTP-связывающих центров в нескольких 
белках, где они ранее не были обнаружены. Обсуждается применение разработанного 
алгоритма для классификации банков аминокислотных последовательностей. 

Введение. Один из основных эвристических приемов, используемых 
при теоретическом анализе структуры и функций биополимеров, — поиск 
в аминокислотных (нуклеотидных) последовательностях так называе-
мых структурных мотивов и паттернов. В данной работе мы будем 
рассматривать только мотивы (паттерны), заданные на уровне первич-
ной структуры. Мотив можно определить как относительно короткую 
аминокислотную последовательность (о нуклеотидных последовательно-
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стях мы здесь говорить не будем), характеризующуюся определенной 
степенью консервативности в пределах достаточно обширной группы 
родственных белков. По определению, в состав мотива не входят про-
белы. Группа разнесенных в границах одной полипептидной цепи моти-
вов образует паттерн; при формировании паттерна учитывается также 
расстояние между отдельными мотивами [1, 2]. В соответствии с пред-
ставлениями современной теории молекулярной эволюции [3] естест-
венно ожидать, что структурные мотивы (паттерны) должны ассоци-
ироваться с определенными функциями, например, могут входить B COC-

Т а б л и ц а 1 
Примеры структурных мотивов, коррелирующих с определенными функциями 
в белковых молекулах 
Examples of structural motifs associated with distinct functions in proteins 

Мотив Функция 

Активный центр хим отрипсин-подсбных се 
риновых протеаз 

Активный центр тиоловых протеаз 

Активный центр РНК-зависимых 
РНК.-полимераз, ДНК-зависимых 
ДНК-полимераз и обратных транскриптаз 

Активный центр ДНК-зависимых 
РНК-полимераз 

РНК-связывающий домен 

ДНК-связывающий домен типа «finger» 

П р и м е ч а н и е. Аминокислотные остатки, указанные в круглых скобках, встречают-
ся во многих, но не во всех последовательностях соответствующего класса; в квад-
ратных скобках указаны альтернативные остатки. В каждом случае приведенные по-
следовательности образуют только часть активного центра; χ—любой аминокислотный ос-
таток. 

тав активных центров ферментов. В ряде случаев это действительно 
подтверждается анализом конкретных экспериментальных данных 
(табл. 1). 

Описано множество алгоритмов и программ поиска мотивов в по-
следовательностях (см. обзор [2 ] ) . По существу это программы поиска 
регулярных выражений (в том числе вырожденных) в тексте. Так, на-
пример, для поиска одного из мотивов связывания ATP и GTP может 
быть использовано следующее выражение: [GA]XaGK[ST\ (обозначе-
н и я — как в табл. 1). Однако по мере роста массива известных амино-
кислотных последовательностей, из анализа которых выводятся форму-
лы мотивов, подобные простейшие алгоритмы становятся все менее 
полезными в силу неизбежного «размывания» последних. Такое размы-
вание можно продемонстрировать опять-таки на примере «эволюции» 
паттерна связывания ATP или GTP на протяжении последних 7 лет 
([4, 5]; рис. 1). В результате «вырождения» мотивов складывается 

положение, когда использование достаточно «жесткого» мотива ведет 
к потере чувствительности, т. е. к неполному извлечению родственных 
последовательностей из базы данных, а использование «размытого» 
мотива — к утрате избирательности, т. е. к извлечению неродственных 
последовательностей. В такой ситуации вывод формул мотивов в зна-
чительной мере утрачивает смысл, и под мотивом приходится понимать 
собственно массив выравненных фрагментов последовательностей. Про-
дуктивное использование таких мотивов для предсказания функций 
белков и выявления эволюционных связей требует применения более 
тонких методов, позволяющих максимально полно извлекать информа-
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цию, содержащуюся в выравненных последовательностях. Такие мето-
ды были предложены рядом исследователей [1, 2]. Все они направле-
ны на то, чтобы в той или иной степени учитывать неравномерность 
встречаемости отдельных аминокислотных остатков в каждой позиции 
массива выравненных последовательностей, составляющего обучающую 
выборку для формирования мотива. Наиболее последовательно такой 

Рис. 1. «Размывание» NTP-связывающего паттерна по мере накопления родственных 
последовательностей, используемых д л я получения формулы паттерна, hy — гидрофоб-
ный аминокислотный остаток. Выражения , приведенные в фигурных скобках, означают, 
что из 5 последовательных аминокислотных остатков по крайней мере 2 («А» мотив) 
или 3 («В» мотив) являются гидрофобными. Остальные обозначения — как в табл. 1 
Fig. 1. Deter iora t ion of the N T P - b i n d i n g pa t t e rn as the resul t of accumula t ion of re la ted 
sequences used for gene ra t ion of the pa t t e rn , hy, a hydrophobic amino acid residue. The 
express ions in f igu re brackets indicate t ha t at least 2 («А» m o t i f ) , or З («В» mot i f ) ou t 
of 5 consecut ive res idues are hydrophobic. Other des igna t ion — as in Tab le 1 

подход реализуется путем построения так называемого «частотного про-
филя» мотива, т. е. таблицы, содержащей так или иначе преобразован-
ные частоты встречаемости всех аминокислотных остатков в каждой 
позиции. Такой профиль затем используется для оценки сходства фраг-
ментов последовательностей с данным мотивом. Нам, однако, неизве-
стны исследования, в которых были бы представлены результаты сис-
тематического использования таких подходов для скрининга банков 
аминокислотных последовательностей. Мы считали целесообразным в 
рамках пакета «GENBEE» разработать достаточно простой вариант 
«профильного» метода, обеспечивающий возможность чувствительного 
скрининга банков последовательностей, статистической оценки сходства 
фрагментов извлекаемых последовательностей с используемым моти-
вом и создания из этих последовательностей специализированных баз 
данных. Мы рассматривали такую работу как первый подход к постро-
ению классификации белков, основарной на результатах сравнитель-
ного анализа их последовательностей. Ниже кратко описаны предло-
женный алгоритм, написанная на его основе программа «SITE» и при-
веден пример ее использования. 

А л г о р и т м п о и с к а м о т и в о в и π ρ о г ρ а м м a «SITE». Схема предложен-
ного алгортима поиска мотива в аминокислотных последовательностях представлена 
на рис. 2. М ы использовали простейший вариант профиля мотива, представляющий со-
бой прямоугольную матрицу размером 2 0 χ / ( /—число позиций в мотиве) , элементы 
которой подсчитывали по формуле 
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где Ai i r — значение профиля д л я t-го аминокислотного остатка в г-й позиции мотива; 
Wij — вес сравнения і-го и /-го остатков по матрице Д э й х о ф ф [6] или по какой-либо дру-
гой матрице сравнения аминокислотных остатков; — ч и с л о вхождений /-го остатка в 
г-й позиции. Этот профиль (матрицу) использовали для сканирования банка аминокис-
лотных последовательностей. Д л я к а ж д о й последовательности в банке вычисляли вели-
чину сходства к а ж д о г о сегмента длины I с данным профилем по формуле 

(т. е. если при сканировании последовательности в г-й позиции фрагмента длины I об-



Величина S' п р е д с т а в л я е т собой число с р е д н е к в а д р а т и ч н ы х отклонений, на которое луч-
шее значение сходства с мотивом д л я д а н н о й после-
д о в а т е л ь н о с т и превышает среднее значение по банку, 
и х а р а к т е р и з у е т статистическую значимость сходст-
ва. Строится гистограмма распределения значений S' 
по б а н к у и подсчитывается д о л я значений, превы-
ш а ю щ и х з а д а н н ы й порог. С о о т в е т с т в у ю щ и е последо-
вательности отмечаются в исходном банке и могут 
быть выделены в отдельную базу д а н н ы х д л я даль -
нейшего а н а л и з а . Очевидно, что время счета по дан-

Рис . 2. Схема «профильного» а л г о р и т м а поиска мо-
т и в о в в а м и н о к и с л о т н ы х п о с л е д о в а т е л ь н о с т я х 
F ig . 2. A s c h e m e of the «prof i l e» a l g o r i t h m fo r motif 
s e a r c h in p ro t e in sequences . 

ному алгоритму п р я м о пропорционально I-D (D — с у м м а р н а я длина последовательнос-
тей в б а н к е ) , но не зависит от числа последовательностей в мотиве. 

П р о г р а м м а « S I T E » , н а п и с а н н а я в р а м к а х пакета « G E N B E E » , п р е д у с м а т р и в а е т 
три р е ж и м а поиска : 1) «PATTERN», р е ж и м поиска мотивов по ф о р м у л а м , подобным 
приведенным на рис. 1 и в табл. 1, основанный на с т а н д а р т н о м а л г о р и т м е поиска ре-
г у л я р н ы х в ы р а ж е н и й (типа, например , п р о г р а м м ы G R E P в системе U N I X ) ; 2) «MO-
TIF» , поиск, основанный на описанном «профильном» алгоритме; 3) «BESTFIT» ана-
логичный метод поиска с использованием вместо мотива одной последовательности . 

Результаты и обсуждение. Д л я отработки предложенного метода 
поиска структурных мотивов в аминокислотных последовательностях 
мы провели скрининг части (включающей около 25 % всех последова-
тельностей) банка PIR (выпуск 15) с использованием в качестве зонда 
«А»-мотива NTP-связывающего паттерна (см. выше) . Конкретно ис-
пользуемый мотив представлял собой 186 выравненных фрагментов 
последовательностей, как правило, удовлетворяющих формуле из рабо-
ты [5], приведенной на рис. 1. Последовательности включали в мотив 
на основании имеющихся экспериментальных данных об участии дан-
ного фрагмента (или по крайней мере соответствующего белка) в свя-
зывании NTP либо на основании консервации последовательности в 
семействах достаточно сильно дивергировавших белков. Ниже мы бу-
дем говорить об NTP-связывающих белках, подразумевая белки, обла-
дающие соответствующими свойствами и содержащие последователь-
ности, достоверно родственные данному мотиву; не следует при этом 
забывать, что существуют NTP-связывающие белки с другими консер-
вативными мотивами. На рис. 3 представлена гистограмма распределе-
ния величин «приведенной суммы» (см. выше) при скрининге исполь-
зуемой базы данных. Результаты поиска предложенным методом 
сравнивали с результатами поиска стандартной программой с исполь-
зованием формулы «А»-мотива, приведенной на рис. 1. 

Данные табл. 2 достаточно убедительно демонстрируют преимуще-
ства «профильного» метода поиска. Стандартная программа не обеспе-
чивает полной селективности (что очевидно и из элементарных стати-
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н а р у ж и в а е т с я ί-ί'ι аминокислотный остаток , то в качестве слагаемого я сумму 5 , харак-
т е р и з у ю щ у ю величину сходства , входит МІГ). ДЛЯ к а ж д о й последовательности в банке 
з а п о м и н а л о с ь м а к с и м а л ь н о е значение Sm и вычислялось среднее 

где M — число последовательностей в банке. З а т е м подсчитывали величину среднеквад-
ратичного отклонения (о) и величину «приведенной суммы» д л я к а ж д о й последователь -
ности по ф о р м у л е 



стических соображений) : около половины отобранных с ее помощью 
белков, по всей вероятности, не обладают NTP-связывающими свойст-
вами. Не менее важно то, что при использовании стандартной програм-
мы из рассмотрения выпадали некоторые белки, безусловно, обладаю-
щие NTP-связывающими свойствами, но содержащие в своей последова-

1 4 1 5 s e q u e n c e s s c a n n e d : 
MEAN SCORE = 1 0 . 1 6 3 , 

-5 
STANDARD DEVIATION = 0 . 2 6 9 8 2 6 

J 
3 1 1 1 
3 1 1 1 1 1 1 1 
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 . 2 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
0 . 6 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
0 . 9 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 . 3 3 1 1 1 1 1 1 1 
1 . 7 3 1 
2 . 1 3 
2 . 4 32 
2 . 8 3 
3 . 2 32 
3 . 6 3 
3 . 9 3 

FRACTION OF SIGNIFICANT SCORES = 0 . 0 2 6 

Рис. 3. Гистограмма распределения последовательностей в базе данных по сходству с 
«А» мотивом NTP-связывающего паттерна. По вертикали указаны значения «приведен-
ного сходства» (в единицах σ) , а по горизонтали — соответствующие доли последова-
тельностей. Указаны среднее значение сходства с мотивом в расчете на один амино-
кислотный остаток, величина σ и доля последовательностей, д л я которых сходство с 
мотивом превышает заданный порог (в данном случае 2а) 
Fig. 3. The d is t r ibu t ion of the sequences in the d a t a b a s e by s imilar i ty to the «А» motif 
of the NTP-b ind ing pa t t e rn . Ord ina te : ad jus t ed score va lues (number of s t anda rd de-
v ia t ions above the m e a n ) ; abscissa: respective f rac t ions of the sequences. The mean per 
residue score for compar i son of the sequences in the d a t a b a s e wi th the mot i f , the S D 
value, and the f rac t ion of scores above the user-def ined cut-off level (2 SD1 in th is case) 
are indicated . 

T а б л и ц а 2 
Сравнение результатов поиска NTP -связывающего мотива стандартным и профильным 
методами 
Comparison of the results of searches for the NTP-binding motif made by standard 
and profile methods 

Метод поиска 

N 

с S t S2 

E= C-S 

Метод поиска 
I II I I I 

с S t S2 1 2 

Стандартный з о 7 36 0 ,86 0 ,41 0 ,51 0 ,35 0 ,44 
Профильный порог 

0 ,54 3σ 19 0 0 0 ,54 1,00 1,00 0 ,54 0 ,54 
2 , 5 σ 26 4 0 0 ,74 0 , 8 7 1,00 0 ,64 0 , 7 4 
2σ 32 4 (1) 0 ,91 0 ,86 0 , 9 7 0 , 7 8 0 , 8 8 
1 , 8 σ 35 4 13 1,00 0 , 6 7 0 , 7 5 0 , 6 7 0 , 7 5 

П р и м е ч а н и е . N—число селектированных последовательностей: I — N T P - с в я з ы в а ю щ и е 
белки; II—белки, вероятно связывающие N T P ; III—белки, вероятно не обладающие 
NTP-связывающими свойствами; С—чувствительность метода, т. е. полнота извлече-
ния NTP-связывающих белков (за 1 принимали все NTP-связывающие белки, селекти-
рованные каким-либо из использованных методов); S 1 , S 2 —избирательность извлечения 
NTP-связывающих белков ( S 1 = 1 /IH II- j-III ; S 2 = = I + I I / I + I I + I I I ) . £—эффективность 
метода ( I ^ = S 1 - C ; 2: E=S2-C). При использовании порога 2σ единственная последо-
вательность, по-видимому, не входящая в рассматриваемый класс NTP-связывающих 
белков, принадлежала аланил-аминоацил-тРНК синтетазе; хотя аминоацил-тРНК син-
тетазы утилизируют АТР, для них характерна консервация последовательностей, от-
личных от «А» мотива. 
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тельности отклонения от формулы мотива (например, аденилаткиназы) . 
«Профильный» метод с оптимальным порогом значимости (в нашем 
случае 2 а) позволяет добиться практически полной селективности при 
извлечении из базы подавляющего большинства последовательностей 
NTP-связывающих белков. При более низком пороге (1,8σ) селекти-
ровались все последовательности NTP-связывающих белков, но возни-
кал некоторый «фон». Интересно, впрочем, что из 13 селектированных 
при этом пороге белков, не обладающих NTP-связывающими ствойства-
ми, 8 являются NAD-зависимыми дегидрогеназами, т. е. относятся к 
другому классу нуклеотид-связывающих белков. «Профильный» метод, 
кроме того, однозначно выявлял упомянутые выше последовательности 
аденилаткиназ. 

Он позволил также предположительно идентифицировать NTP-свя-
зывающий участок в dNMP-киназе бактериофага Т4, в которой этот 
мотив ранее не был обнаружен. 

Нам показалось интересным применить разработанный метод для 
анализа последовательностей некоторых белков, в которых предпола-
галось наличие NTP-связывающих мотивов, отклоняющихся от стан-
дартной формулы. Мы рассмотрели последовательности белка F виру-
сов иммунодефицита человека и обезьян [7], белка RecOy участвую-
щего в рекомбинации Д Н К у Escherichia coli [8], и белка бактериофа-
га Т4 UvsX, т акже вовлеченного в рекомбинацию и репарацию фагово-
го генома [9]. Оказалось, что в первых двух белках фрагменты, наи-
более сходные с «А»-мотивом, не совпадают с предсказанными автора-
ми соответствующих работ и характеризуются значениями сходства, 
лишь незначительно превышающими средние в исследованной нами ба-
зе данных. Это делает идентификацию в них NTP-связывающего моти-
ва весьма сомнительной. Д л я белка UvsX участок, наиболее близкий 
к «А»-мотиву, также отличается от указанного в оригинальной работе, 
но совпадает с предсказанным нами на основании сравнения с последо-
вательностями бактериальных белков ReeA [5]. Хотя в этом случае 
уровень сходства с мотивом не очень высок («приведенное сходство» 
около 1,2 σ), представляется достаточно вероятным, что идентифици-
рованный сегмент участвует в связывании NTP. 

Таким образом, хотя профильный метод (по крайней мере в опи-
санном здесь первоначальном виде) не решает всех проблем, связан-
ных с поиском мотивов в аминокислотных последовательностях, он 
позволяет намного более надежно селектировать участки, сходные с 
такими мотивами. 

Мы видим два основных связанных между собой аспекта приме-
нения предложенной программы поиска мотивов в аминокислотных 
последовательностях: 1) скрининг банков для выделения групп родст-
венных белков и 2) анализ новых аминокислотных последовательностей 
с целью выявления в них структурных мотивов и отнесения их к той 
или иной группе. Д л я решения этих задач необходимо создать «библио-
теку» мотивов и соответствующих средних значений сходства и величин 
σ, полученных при скрининге банка программой «SITE». Т а к а я работа 
ведется в настоящее время. 

Интересно также, что данный подход можно использовать для вы-
явления белков, содержащих наиболее типичные для исследуемого мо-
тива последовательности, т. е. в известном смысле для реконструкции 
«предковой» последовательности. 
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A M E T H O D FOR S E A R C H O F S T R U C T U R E M O T I F S IN A M I N O A C I D S E Q U E N C E S 
P R O G R A M S I T E O F T H E G E N B E E PACKAGE 
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Ins t i t u t e of Microbiology, the U S S R Academy of Sciences, Moscow; 
Institute of Poliomyelitis and Viral Encephalitides, 
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S u m m a r y 

A method is sugges t ed to search for the s t ruc ture mot i f s in amino acid sequences, based 
on their s c a n n i n g by f requency profi les genera ted f rom a l igned sequence segments . The 
p r o g r a m «SITE» imp lemen t ing the proposed a lgor i thm is discussed, exemplif ied by the 
search of an amino acid sequence d a t a b a s e for the motif typical of a vas t c lass of pur ine 
N T P - b i n d i n g prote ins . The superior i t ies of the proposed approach as compared to s t a n d a r d 
pa t t e rn - sea rch ing rout ines is demons t ra ted with respect to selectivity and comple teness 
of ext rac t ion of re levant sequences. 
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КОМПЬЮТЕРНОЕ КОНСТРУИРОВАНИЕ 
БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ПЕПТИДОВ: 
НЕКОТОРЫЕ НОВЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ 

Развиты алгоритмы теоретического конформационного анализа для расчета стабильных 
конформаций молекул пептидов на поверхности раздела фаз «гвода — липофильная сре-
да». Поскольку взаимодействие многих пептидных биорегуляторов со специфическими 
рецепторами осуществляется главным образом sa счет гидрофобных сил, развитая про-
цедура может быть использована для компьютерного проектирования аналогов при-
родных биорегуляторов, обладающих повышенным сродством к рецептору, измененным 
спектром проявления биологической активности, пролонгированным действием. 

Введение. Существующие стратегии конформациоино направленного 
конструирования биологически активных пептидов основываются на 
поиске так называемых «биологически активных» конформаций. 
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