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Развитие in vitro технологий привело к появлению новых экспериментальных данных о связывании 
белков с ДНК, которые накапливаются в базах данных и используются при исследовании механизмов 
регуляции экспрессии генов и разработке компьютерных методов распознавания сайтов связывания в 
геномах про- и эукариот. Однако пока не ясно, насколько in vitro селектированные последовательности 
отражают истинную структуру природных сайтов связывания транскрипционных факторов (ТФ). 
С использованием Кульбака – Лейблера критерия расстояний проведено сравнение сходства частот-
ных матриц сайтов связывания ТФ, построенных на основе выборок искусственно селектированных 
последовательностей и природных сайтов. Показано, что для 80 % ТФ (из числа исследованных) 
наблюдается высокое сходство коровых последовательностей природных и искусственных сайтов. 
Для 20 % ТФ их in vitro селектированные последовательности имеют в коровой структуре сайта 
более широкий спектр допустимых значимых нуклеотидов, не встречающихся среди природных 
сайтов. Методом весовых матриц проведена оценка оптимальной длины последовательностей ДНК, 
включающих природные сайты связывания, при которой удается достичь максимальной точности 
их распознавания. Обнаружено, что примерно для 80 % ТФ (из исследованных) оптимальная для 
распознавания длина сайта связывания значительно превышает длину коровой последовательности 
и длину in vitro селектированных сайтов. Выявленные особенности in vitro селектированных сайтов 
связывания ТФ накладывают определенные ограничения на их использование при разработке ком-
пьютерных методов распознавания потенциальных сайтов в геномных последовательностях. 
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in vitro селектированные последовательности.
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ВВЕДЕНИЕ

Ключевым звеном тонкой регуляции экс-
прессии генов является структура регулятор-
ных последовательностей промоторов генов, 
определяющая спектр возможных воздействий 
со стороны регуляторов транскрипции. Поэто-
му не удивительно, что поток информации по 
изучению механизмов регуляции транскрипции 
и структуры промоторов не ослабевает. В связи 

с этим в последнее десятилетие всё большее 
внимание уделяется созданию и развитию баз 
данных по регуляции транскрипции как у эу-, 
так и у прокариот (Wingender et al., 2001; Lescot 
et al., 2002; Praz et al., 2002; Matys et al., 2003; 
2006; Kolchanov et al., 2002; 2008; Munch et al., 
2003; Zhao et al., 2005; Liu et al., 2008; Grote et 
al., 2009 и др.).

Развитие новых технологий создает боль-
шие возможности для накопления и анализа 
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информации о структуре регуляторных районов 
генов. Так, с развитием in vitro технологий, 
в частности SELEX (Systematic Evolution of 
Ligands by EXponential enrichment), SAAB 
(Selected And Amplifi ed Binding site imprint 
assay), REPSA (Restriction Endonuclease 
Protection Selection and Amplifi cation), CASTing 
(Cyclical Amplifi cation and Selection of Targets) 
и других более поздних модификаций методов, 
например SELEX SAGE, SELEX-seq и др., 
используемых для селекции сайтов связыва-
ния транскрипционных факторов (Blackwell, 
Weintraub, 1990; Pollock, Treisman, 1990; Wright 
et al., 1991; Hardenbol et al., 1997; Roulet et al., 
2002; обзоры: Djordjevic, 2007; Wang et al., 
2011), появилось много информации о струк-
туре сайтов связывания для различных ТФ как 
про-, так и эукариот.

Подобного рода данные необходимы для 
изучения механизмов функционирования ТФ, 
построения методов распознавания сайтов 
связывания ТФ и районов, регулирующих 
транскрипцию генов, а также для функциональ-
ной аннотации геномов. Созданы специализи-
рованные базы данных, предназначенные для 
накопления и систематизации информации об 
искусственно селектированных сайтах связы-
вания ТФ (Ponomarenko et al., 2000; Sandelin et 
al., 2004; Bryne et al., 2008; Newburger, Bulyk, 
2009; Portales-Casamar et al., 2010; Chen et al., 
2011 и др.). Накопление подобной информа-
ции идет также и в базе TRANSFAC, одной из 
наиболее известных баз по регуляции транс-
крипции (Matys et al., 2003, 2006). 

Однако вопрос о том, насколько in vitro се-
лектированные последовательности отражают 
истинную структуру природных сайтов связыва-
ния ТФ и каковы возможности их использования 
для создания компьютерных методов поиска 
природных сайтов в геномах различных видов 
организмов, остается открытым. Информация 
об этом противоречива и неоднозначна (Robison 
et al., 1998; Shultzaberger, Schneider, 1999; Roulet 
et al., 2000; Ehret et al., 2001). 

Чтобы ответить на этот вопрос, необходим 
сравнительный анализ большого количества 
данных, полученных из разных источников. 
Имея значительный объем информации о 
структуре природных сайтов связывания ТФ 
в базе TRRD (Kolchanov et al., 2002, 2008), 

мы пошли по пути объединения этих данных 
с данными, полученными с помощью in vitro 
технологий, и создали базу данных ArtSite 
(Khlebodarova et al., 2006).

В этой базе накапливаются частотные мат-
рицы, описывающие структуру как природных, 
так и in vitro селектированных сайтов связыва-
ния ТФ эу- и прокариот. (txt-файл базы может 
быть получен по запросу у авторов.) Матрицы 
получены на основе выравнивания последова-
тельностей этих сайтов относительно наиболее 
консервативных нуклеотидов. В настоящее 
время база данных ArtSite содержит более 630 
матриц, которые описывают структуру сайтов 
связывания более чем 300 ТФ. Из них более 
100 матриц построено на основе природных, 
функциональных сайтов, которые описывают 
структуру сайтов связывания для 134 транс-
крипционных факторов. 

Такое большое количество данных позво-
ляет сопоставить результаты распознавания 
сайтов связывания ТФ, полученных методами, 
построенными на основе выборок природных 
сайтов, и искусственно селектированных после-
довательностей. Ранее мы сравнили структуры 
коровых последовательностей природных и 
искусственных сайтов связывания для пяти ТФ, 
имеющих разные ДНК-связывающие домены 
и, соответственно, разные типы связывания с 
ДНК (USF, SP1, YY1, RXR/RAR и E2F1/DP1) 
(Khlebodarova et al., 2006). Мы получили очень 
высокий уровень сходства матриц, взятых из 
разных источников.

Эти данные позволили нам предположить, 
что, по крайней мере, для исследованных фак-
торов существует возможность использования 
выборок in vitro селектированных последова-
тельностей для распознавания потенциальных 
природных сайтов ТФ в геномах различных 
организмов. Для проверки этого предположения 
мы решили провести более полное сравнение 
матриц, построенных с использованием после-
довательностей сайтов, выявленных на основе 
селекции in vitro, и природных сайтов. Ресурс 
базы ArtSite позволил провести подобное срав-
нение для 35 ТФ. Кроме того, мы поставили 
задачу оценить оптимальную длину последова-
тельностей ДНК природных сайтов связывания 
ТФ, при которой удается достичь максимальной 
точности их распознавания.



878 Т.М. Хлебодарова и др.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Для анализа сходства природных и in vitro 
селектированных сайтов связывания транс-
крипционных факторов были использованы 
последовательности сайтов, аннотированные в 
базе ArtSite, и частотные матрицы, созданные 
на их основе (Khlebodarova et al., 2006). Ис-
пользованы выборки сайтов связывания только 
тех транскрипционных факторов, для которых 
присутствовали данные и по природным, и по 
in vitro селектированным сайтам. 

Для измерения сходства частотных мат-
риц сайтов связывания ТФ был использован 
критерий, основанный на расстоянии Кульба-
ка – Лейблера (Kullback – Leibler), описанный 
Aerts с соавт. (Aerts et al., 2003). Расстояние 
Кульбака – Лейблера – широко известный 
статистический метод сравнения и оценки 
различия распределений. В применении к час-
тотным матрицам он позволяет сравнивать 
выборки сайтов связывания транскрипционных 
факторов и оценивать степень их различия. 
Согласно критерию, значения расстояний ме-
нее и равные 0,2 определяют высокий уровень 
сходства матриц, от 0,2 до 0,3 – средний, более 
0,3 – слабый. 

Для оценки оптимальной длины сайтов 
связывания транскрипционных факторов, при 
которой достигается максимальная точность 
распознавания их потенциальных сайтов в 
геномных последовательностях, использован 
метод оптимизации весовых матриц (Levitsky et 
al., 2007).При распознавании методом весовых 
матриц ошибка первого рода (недопредсказание 
сайтов из выборки обучения) была зафиксиро-
вана на уровне 50 %, а ошибка второго рода 
(перепредсказание случайных последователь-
ностей, полученных из выборки обучения путем 
перемешивания) минимизировалась.

Точность распознавания оценена стандарт-
ным методом независимого скользящего конт-
роля (jackknife test). Максимальная длина пос-
ледовательности природного сайта, для которой 
проведена оценка точности распознавания, была 
равна 50 нуклеотидам. Нами отобрано 29 вы-
борок сайтов связывания транскрипционных 
факторов, для которых оказалось возможным 
произвести расчеты точности распознавания для 
длин матриц вплоть до 50 п. н. (табл. 1). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ сходства матриц, полученных 
на основе природных и in vitro 

селектированных сайтов

Анализ сходства матриц, полученных на 
основе природных и in vitro селектированных 
сайтов связывания для 28 выборок сайтов свя-
зывания ТФ (ССТФ) эукариот с использованием 
критерия расстояний Кульбака – Лейблера при-
веден в табл. 2. Согласно полученным оценкам, 
расстояние менее 0,2, свидетельствующее о 
высоком уровне сходства природных и искус-
ственных матриц ССТФ, показано для 80 % 
матриц из числа исследованных. Для шести 
ТФ (~20 %), а именно: C/EBPα, C/EBPβ, PEA3, 
PDX1, MYOD и SREBP1 (SRE тип сайтов) – это 
расстояние превышало 0,2, и только для одного 
ТФ, EGR1, оно было больше 0,3, что указывало 
на средний и слабый уровень сходства природ-
ных и искусственных матриц соответствующих 
ТФ (табл. 2). Для PEA3 средний уровень сходс-
тва (0,25) искусственных и природных матриц 
можно было бы объяснить видовыми различия-
ми ТФ, так как в первом случае это были сайты 
связывания ТФ PEA3 Brachydanio rerio (рыбы), 
а во втором – человека и мыши. 

Что касается остальных ТФ, то во всех 
случаях матрицы построены на основе сай-
тов связывания ТФ млекопитающих, причем 
различия в структуре сайтов C/EBPβ, EGR1 и 
MYOD были выражены сильнее, чем для PEA3 
(табл. 2). Эти различия нельзя объяснить осо-
бенностями какого-либо ДНК-связывающего 
домена соответствующих ТФ, так как в рассмат-
риваемых случаях типы доменов были разные:
C/EBP – bZIP, EGR1 – Zinc fi nger, MYOD – 
bHLH, PDX1 – Homeo домен, PEA3 – Ets домен. 
Более того, матрицы сайтов связывания ТФ, 
имеющих в своей структуре те же типы ДНК-
связывающих доменов, что и перечисленные 
выше ТФ, например CREB (bZIP), GATA (zinc 
fi nger), MYOG (bHLH) и ELK1 (Ets домен), 
различались незначительно (табл. 2). 

Одним из возможных объяснений выявлен-
ных различий может быть то, что для неко-
торых ТФ формирование тонких механизмов 
регуляции их генов-мишеней привело к отбору 
сайтов с узким диапазоном аффинности, что, 
несомненно, отразилось на структуре сайтов. 
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Таблица 1 
Количество и длина природных и in vitro селектированных последовательностей сайтов
связывания транскрипционных факторов в матрицах, использованных для сравнения

Транскрипци-
онный  фактор

Кол-во последовательностей сайтов ТФ, 
использованных для построения матрицы

Длина последовательностей сайтов ТФ, 
использованных для сравнения, п. н.

природные сайты in vitro селекция природные сайты 
(max†/min‡) in vitro селекция

AP2 43 185 50/9 20
AHR/ARNT 16 24 50/7 13

CEBPA 48 81 50/12 16

CEBPB 48 99 50/12 16

c-MYB 16 28 50/9 14

MYC/MAX 22 26 50/9 26

EGR1 23 55 50/9 21

ELK1 13 18 50/12 26

ETS1 59 15 50/10 10

GATA1 45 25 50/8 10

GATA2 27 53 50/7 20

GATA3 12 67 50/7 20

HMG1Y 14 15 50/10 20

HSF1 31 41 50/12 27

HSF2 13 33 50/14 27

MEF2 10 104 50/10 40

MYOD 13 24 50/7 10

MYOG 19 44 50/10 14

PDX1 10 30 50/8 10 

PEA3 10 36 50/9 26

PPAR/RXR 39 72 50/14 27

USF 52 31 50/10 20

SOX5 19 23 50/7 26

SOX9 9 73 50/9 26

PU.1 23 57 50/13 16

SREBP1* 38 30 50/8 16

SREBP1** 15 7 50/10 16

SRF 13 46 50/10 26

YY1 22 55 50/10 15

Примечание .  * – SRE тип сайта; ** – E-box тип сайта; † – максимальная длина последовательности сайта, для кото-
рой проведена оценка точности распознавания; ‡ – соответствует длине, при которой различие Кульбака – Лейблера 
матриц минимально.
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При искусственной селекции сайты отбира-
ются в зависимости от условий эксперимента, 
которые могут быть настроены на отбор как 
высоко-, так и низкоаффинных сайтов, что 
может не соответствовать сформированной в 
результате эволюции структуре сайта. В этом 
смысле показательна ситуация с ТФ SREBP1, 
для которого исследователи выявили два 
типа сайтов, значительно различающихся по 
структуре. Именно те сайты, через которые 
осуществляется специфическая регуляция 
транскрипции генов в зависимости от уровня 

холестерина в клетке (SRE тип), сильнее от-
личаются от искусственных сайтов (уровень 
сходства 0,22), нежели те, которые участвуют в 
широком спектре регуляторных событий (E-box 
тип). Для этого типа сайтов показан высокий 
уровень сходства (0,09) с in vitro селектирован-
ными последовательностями (табл. 2). В целом, 
эти данные свидетельствуют о достаточно высо-
ком уровне сходства природных и искусственных 
сайтов связывания ТФ эукариот. 

Хотелось бы отдельно рассмотреть те слу-
чаи, когда для селекции последовательностей in 

Таблица 2 
Оценка сходства и точности распознавания природных и in vitro селектированных сайтов

связывания транскрипционных факторов эукариот

Транскрип-
ционный 
фактор

Длина коровой после-
довательности сайтов, 

п. н. ‡

Оптимальная для 
распознавания

длина сайта, п. н.

Расстояние 
Кульбака – 
Лейблера

Увеличение точности 
распознавания при
опт. длине сайтов †

AP2 9 49 0,12 5,06
AHR/ARNT 7 9 0,18 2,14
C/EBPα 12 14 0,23 2,17
C/EBPβ 12 13 0,27 1,16
c-MYB 9 14 0,15 4,30
MYC/MAX 9 13 0,20 7,10
EGR1 9 49 0,32 33,0
ELK1 12 44 0,16 18,8
ETS1 10 49 0,17 18,2
GATA1 8 46 0,08 17,6
GATA2 7 49 0,19 5,06
GATA3 7 11 0,10 2,57
HMG1Y 10 19 0,17 1,24
HSF1 12 47 0,19 25,5
HSF2 14 45 0,16 23,3
MYOD 7 16 0,26 8,82
MYOG 10 32 0,18 3,08
PDX1 8 10 0,21 2,16
PEA3 9 36 0,25 16,3
PPAR 14 44 0,17 8,84
USF 10 31 0,13 3,26
SOX5 7 48 0,16 162
SOX9 9 30 0,18 18,3
PU1 13 28 0,14 27,4
SREBP1* 8 16 0,22 9,19
SREBP1** 10 17 0,09 2,79
SRF 10 38 0,18 32,6
YY1 10 25 0,18 2,44

Примечание .  * – SRE тип сайта; ** – E-box тип сайта; ‡ – соответствует длине, при которой различие Кульбака – Лей-
блера матриц минимально; † – соответствует значению отношения точности распознавания сайта при оптимальной 
длине к точности его распознавания при учете только кора.
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vitro использовали ТФ, различные по видовому 
происхождению. В базе имеются такие дан-
ные для пяти факторов: ETS1, c-Myb, GATA1, 
GATA2 и GATA3. Для сравнения использовали 
матрицы природных сайтов, которые постро-
ены на основе сайтов связывания человека, 
мыши и цыпленка. Как видно из табл. 3, для 
трех типов матриц (c-Myb, GATA2 и GATA3) 
уровень сходства высок и не зависит от видо-
вого происхождения фактора, использованного 
для селекции. Что же касается ETS1 и GATA1, 
то, согласно нашим оценкам, корректность 
результата поиска будет зависеть от видово-
го происхождения ТФ, использованного для 
селекции сайтов. Особенно это значимо для 
GATA1. Анализ матриц показал, что для обоих 
ТФ в популяции природных сайтов, независимо 
от их видового происхождения, присутствует 
практически один тип кора, gata для GATA1 
(рис. 1, а) и ggaa для ETS1. В селекционном 
эксперименте выявлены два значимых типа 
кора, и частота выявления второго кора, gatt для 
GATA1 (рис. 1, б, в) и ggat для ETS1, зависит 

от видового происхождения фактора. До 40 % 
последовательностей содержат второй тип кора 
при использовании для селекции сайтов GATA1 
мыши (рис. 1, в) или ETS1 цыпленка. 

Как видно из табл. 3, именно появление вто-
рого значимого нуклеотида в коровой последова-
тельности сайта связывания сильно отражается 
на сходстве природных и in vitro селектирован-
ных матриц (рис. 1, пара сравниваемых матриц 
а/б, расстояние 0,0793; пара а/в, расстояние 
0,3511), поскольку разделение сайтов в этой 
матрице только по этому признаку существенно 
увеличивает уровень сходства для gata-сайтов 
(рис. 1, пара а/г, расстояние 0,1618) и снижает 
таковой для gatt-сайтов (рис. 1, пара а/д, рассто-
яние 0,4750). Это означает, что использование 
последних для распознавания потенциальных 
сайтов в геноме приведет к обнаружению боль-
шого числа не характерных для in vivo сайтов. 
Насколько широко распространено это явление, 
мы пока сказать не можем. Однако его наличие 
ставит под сомнение корректность создания 
широкомасштабных баз потенциальных сайтов 

Рис. 1. Графическое изображение структуры сайта GATA1, построенное с помощью программы 
WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu/):

а – матрица природных сайтов ТФ GATA1, полученная на основе последовательностей из генов человека (25), мыши 
(10), крысы (6) и цыпленка (6); б и в – матрицы искусственных сайтов, полученные в результате селекции с GATA1 цып-
ленка и мыши соответственно; г и д – матрицы искусственных сайтов с gata и gatt кором соответственно, полученные в 
результате селекции с GATA1 мыши. Цифры в скобках указывают количество проанализированных последовательностей 
природных сайтов из геномов соответствующих организмов. Ось ординат – степень консервативности нуклеотида в 
последовательности сайта (показана высотой буквы), ось абсцисс – позиция нуклеотида в матрице от 5´ конца сайта.
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связывания ТФ (Marinescu et al., 2005) без пред-
варительного изучения структуры их сайтов 
связывания.

Оценка оптимальной длины сайтов
связывания транскрипционных факторов, 
при которой достигается максимальная 

точность распознавания их потенциальных 
сайтов

Так как длина фланговых последовательнос-
тей сайтов связывания ТФ влияет на точность 
их распознавания (Levitsky et al., 2007), мы ре-
шили оценить оптимальную для распознавания 
длину сайтов связывания тех ТФ, для которых 
существуют выборки искусственных сайтов. 
Для этого мы использовали метод весовых мат-
риц (Levitsky et al., 2007) и выборки природных 
сайтов с увеличенными фланговыми последо-
вательностями. Нами были построены методы 
динуклеотидных весовых матриц, критерием 
отбора длины которых стала оценка точности 
предсказания с помощью jack-knife теста. Не 
для всех 35 выборок сайтов связывания ТФ уда-
лось набрать достаточное количество необходи-
мых последовательностей, поэтому в данном 
исследовании использовано только 28 выборок. 

Для этих типов сайтов (табл. 2) приведены ре-
зультаты анализа сходства матриц (расстояние 
Кульбака – Лейблера), построенных на основе 
коровых последовательностей природных и in 
vitro селектированных сайтов, а также измене-
ния точности распознавания природных сайтов 
(по отношению ошибок второго рода) при 
увеличении длины их последовательности до 
оптимальной, т. е. такой, когда ошибка второго 
рода (перепредсказание) была минимальной.

Как следует из данных (табл. 2), оптимальная 
для распознавания длина сайтов связывания 
для всех исследованных ТФ превышала длину 
коровой последовательности сайта и только 
у шести ТФ (AHR, C/EBPα, C/EBPβ, MYC/
MAX, GATA3 и PDX1) это превышение было 
незначительным (на 1–4 нуклеотида). При этом 
точность распознавания, изменение которой 
оценивали по отношению ошибок перепред-
сказания, увеличилась в два раза и более для 
большинства исследованных ТФ. А в случае ТФ 
SOX5 точность возросла на 2 порядка.

Исключение составили только ТФ C/EBPβ 
и HMG1Y. Однако и для этих ТФ увеличение 
длины флангов их сайтов связывания при 
построении матрицы улучшило точности их 
распознавания и снизило уровень перепред-

Таблица 3 
Расстояние Кульбака – Лейблера между матрицами, построенными на основе природных
и in vitro селектированных сайтов, полученных в результате селекции с ТФ различного

видового происхождения

Тип матрицы
Видовое
происхож-
дение ТФ

Расстояние 
Кульбака – 
Лейблера

Длина сай-
тов в матри-
це, п. н.

Число сайтов связывания ТФ
в сравниваемых парах матриц

in vitro селекция природные
GATA1 
GATA1 
GATA1 (gata-core)
GATA1 (gatt-core)
GATA2 
GATA2 
GATA3 
GATA3 
ETS1 
ETS1 
c-Myb
c-Myb

Цыпленок
Мышь
Мышь
Мышь
Цыпленок
Человек
Цыпленок
Человек
Цыпленок
Мышь
Мышь
Цыпленок

0,0793
0,3511
0,1618
0,4750
0,0988
0,1864
0,0996
0,0980
0,2251
0,1731
0,1510
0,1335

8
7
8
8
7
7
7
7

10
10
9

11

25
69
42
24
49
53
67
63
59
15
28
49

47
47
47
47
14
14
12
12
40
40
16
16
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сказания почти на 20 % (табл. 2). Что касается 
столь высокого значения увеличения точности 
распознавания для ТФ SOX5, то анализ выборки 
сайтов связывания этого ТФ показал, что, в от-
личие от выборок других ССТФ, она содержит 
большое количество высокогомологичных сай-
тов, что, как показано нами, может приводить 
к завышению оценки точности распознавания. 
Удаление таких сайтов из выборки существенно 
(в три раза) снизило точность распознавания 
сайта.

Полученные данные позволяют предпо-
ложить, что фланговые последовательности 
сайтов связывания практически всех исследо-
ванных ТФ эукариот содержат дополнительную 
информацию, необходимую для более точного 
распознавания их потенциальных сайтов. На-
пример, согласно данным, представленным 
в табл. 2, длина коровой последовательности 
сайтов связывания ТФ SRF, построенной на 
основе выборки искусственно селектирован-
ных последовательностей, равна 10 пн. На 
рис. 2 она соответствует десятибуквенному 
мотиву CCA(T/A)ATAAGG, представленному 
в позициях 17–26. Оказалось, что оптимальная 
для распознавания длина сайта, полученная на 
основе анализа выборки геномных последова-
тельностей сайтов связывания этого фактора 
равна 38 п. н.

Как видно на рис. 2, эта последовательность 
за пределами консенсуса как в 5´-, так и 3´-
фланкирующих участках обогащена короткими 
консервативными кластерами нуклеотидов (по-
зиции 2–4, 9, 11, 12, 15, 29, 32–35, 39). Отметим, 
что, хотя во всех случаях уровень консерватиз-
ма нуклеотидов оказался более низким, чем в 
коровой части сайта, точность распознавания 
сайтов связывания ТФ SRF на основе расши-
ренной матрицы длиной 38 нуклеотидов ока-
залась в 32 раза выше, чем при распознавании 
на основе матрицы, соответствующей коровой 
последовательности длиной 10 нуклеотидов 
(см. табл. 2). 

Консервативные участки в выравнивании 
отображены в виде стопки букв, причем вы-
сота каждой буквы пропорциональна частоте 
ее встречаемости в данной позиции, а общая 
высота стопки пропорциональна консерва-
тизму последовательности в данной позиции, 
выраженной в битах (ось ординат). Номера по 
оси абсцисс соответствуют номеру позиции в 
выравнивании. Коровая часть сайта соответ-
ствует позициям 17–26.

Отметим, что рост точности распознавания 
при оптимизации матриц происходит благодаря 
двум факторам: (1) привлечению динуклеотид-
ной, а не мононуклеотидной статистики для 
построения матриц и (2) собственно наращива-

Рис. 2. Представление консервативных нуклеотидов в пределах коровой части сайта связыва-
ния фактора SRF и его фланкирующих участках, построенное с помощью программы WebLogo 
(http://weblogo.berkeley.edu/).
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нию длины матрицы за счет менее консерватив-
ных флангов. Преимущество динуклеотидных 
матриц по сравнению с мононуклеотидными 
подтверждено как давними работами, так и 
современными исследованиями (Zhang, Marr, 
1993; Gershenson et al., 2005; Siddharthan, 
2010; Nahdi, Ioshikhes, 2012). Нами ранее было 
показано, что привлечение фланкирующих 
последовательностей существенно повышает 
точность методов распознавания (Levitsky et 
al., 2007; 9 типов ССТФ). Недавнее приме-
нение использованной в настоящей работе 
технологии учета консервативного контекста 
в последовательностях, фланкирующих кор 
сайта, к последовательностям, извлеченным из 
эксперимента по массовому секвенированию 
сайтов связывания ТФ, показывает, что длина 
динуклеотидной матрицы, обеспечивающей 
наивысшую точность, составляет около 30 нт 
(Kulakovskiy et al., 2013; ССТФ FoxA). Хотя 
фланкирующие последовательности коровых 
районов сайтов существенно менее консерва-
тивны по сравнению с кором (рис. 2), их при-
влечение позволяет правильно распознавать не-
верные предсказания, выявляемые с помощью 
мононуклеотидных матриц короткой длины (10 
нуклеотидов и менее).

Таким образом, проведенное сравнение 
структуры сайтов связывания ТФ, полученных 
из разных источников, позволило сделать заклю-
чение: несмотря на то что примерно для 80 % 
ТФ (из исследованных) показано высокое сход-
ство коровых последовательностей природных 
и искусственных сайтов, использование выбо-
рок in vitro селектированных сайтов связывания 
ТФ для разработки компьютерных методов рас-
познавания в геномных последовательностях 
их потенциальных сайтов не вполне корректно. 
Ограниченная длина селектированных сайтов 
(табл. 2) резко снижает точность их распозна-
вания и приводит к выявлению значительного 
числа неверно предсказанных сайтов. Более 
того, для 20 % исследованных ТФ их in vitro 
селектированные СС имеют более широкий 
спектр допустимых значимых нуклеотидов в 
коровой структуре сайта (см. рис. 1, табл. 2). 
Их использование при распознавании также 
может привести к увеличению числа неверно 
предсказанных сайтов (росту ошибки перепред-
сказания) за счет последовательностей, вообще 

не встречающихся среди природных сайтов. 
Причина последнего, вероятно, кроется в том, 
что для природных сайтов связывания ряда ТФ 
характерна более высокая частота встречае-
мости среднеаффинных сайтов, нежели среди 
выявленных in vitro (Khlebodarova et al., 2006), 
что представляет результат отбора природных 
сайтов скорее по функциональному критерию, 
чем по критерию аффинности к белку. 
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Summary

The development of in vitro methods produced new experimental information on protein binding to 
DNA, which is accumulated in databases and used in studies of mechanisms regulating gene expression 
and in the development of computer-assisted methods of binding site recognition in pro- and eukaryotic 
genomes. However, it is still questionable to what extent sequences selected in vitro reflect the actual 
structures of natural transcription factor (TF) binding sites. The Kullback – Leibler divergence was applied 
to the comparison of frequency matrices of TF binding sites constructed on samples of artificially selected 
sequences and natural sites. Core sequences of natural and artificial sites showed high similarity for 80 % of 
all TFs studied. For 20 % of TFs, binding site sequences selected in vitro had a broader range of permissible 
significant nucleotides not found in natural sites. The optimum lengths of DNA sequences including natural 
binding sites, at which they are recognized most accurately, were estimated by the weight matrix method. 
For approximately 80 % of the TFs studied, the optimum binding site length notably exceeded the lengths of 
the core sequences, as well as the lengths of in vitro selected sites. The detected features of in vitro selected 
TF binding sites impose constraints on their use in the development of computer-assisted methods of the 
recognition of candidate sites in genomic sequences. 

Key words: transcription factors, binding sites, frequency and weight matrices, in vitro selected 
sequences. 


