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Резюме
Введение. Современная персонифицированная медицина требует от врача навыков самостоятельной интерпретации генетиче-
ских вариантов. Инструментальная биоинформатика в среде R предоставляет специалисту мощный аппарат для верификации 
подозрительных находок. Оценка эволюционной консервативности аминокислотных позиций с помощью алгоритмов вырав-
нивания является критическим этапом в определении клинической значимости миссенс-вариантов (согласно критериям ACMG).
Цель. Продемонстрировать алгоритм самостоятельного биоинформатического анализа в среде R для оценки патогенности 
мутации V37I в гене GJB2, ассоциированной с наследственной тугоухостью.
Материалы и методы. В работе использованы пакеты Bioconductor (Biostrings, pwalign, msa) и среда R. Материалом послу-
жили девять полноразмерных ортологичных последовательностей белка коннексина 26 (CXB2), полученных из базы данных 
UniProt, охватывающих таксономические группы приматов, грызунов и парнокопытных. Реализован двухэтапный анализ: 
парное выравнивание для идентификации замены у пациента и множественное выравнивание (multiple sequence align-
ment, MSA) для расчета индекса консервативности локуса.
Результаты. На примере анализа миссенс-варианта V37I (ген GJB2) продемонстрирована работоспособность двухэтапно-
го алгоритма выравнивания в среде R. С помощью парного выравнивания (пакет pwalign) успешно идентифицирована 
замена нуклеотида, приводящая к аминокислотному сдвигу (PID = 93,75%). MSA последовательностей 9 видов млекопи-
тающих позволило наглядно визуализировать абсолютную инвариантность 37-й позиции белка в дикой природе. Расчет 
индекса консервативности (0,9) подтвердил возможность автоматизированного получения данных для оценки варианта по 
критерию PP3 (ACMG). Предложенный программный подход позволяет врачу-исследователю самостоятельно переходить 
от «сырых» данных UniProt к экспертной визуализации без использования громоздких вычислительных комплексов.
Заключение. Самостоятельное использование врачом инструментов биоинформатики в среде R позволяет перейти от пас-
сивного изучения лабораторных отчетов к активному анализу геномных данных. Продемонстрированный подход обе-
спечивает высокую доказательность клинических выводов и является важным элементом системы поддержки принятия 
врачебных решений в рамках персонифицированной медицины.
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ВВЕДЕНИЕ

Современная генетическая диагностика представляет 
собой сложный технологический конвейер биоинформа-
тических методов (англ. bioinformatics pipeline). Он состоит 
из последовательных этапов: от загрузки «сырых» данных 
секвенирования до клинической интерпретации выявлен-
ных отклонений [1]. Внутри этого конвейера скрыт крити-
чески важный этап, определяющий успех всей персони-
фицированной медицины, но часто остающийся для врача 
«черным ящиком». Это – выравнивание последователь-
ностей (англ. sequence alignment): математическое сопо-
ставление двух или более цепочек нуклеотидов ДНК или 
аминокислот белков [2]. Именно на этом этапе происхо-
дит переход от анонимного кода к выявлению индиви-
дуального генетического профиля, позволяющего врачу 
увидеть конкретные «опечатки», ставшие причиной пато-
логии у данного пациента.

Выравнивание последовательностей может решать 
разные задачи: картирование, детекция отклонений, оцен-
ка вариабельности остатков в сопоставляемых позици-
ях. Понимание принципов его работы позволяет врачу 
оценить достоверность найденных генетических вариан-
тов, а не слепо доверять заключению лаборатории [3]. Вы-
равнивание – это «сердце» биоинформатики и, пожалуй, 

самый высокий интеллектуальный барьер для клинициста. 
Раньше компетенции в этой области относились практиче-
ски исключительно к молекулярной биологии, биоинфор-
матике, генетике и другим узким специальностям. Одна-
ко сегодня информационные границы стали условными. 
В данной статье мы покажем, что, несмотря на математи-
ческую сложность, этот процесс может быть прозрачным 
и управляемым инструментом в руках врача, позволяю-
щим не просто «получить результат», а попытаться осоз-
нать молекулярную причину болезни [4].

Цель исследования – продемонстрировать алгоритм вы-
равнивания последовательностей в программной среде R 
как доступный инструмент самостоятельного биоинформа-
тического анализа в практике врача-клинициста (на при-
мере оценки консервативности мутации V37I в гене GJB2).

Для достижения этой цели определены следующие 
задачи:

	■ описать алгоритмы выравнивания последовательно-
стей (парного, множественного), оценки гомологии и сте-
пени сходства участков (консервативности), схемы воз-
можной дивергенции (филогения);

	■ сформировать программный код в среде R, иллюстри-
рующий эти процессы, на примере анализа белка коннек-
сина 26 (GJB2) – ключевого маркера наследственной ту-
гоухости [5–8].
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Abstract
Introduction. Modern personalized medicine requires physicians to possess skills for the independent interpretation of genetic 
variants. Bioinformatics tools within the R environment provide a powerful framework for the verification of suspicious findings. 
The assessment of the evolutionary conservation of amino acid positions using alignment algorithms is a critical step in deter-
mining the clinical significance of missense variants (according to ACMG criteria).
Aim. To demonstrate a standalone bioinformatics analysis algorithm in the R environment for assessing the pathogenicity 
of the V37I mutation in the GJB2 gene, associated with hereditary hearing loss.
Materials and methods. This study utilized Bioconductor packages (Biostrings, pwalign, msa) within the R environment. 
The material comprised nine full-length orthologous sequences of the connexin 26 protein (CXB2), obtained from the UniProt 
database, covering the taxonomic groups of primates, rodents, and even-toed ungulates. A two-step analysis was implemented: 
pairwise alignment to identify the substitution in the patient and multiple sequence alignment (MSA) to calculate the conser-
vation index of the locus.
Results. Using the analysis of the missense variant V37I (GJB2 gene) as an example, the functionality of the two-step alignment 
algorithm in the R environment was demonstrated. Pairwise alignment (pwalign package) successfully identified the nucleotide 
substitution leading to the amino acid change (PID = 93.75%). MSA of sequences from 9 mammalian species allowed for a clear 
visualization of the absolute invariance of the protein’s 37th position in the wild-type state. Calculation of the conservation 
index (0.9) confirmed the feasibility of automated data acquisition for variant evaluation according to the PP3 criterion (ACMG). 
The proposed computational approach enables a clinician-researcher to independently transition from “raw” UniProt data to 
expert-level visualization without the need for cumbersome computational systems.
Conclusion. The independent use of bioinformatics tools in the R environment by physicians facilitates a shift from the pas-
sive interpretation of laboratory reports to the active analysis of genomic data. The demonstrated approach provides a high 
level of evidence for clinical conclusions and represents an important element of the clinical decision support system within 
the framework of personalized medicine.
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Весь программный код, иллюстрирующий результа-
ты, выполнен на языке R с использованием программных 
пакетов открытого исходного кода проекта Bioconductor. 
Несмотря на то что специализированные консольные 
утилиты (BWA, GATK) обладают более высокой произво-
дительностью для полногеномных данных, среда R пре-
доставляет врачу-исследователю уникальные возможно-
сти для самостоятельной интерактивной визуализации, 
статистического контроля и воспроизводимости анализа 
на уровне отдельных генов и белков [1].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В основе биоинформатического анализа генетиче-
ских вариантов лежит процедура выравнивания после-
довательностей. Выравниванием (англ. alignment) по-
следовательностей называют определение взаимного 
соответствия оснований или остатков в двух или не-
скольких последовательностях, при котором сохраняется 
исходный порядок остатков в последовательностях. Две 
последовательности можно «выровнять», отобразив их 
гомологичные (схожие) нуклеотидные или аминокислот-
ные остатки друг под другом в две строки, представляя 
их с помощью букв алфавита (A, C, T, G, U и т. д.). Вырав-
нивание не должно изменять «смысл» последователь-
ностей, поэтому при его выполнении должна сохранять-
ся последовательность символов в строке и не должно 
быть перестановок.

В простейшем случае выравниваются две последо-
вательности – парное выравнивание (англ. рair sequence 
alignment). В более сложных случаях выравнивается це-
лый набор последовательностей – множественное вырав-
нивание (англ. multiple sequence alignment, MSA) [9]. Цель 
парного (или «попарного») выравнивания последователь-
ностей – идентификация областей сходства путем опти-
мального расположения двух последовательностей друг 
относительно друга. Как правило, MSA осуществляется на 
основе результатов парного выравнивания, часто путем 
слияния парных выравниваний для всех последователь-
ностей. Последняя строка, показывающая символы, со-
храненные во всех последовательностях выравнивания, 
называется консенсусной последовательностью. Последо-
вательности могут быть выровнены по всей их длине (гло-
бальное выравнивание, англ. global alignment) или только 
по отдельным участкам (локальное выравнивание, англ. lo-
cal alignment). Для решения отдельных задач используют-
ся и другие варианты выравнивания, например, перекры-
вающееся (англ. overlap) и точечное (англ. dot plot). [10–13].

Получаемая в ходе MSA консенсусная последователь-
ность представляет собой абстрактную последователь-
ность, которая позволяет наглядно продемонстрировать 
степень консервативности выравниваемых последова-
тельностей с помощью специальных консенсусных симво-
лов (англ. consensus symbols):

	■ «*» (звездочка) указывает на позиции, которые имеют 
один полностью консервативный остаток, и означает, что 
остатки или нуклеотиды идентичны во всех последова-
тельностях в выравнивании;

	■ «:» (двоеточие) указывает на консервацию между груп-
пами сильно схожих свойств и означает, что наблюдаются 
консервативные замены;

	■ «.» (точка) указывает на консервацию между группа-
ми слабо схожих свойств и означает, что наблюдаются по-
луконсервативные замены, т. е. аминокислоты, имеющие 
схожую форму;

	■ «?» (вопросительный знак) указывает на отсутствие за-
метного сходства в остатках в этой позиции.

Эти символы могут различаться при разных методах ее 
получения и визуализации.

Степень консервации зависит как от частоты остат-
ков в соответствующей позиции сравниваемых после-
довательностей, так и от сходства характеристик за-
меняемых остатков (если они есть). Высокая степень 
консервации остатков в исследуемом локусе свидетель-
ствует о его критической роли в поддержании третич-
ной структуры или функции белка, а варианты (мутации), 
возникающие в неизменных, консервативных позициях, 
с высокой вероятностью являются причиной наследствен-
ной патологии [14].

Для каждого возможного способа сопоставления по-
следовательностей рассчитывают специальную оцен-
ку сходства – счет выравнивания (англ. alignment score). 
Этот счет представляет сумму оценок (баллов) по каждой 
сравниваемой позиции в последовательностях. Алгоритм 
начисляет положительные баллы за каждое совпадение 
(англ. match) символов, тогда как несовпадения (англ. mis-
match) снижают итоговый счет или имеют отрицательный 
вес. Любая попытка искусственно растянуть последова-
тельность путем вставки пропуска (гэпа, англ. gap) карает-
ся штрафом, что гарантирует поиск биологически оправ-
данного, а не случайного сходства. Как правило, баллы 
устанавливаются заранее, например, match  =  +2, mis-
match = -1, gap = -2. Оптимальным выравниванием на-
зывают такое, которое путем перебора всех возможных 
вариантов сопоставлений имеет максимальный счет и со-
ответствует биологическим закономерностям [15].

Наиболее известными алгоритмами для глобального 
и локального выравнивания являются: алгоритм Нидлма-
на – Вунша [16] для глобального выравнивания и алго-
ритм Смита – Уотермана [17] для решения задачи локаль-
ного выравнивания. Подробное обсуждение множества 
методов и алгоритмов выравнивания последовательно-
стей выходит за рамки этой работы.

Чтобы провести парное выравнивание нуклеотидных 
или аминокислотных последовательностей, необходимо 
указать сравниваемые последовательности, описать систе-
му назначения баллов в счет выравнивания (за совпаде-
ния/несовпадения остатков, штрафы за замены или про-
пуски и пр.), а также специальные параметры алгоритма 
выравнивания.

В  задачах биоинформатического выравнивания 
обычно выделяют два типа последовательностей: pat-
tern (шаблон, запрос) – это искомая последовательность 
(или несколько последовательностей), представляющая 
интерес, и subject (субъект, цель) – последовательность, 
в которой происходит поиск (например, участок генома). 
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В среде R последовательности для выравнивания им-
портируются из различных форматов файлов (*.fasta, *.gtf 
и т. п.) в объекты, доступные для обработки биоинформа-
ционными пакетами [18].

Сопоставляемые последовательности могут иметь не-
равную длину или иметь различия, несовпадения в эле-
ментах последовательности (основаниях), вызванные 
мутациями, делециями или вставками в процессе эво-
люции. Для компенсации различий в длине выравнива-
емых последовательностей используется пропуск (англ. 
gap). Пропуск в выравнивании последовательностей ну-
клеиновых кислот или белков обозначает вставку симво-
ла пробела («-») в более короткую последовательность 
относительно другой.

Несовпадение в элементах последовательности (ну-
клеотидов или аминокислот) при выравнивании оцени-
вается по-разному. Оно может быть приемлемым при 
определенном, например, биохимическом сходстве сопо-
ставляемых нуклеотидов или аминокислот. Степень прием-
лемости замены (англ. substitution) представляется в виде 
матрицы весовых коэффициентов или матрицы замен для 
любой возможной пары замен нуклеотида (или аминокис-
лоты) i на нуклеотид (или аминокислоту) j [19]. Чем выше 
вероятность замены, тем больше вес. Например, амино-
кислоты с близкими биохимическими свойствами (заряд, 
полярность и т. д.) чаще замещают друг друга в процессе 
эволюции, а другие, например, цистеин, глицин, трипто-
фан, заменяются очень редко. Весовые коэффициенты 
рассчитываются на основе статистического анализа сред-
них значений частот аминокислотных замен, выполнен-
ных на обширных наборах данных. Чтобы избежать по-
второв и сократить размер матриц замен в них, кроме 
стандартных букв, обозначающих нуклеотидные остатки, 
используются 11 подстановочных кодов, знаков – симво-
лов «неоднозначности» (англ. ambiguity), которые соответ-
ствуют одновременно нескольким возможным комбина-
циям четырех оснований ДНК.

Для оценки результатов выравнивания последователь-
ностей могут использоваться общие или сводные показа-
тели выравнивания (счет выравнивания, процент идентич-
ности сравниваемых последовательностей).

Для вычислительных задач с последовательностями 
использовались пакеты программы с открытым исход-
ным кодом на языке R, применяемом для сложных за-
дач [20–23].

Для демонстрации возможностей выравнивания ис-
пользованы данные нуклеотидной последовательности 
гена GJB2, кодирующего аминокислотную последователь-
ность белка коннексина 26 (Cx26). Самый частый вариант, 
приводящий к наследственной глухоте в гене GJB2 (белок 
коннексин 26) – это мутация 35delG на уровне ДНК. Но 
если речь идет о замене аминокислот (миссенс-вариан-
тах), распространенными являются варианты W24C или 
V37I (валин в 37-й позиции заменен на изолейцин). Для 
проведения филогенетического анализа и оценки кон-
сервативности была сформирована выборка из девяти 
ортологичных последовательностей белка коннексин 26 
(англ. Connexin 26, Entry Name: CXB2), охватывающая 

различные таксономические группы: приматов (H.  sa-
piens, G. gorilla, P. pygmaeus, M. mulatta, H.  lar), грызунов 
(M. musculus, R. norvegicus) и парнокопытных (B.  taurus, 
O. aries). Использование ортологов из разных отрядов 
млекопитающих позволяет верифицировать функцио-
нальную значимость локуса V37 в широком эволюцион-
ном масштабе. Эти последовательности были скачаны 
и сохранены в виде fasta-файла (под именем «CXB2_un-
iprot.fasta») с сайта UniProt1 [24]

Для демонстрации парного выравнивания на предмет 
поиска вариантов («опечаток») в аминокислотной после-
довательности у возможного пациента референсная по-
следовательность этого белка программно была изменена 
в 37-й позиции с «V» (валин) на «I» (изолейцин).

Для выравнивания использовались пакеты R репо-
зитория Bioconductor (Biostrings, pwalign, msa) [25]. Па-
кет Biostrings дает возможность импортировать (или соз-
давать) последовательности в универсальные R-объекты, 
к которым применимы различные функции других R-па-
кетов. Пакет pwalign содержит основные функции, исполь-
зуемые при выравнивании – pairwiseAlignment() [26]. Па-
кет msa предоставляет унифицированный интерфейс 
R/ Bioconductor для широко известных алгоритмов MSA 
последовательностей ClustalW, ClustalOmega и Muscle. Ал-
горитмы MSA последовательностей дополняются функ-
цией msaPrettyPrint() для «красивой» (англ. pretty) печа-
ти MSA последовательностей с использованием пакета 
LaTeX TeXshade [27].

РЕЗУЛЬТАТЫ

На примере белковых последовательностей коннекси-
на 26 разных видов мы демонстрируем ключевые методы 
биоинформатического анализа белков. Работа с этими по-
следовательностями позволяет отработать основные алго-
ритмы обработки биологических данных: поиск областей 
локального сходства, поиск общности происхождения, по-
лучение консенсусной последовательности, установление 
эволюционного родства. Здесь последовательно применя-
ются различные методы выравнивания с использованием  
пакетов Biostrings, msa и pwalign в R [28, 29].

В приведенном ниже R-коде реализованы следующие 
этапы: 1) загрузка данных из fasta-файла, вывод на экран 
последовательностей и их имен (рис. 1); 2) создание де-
монстрационной измененной последовательности паци-
ента (на базе эталонной последовательности, но с мутаци-
ей V37I); 3) запуск MSA для набора последовательностей 
белка коннексина 26 у разных животных; 4) получение 
и вывод на экран результатов выравнивания, степени 
консервации (рис. 2); 5) вывод «красивого» графика MSA 
(рис. 3); 6) сравнение последовательности коннексина 26 
у пациента с эталоном человека (парное выравнивание), 
обнаружение варианта мутации V37I; 7) вывод статистики 
парного выравнивания (PID, score) и обнаруженный вари-
ант в 37-й позиции (рис. 4).

Для получения качественно оформленного и визуально 
привлекательного вывода выравнивания аминокислотных 
1 https://www.uniprot.org. 

https://www.uniprot.org
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последовательностей в формате LaTeX (рис. 3) исполь-
зовался пакет msa с  функцией msaPrettyPrint(). Дан-
ная функция позволила представить результаты вырав-
нивания в виде эстетичной таблицы, подходящей для 
публикации и  отчетов. Чтобы обеспечить поддержку 
LaTeX в среде R, дополнительно установлен и настроен 
TinyTeX – легковесный и полный комплект инструментов 
для работы с LaTeX.

Результаты MSA подтвердили абсолютную инвариант-
ность валина в 37-й позиции белка GJB2 во всех иссле-
дованных филогенетических группах. При интеграции 

данных пациента с  вариантом V37I 
в  общий массив индекс консерва-
тивности в  данной позиции соста-
вил менее 1.0, что при полной гомо-
логии остальных сайтов фрагмента 
(30–45-й  позиций аминокислотной 
последовательности) свидетельству-
ет о  патогенном потенциале заме-
ны. В дальнейшем, если использовать 
критерии патогенности Американского 
колледжа медицинской генетики и Ас-
социации молекулярной патологии 
(ACMG/AMP) [30]) для клинической ин-
терпретации этого результата, он объ-
ективизирует присвоение критерия 
PP3 (см. раздел «Обсуждение»). Если 
парное выравнивание лишь фиксирует 
факт замены (V37I), то MSA позволяет 
оценить ее биологический вес.

Этот пример наглядно демонстри-
рует пошаговое применение биоин-
форматических методов для срав-
нительного исследования белковых 
последовательностей, выявления кон-
сервативных доменов и анализа эво-
люционных взаимоотношений между 
видами. Полученные результаты име-
ют важное значение для понимания 
структурно-функциональных особен-
ностей коннексина 26 и молекуляр-
ных механизмов, лежащих в основе 
нарушений слуха.

ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе рассмотрены фун-
даментальные аспекты выравнивания 
биологических последовательностей 
и  их прикладное значение для со-
временной медицинской биоинфор-
матики. Методологические подходы, 
описанные в статье, являются фунда-
ментом для анализа генетических дан-
ных, что критически важно для разви-
тия персонализированной медицины 
и точной диагностики наследственных 
заболеваний.

Связующим звеном между программно-техническим 
анализом и постановкой диагноза является интерпре-
тация данных выравнивания в рамках международных 
стандартов. Ключевым инструментом здесь выступают 
рекомендации ACMG/AMP – общепризнанный мировой 
стандарт классификации вариантов.

Система буквенно-цифровых кодов ACMG позво-
ляет врачу объективно разграничить патогенные мута-
ции и нейтральные генетические особенности (добро-
качественные варианты). В этом процессе выравнивание 
играет роль «эволюционного фильтра»: высокая степень 

2  Рисунок 1. Загрузка данных из fasta-файла, вывод на экран последовательно-
стей белка коннексина 26 и их имен в программной среде R
2  Figure 1. Importing data from a FASTA file: displaying Connexin 26 protein 
sequences and their corresponding identifiers within the R environment

2  Рисунок 2. Процесс создания измененной последовательности пациента с мута-
цией V37I и последующее множественное выравнивание (MSA) с последователь-
ностями коннексина 26 у разных организмов, отражающее уровни гомологии 
и консервативности
2  Figure 2. Generating the V37I mutant sequence and performing multiple sequence 
alignment (MSA) with Connexin 26 orthologs to illustrate homology levels and evo-
lutionary conservation
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консервации остатка в определенной 
позиции свидетельствует о его функ-
циональной незаменимости. Обнару-
жение замены в такой инвариантной 
точке позволяет исследователю при-
менить прогностический критерий 
PP3, подтверждающий патогенный по-
тенциал находки.

Использование различных типов 
выравнивания обеспечивает много-
уровневый анализ данных: парное 
выравнивание эффективно для ло-
кального поиска и  идентификации 
конкретных «опечаток», тогда как MSA 
предоставляет возможности сравни-
тельной геномики, позволяя выявлять 
консервативные домены и филогене-
тические паттерны.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Практический пример анализа кон-
нексина 26  наглядно демонстрирует, 
как биоинформатические методы вы-
являют структурно-функциональные 
аномалии белков, которые лежат в ос-
нове патогенеза наследственных забо-
леваний.

2  Рисунок 3. Результат визуализации множественного выравнивания (MSA) аминокислотных последовательностей, выпол-
ненного с использованием функции `msaPrettyPrint()` пакета msa
2  Figure 3. Visualizing the multiple amino acid sequence alignment generated using the msaPrettyPrint() function from the msa package

2  Рисунок 4. Результат парного выравнивания аминокислотной последовательно-
сти белка коннексина 26, иллюстрирующий наличие мутации V37I и уровень 
сходства последовательностей (PID, score)
2  Figure 4. Pairwise amino acid sequence alignment of Connexin 26, highlighting 
the V37I mutation and sequence metrics, including Percent Identity (PID) and align-
ment score
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Особое внимание стоит уделить инструментарию: ис-
пользование языка R и экосистемы Bioconductor упро-
щает изучение и использование биоинформатических 
методов. Представленные в статье алгоритмы и приме-
ры кода доказывают, что современные методы анали-
за доступны врачам и исследователям без углубленной 

вычислительной подготовки. Это способствует демокра-
тизации геномных технологий и их оперативному внедре-
нию в широкую клиническую практику.� 0
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