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Введение. В настоящее время в 
диагностике наследственной несин-
дромальной потери слуха высокую ин-
формативность обеспечивают методы 

молекулярно-генетического анализа 
гена GJB2, кодирующего белок коннек-
син 26 (Сx26) (13q12.11, MIM 121011). 
У подавляющего большинства паци-
ентов с врожденной потерей слуха 
идентифицируются рецессивные му-
тации в гене GJB2 в гомозиготном или 
компаунд-гетерозиготном состоянии, 
что соответствует диагнозу аутосом-
но-рецессивной глухоты 1А типа (АРГ 
1А – ОMIM#220290), что делает его 
наиболее часто исследуемым геном 
у больных с врожденным нарушени-
ем слуха [29]. В настоящее время в 
базе данных The Human Gene Mutation 
Database (HGMD) в гене GJB2 анонси-
ровано около 390 различных нуклео-
тидных изменений, из которых 73% за-
нимают однонуклеотидные (миссенс/
нонсенс) замены (http://www.hgmd.

cf.ac.uk/ac/index.php). Патогенетиче-
ская роль большинства нонсенс-замен 
довольно очевидна, так как они приво-
дят к преждевременной терминации 
трансляции и прерыванию синтеза 
белка. Миссенс-замены, в зависимо-
сти от их локализации в аминокислот-
ной последовательности полипептид-
ной цепи, могут быть нейтральными, 
или полностью или частично повреж-
дающими структуру белка, незначи-
тельно влияя на его функцию. Вслед-
ствие этого патогенетическую роль 
многих миссенс-замен в развитии на-
рушений слуха сложно оценить.

Для оценки возможного влияния 
аминокислотных замен на функцию 
и/или структуру белка в отсутствие 
структурно-функциональных иссле-
дований используют прогностический 
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АНАЛИЗ ИНФОРМАТИВНОСТИ КОМПЬЮ-
ТЕРНЫХ in silico ПРЕДСКАЗАТЕЛЬНЫХ 
ПРОГРАММ ПРИ ОЦЕНКЕ КЛИНИЧЕСКОЙ 
ЗНАЧИМОСТИ МИССЕНС-ЗАМЕН ГЕНА 
GJB2 (Сx26)

В данной работе на основе установленной клинической значимости 7 миссенс-замен гена GJB2 (Cx26), обнаруженных в результате мо-
лекулярно-генетического исследования врожденной глухоты в Якутии, были протестированы 9 компьютерных in silico предсказательных 
программ. Для выявления программы с наиболее точными предсказательными оценками клинической значимости миссенс-замен гена 
GJB2 (Cx26) проведен сравнительный анализ параметров информативности (точность, чувствительность и специфичность) с расчетом 
коэффициента корреляции между известным клиническим значением миссенс-замен с in silico оценкой, выдаваемой программами. В 
целом из 9 проанализированных программ наиболее точные in silico предсказательные оценки клинической значимости миссенс-замен 
гена GJB2 (Cx26) дали две программы – SIFT и PROVEAN (R = 0,73). Полученные результаты могут помочь при проведении биоинформа-
ционного анализа, в случае обнаружения ранее не описанных в литературе миссенс-замен гена GJB2 (Cx26).

Ключевые слова: анализ in silico, ген GJB2, коннексин 26 (Cx26), миссенс-замены, врожденная тугоухость и глухота, Якутия.

In this study, based on the established clinical significance, 7 missense variants of the GJB2 (Сх26) gene, detected as a result of the molecular 
genetics study of congenital deafness in Yakutia, 9 computers in silico predictive programs were tested. In order to identify the program with the 
most accurate prediction of the clinical significance of missense variants substitutions of the GJB2 (Сх26) gene, a comparative analysis of the 
informative parameters (accuracy, sensitivity and specificity) was carried out with the calculation of the correlation coefficient between the known 
clinical values of missense variants with in silico evaluation by the programs. In total, of the 9 analyzed programs, the most accurate in silico 
predictive estimates of the clinical significance of missense variants of the GJB2 (Сх26) gene were given by two programs – SIFT and PROVEAN 
(R = 0.73). The obtained results can help in carrying out bioinformatic analysis, in case of detection of missense variants substitutions of the GJB2 
(Сх26) gene, which were not described before in the literature.

Keywords: in silico analysis, GJB2 gene, connexin 26 (Cx26), missense variants, deafness, Yakutia.
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метод in silico, который полностью осу-
ществляется симуляционными ком-
пьютерными программами. Однако эти 
компьютерные программы имеют ряд 
недостатков, поскольку применяемый 
предсказательный алгоритм может 
кардинально отличаться. Это связано 
с тем, что каждая отдельно взятая про-
грамма работает с применением раз-
ных вычислительных методов (BLAST, 
PSI-BLAST, PSIC) и инструментов (ма-
трица Дирихле, скрытая марковская 
модель, наивный байесовский клас-
сификатор). В связи с этим точность 
предсказательной оценки in silico ком-
пьютерных программ может широко 
варьировать [10, 19, 22, 23, 30].

В ранее проведенных молекуляр-
но-генетических исследованиях ауто-
сомно-рецессивной глухоты 1А типа в 
Якутии было выявлено 12 аллельных 
вариантов гена GJB2 (8 патогенных и 4 
доброкачественных варианта), среди 
которых 7 вариантов приводили к мис-
сенс-заменам [1, 21]. Патогенность или 
непатогенность выявленных миссенс-
замен помимо литературных источ-
ников и сведений из баз данных была 
подтверждена с помощью клинико-ге-
неалогических методов исследования. 
Таким образом, полученные нами дан-
ные по клинической значимости вы-
явленных миссенс-замен гена GJB2 
дают нам возможность ретроспектив-
но оценить точность предсказаний in 
silico компьютерных программ.

Целью настоящей работы является 
сравнительный анализ параметров ин-
формативности наиболее популярных 
компьютерных in silico предсказатель-
ных программ для выбора наиболее 
точной программы для предсказания 
клинической значимости миссенс-за-
мен гена GJB2 (Сx26).

Материалы и методы исследова-
ния

Миссенс варианты гена GJB2. 
Для тестирования in silico программ 
были использованы 7 миссенс-замен 
гена GJB2 (Сх26): c.79G>A (p.Val27Ile), 
c.101Т>С (p.Met34Thr), c.109G>A 
(p.Val37Ile), c.269Т>С (p.Leu90Pro), 
c.341A>G (p.Glu114Gly), c.368С>A 
(p.Thr123Asn) и c.457G>A (p.Val153Ile), 
обнаруженных при молекулярно-гене-
тическом исследовании врожденной 
глухоты в Якутии (рис. 1) [1, 21]. Все 
данные миссенс GJB2-варианты при-
сутствовали в базах данных аннотиро-
ванных вариантов (фенотипические: 
OMIM – http://www.omim.org/, Human 
Gene Mutation Databas – ehttp://www.
hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php, ClinVar – 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/; по-
пуляционные: the Exome Aggregation 

Consortium – http://exac.broadinstitute.
org, 1000 Genomes Project – http://
browser.1000genomes.org/index, dbSNP 
– http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snphtml). 
Далее все представленные вариан-
ты были распределены по пяти клас-
сификациям, разработанным ACMG 
(Американская коллегия медицинской 
генетики и геномики), по рекомендаци-
ям которой используется специальный 
стандарт терминов для обозначения 
клинической значимости вариантов, 
выявленных в генах: «pathogenic» – па-
тогенный, «likely pathogenic» – вероят-
но патогенный, «uncertain significance» 
– неопределенного значения, «likely 
benign» – вероятно доброкачествен-
ный, «benign» – доброкачественный 
[22]. Так, в группу патогенных вариан-
тов, ассоциированных с нарушения-
ми слуха (глухота/АРГ 1А), вошли три 
варианта: c.269Т>С (p.Leu90Pro) – как 
патогенный, «pathogenic», c.101Т>С 
(p.Met34Thr) и c.109G>A (p.Val37Ile) 
– как вероятно патогенные, «likely 
pathogenic». Остальные 4 варианта 
были интерпретированы нами как до-
брокачественные варианты, не имею-
щие клинического значения: c.79G>A 
(p.Val27Ile) и c.457G>A (p.Val153Ile) 
– как доброкачественные, «benign», 
c.341A>G (p.Glu114Gly) – как доброка-
чественный/вероятно доброкачествен-
ный, «benign/likely benign», c.368С>A 
(p.Thr123Asn) – вероятно доброкаче-
ственный, «likely benign». Для оценки 
клинической значимости представлен-
ных 7 миссенс-замен гена GJB2 мы 
опирались не только на курируемые 
базы данных, но и на результаты, полу-
ченные среди исследованных 580 чел. 
из Якутии (393 – с врожденным нару-
шением слуха и 187 – без нарушения 
слуха).

Компьютерные in silico про-
граммы. Для данного исследования  
выбраны компьютерные in silico пред-
сказательные программы: SIFT (Sorting 
Intolerant From Tolerant), FATHMM 
(Functional Analysis through Hidden 
Markov Models), MutationAssessor, 
PolyPhen2 (Polymorphism Phenoty-
ping v-2),Condel (Consensus Dele-
teriousness), MutationTaster, MutPred 
(Mutation Prediction), Align GVGD 
(Align Grantham Variation/Grantham 
Deviation) и PROVEAN (Protein Varia-
tion Effect Analyzer). Каждый in silico 
инструмент прогностических программ 
для классификации вариантов исполь-
зует различные параметры, полная 
информация о которых доступна в 
онлайн интернет ресурсе (веб-сайты 
программ указаны в табл.1).

Для прогностического запроса в 
поисковых окнах in silico программ 
использованы идентификаторы гене-
тических последовательностей (ну-
клеотидных, аминокислотных и бел-
ковых) в формате FASTA (GenBank: 
AHB08964.1 – gap junction beta-2 
protein [Homo sapiens]) из базы данных 
NCBI – Reference Sequence (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/protein), и в формате 
Ensembl ID (ENSG00000165474 – для 
гена, ENSP00000372299 – для белка, 
ENST00000382848 – для транскрипта) 
из базы The Human Protein Atlas (http://
www.proteinatlas.org).

В исследовании использовались 
материалы из банка данных ЯНЦ КМП.

Анализ информативности компью-
терных in silico программ

При получении прогностических 
результатов компьютерных in silico 
программ были вычислены их анали-
тические параметры по следующим 
операционным характеристикам [4, 7, 
23]:

чувствительность (англ. Sensitivity, 
Se) – часть истинно положительных 
результатов (правильная идентифи-
кация патогенных вариантов), по фор-
муле Se=ТP/ТP+FN, где TP – истинно 
положительные случаи и FN – ложноо-
трицательные случаи;

специфичность (англ. Specificity, 
Sp) – часть истинно отрицательных 
результатов (правильная идентифика-
ция доброкачественных вариантов, не 
имеющих клинического значения), по 
формуле Sр=ТN/ТN+FP, где TN – ис-
тинно отрицательные случаи и FP – 
ложноположительные случаи;

точность (англ. Accuracy, A) – отно-
шение полных правильных предсказа-
ний к общему числу предсказаний, по 
формуле A=ТP+ТN/ТP+ТN+FP+FN;

прогностичность положительно-
го результата (ППР) (англ. positive 
predictive values, PPV) – пропорция ис-
тинно положительных результатов сре-
ди всех положительных предсказаний, 
по формуле PPV=ТP/ТP+FP;

прогностичность отрицательно-
го результата (ПОР) (англ. negative 
predictive values, NPV) – пропорция ис-
тинно отрицательных результатов сре-
ди всех отрицательных предсказаний, 
по формуле NPV=ТN/ТN+FN.

Для определения наличия взаимос-
вязи между анализируемыми параме-
трами (клиническое значение миссенс-
замены с предсказательной оценкой 
программ) нами был проведен расчет 
коэффициента корреляции с помощью 
функции «КОРРЕЛ» в среде Microsoft 
Excel, согласно рекомендациям [4, 7, 
13, 23].
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Рис.1. Локализация выявленных несинонимичных (миссенс) аминокислотных замен (А-Е) в последовательности белка-коннексина 26.
Примечание. 3D-визуализация структурной модели белка Cx26 получена с помощью программы PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.
edu/pph2)
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Результаты. В результате получен-
ных предсказаний in silico программ 
все миссенс-замены гена GJB2 (3 па-
тогенных, 4 доброкачественных) были 
оценены неоднозначно, то есть имели 
более чем одно предсказание (одно-
временно несколько классификаций). 
Тем не менее один вариант – c.269Т>С 
(p.Leu90Pro), всеми программами был 
оценен как вариант с повреждающим 
влиянием (табл. 2).

Точность предсказаний клинической 
значимости миссенс-замен среди ана-
лизируемых программ варьировала от 
42,9%, которую показала FATHMM, до 
85,5%, достигнутой двумя программа-
ми SIFT и PROVEAN (табл. 3). Данные 
программы показали также высокие 
параметры чувствительности и спец-
ифичности – 66,7% и 100% соответ-
ственно. Программы MutationAssessor, 
MutationTaster, CONDEL и FATHMM 
имели 100%-ную чувствительность, но 
при этом показали низкую специфич-
ность – 50%, а CONDEL – ее полное 
отсутствие. Наиболее высокий по-
казатель ППР (100%) и ПОР (80%) 
имели программы SIFT и PROVEAN. 
Программа MutPred имела 100% ППР, 
но показала низкое значение ПОР – 
57,2%.

Для определения точности предска-
заний компьютерных in silico программ 
и для того, чтобы максимизировать 
общее качество их аналитических па-
раметров, нами был рассчитан коэф-
фициент корреляции R (рис. 2). Наи-
более высокая взаимосвязь in silico 
предсказаний с клиническим значе-
нием миссен-замен гена GJB2 вы-
явлена у программ SIFT и PROVEAN 
(R = 0,73), что соответствует их ана-
литическим параметрам, полученным 
в ходе проведенного анализа пара-
метров информативности (табл.3). 
Со средней корреляцией выявлены 
MutationAssessor, MutationTaster и 
CONDEL (R = 0,54) (рис. 2), что также 
соответствует их аналитическим пара-
метрам (табл. 3). Слабую корреляцию 
показали MutPred (R = 0,47), PolyPhen2 
(R = 0,41), очень слабую Align GVGD (R 
= 0,16), а программа FATHMM показа-
ла нулевое значение, что свидетель-
ствует об отсутствии связи между на-
блюдаемыми значениями.

Обсуждение
На основе клинической значи-

мости 7 вариантов (миссенс-замен) 
гена GJB2, обнаруженных в резуль-
тате молекулярно-генетического ис-
следования врожденной глухоты 
в Якутии, были протестированы 9 
компьютерных программ, наибо-
лее часто используемых для биоин-
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формационного анализа. После по-
лученных in silico предсказательных 
оценок был проведен сравнительный 
анализ параметров информативности 
(точность, чувствительность и спец-
ифичность) программ, а также рас-
считан коэффициент корреляции по-
лученных предсказаний программ с 
клинической значимостью миссенс-за-
мен гена GJB2.

В результате анализа всех полу-
ченных параметров анализируемых 
in silico программ и расчета коэффи-
циента корреляции между значения-
ми (клиническое значение с in silico 
предсказаниями) с наилучшими по-
казателями выявлены программы 
SIFT и PROVEAN. У данных программ 
85,8% точных предсказаний, что в 
данном исследовании можно считать 
лучшим показателем, так как в ли-
тературных данных, где приводятся 
аналогичные сравнения параметров, 
наиболее высокая точность предска-
заний достигала 80 – 90% [4, 7, 14, 23, 
25, 30]. Программы SIFT и PROVEAN 
показали также высокие параметры 
чувствительности (66,7%) и специфич-
ности (100%), что в контексте данного 
исследования имеет высокую цен-
ность, поскольку чем выше параметры 
чувствительности, тем эффективнее 
предсказываются патогенетические 
варианты, и чем выше специфич-
ность, тем эффективнее предсказы-
ваются доброкачественные варианты. 
Средние показатели точности были 
у программы PolyPhen2 (71,5%), все 
остальные ее показатели были не 
выше 66,7%. Неудовлетворительные 
результаты показали две программы 
FATHMM и MutPred, выдавшие боль-
шое количество неправильных пред-
сказаний (рис. 2, табл. 3).

В 2015 г. было опубликовано ис-

следование A. Yilmaz [31], в котором 
отражены результаты биоинформаци-
онного анализа 211 миссенс-мутаций 
гена GJB2, анонсированных в базах 
данных Ensembl и HGMD, полученных 
с помощью четырех предсказательных 
компьютерных in silico программ: SIFT, 
PANTHER, PolyPhen-2 и FATHMM [31]. 
Авторы пришли к выводу, что получен-
ные результаты предсказаний in silico 
программ продемонстрировали воз-
можность их применения для биоин-
формационного анализа при прогнози-
ровании эффектов миссенс-мутаций, 
ассоциированных с нарушениями 
слуха. Однако в данном исследовании 
сравнительный анализ их параметров 
информативности (точность, чувстви-
тельность, специфичность) программ 
не был проведен. Литературные дан-
ные, в которых представлены резуль-
таты сравнительного анализа параме-
тров компьютерных in silico программ, 
свидетельствуют, что из существую-
щего на сегодняшний день множества 
программ не все одинаково подходят 
для предсказания патогенности мис-
сенс-мутаций в конкретных генах, от-
ветственных за конкретное наслед-
ственное заболевание. Так, например, 
при тестировании 1118 вариантов че-
тырех генов BRCA1, BRCA2, MLH1, и 
MLH2, ассоциированных с онкологиче-
скими заболеваниями, наиболее точ-
ной оказалась программа Align GVGD 
[4]. В результате биоинформационно-
го анализа вариантов генов RYR1 и 
CACNA1S, ассоциированных со зло-
качественной гипертермией, из 8 in 
silico программ четыре: MutPred, SNPs 
& GO, PhD-SNP и CADD смогли точ-
но классифицировать варианты гена 
RYR1, но неоднозначно оценили ва-
рианты другого гена – CACNA1S [20]. 
В результате анализа эффективности 

11 in silico программ, на основе 14191 
патогенных мутаций и 22001 нейтраль-
ных вариантов из базы данных UniProt 
с наиболее точными предсказания-
ми были выявлены две программы 
– FATHMM и KGGSeq [7]. Программы 
MAPP и PolyPhen2 наиболее точно 
предсказали эффекты 74 миссенс-за-
мен генов MMR (MLH1, MSH2, MSH6 и 
PMS2), которые связаны с синдромом 
Линча (наследственная форма рака 
толстой кишки) [5]. Используя набор 
данных, состоящий из 122 достовер-
но патогенных и доброкачественных 
вариантов генов, связанных с группой 
заболеваний Ras-патий (RAS-pathies) 
и конечностно-поясных мышечных 
дистрофий (Limb Girdle Muscular 
Dystrophies – LGMD), были проанали-
зированы 17 in silico предсказательных 
программ, и наиболее точной оказа-
лась программа MutPred [30].

Таким образом, из 9 проанализиро-
ванных программ наиболее точные in 
silico предсказательные оценки кли-
нической значимости миссенс-замен 
гена GJB2 дали две программы – SIFT 
и PROVEAN (R = 0,73). Полученные 
результаты могут помочь при проведе-
нии биоинформационного анализа в 
случае обнаружения ранее не описан-
ных в литературе миссенс-замен гена 
GJB2, ассоциированных с нарушения-
ми слуха.

1. Анализ спектра и частоты GJB2-мутаций 
у пациентов с врожденными нарушениями 
слуха в Республике Саха (Якутия) / В.Г. Пшен-
никова, Н.А. Барашков, Ф.М. Терютин [и др.] // 
Мед. генетика. –  2015. –  Т. 14. –  №6 (156). 
–  С.10-23.

GJB2 mutation spectrum in patients with con-
genital hearing loss in Yakutia / V.G. Pshennikova, 
N.A. Barashkov, F.M. Teryutin [et al.] // Russ. J. 
Med. Genetics. –  2015. –  Vol. 6 (156). –  P. 10-23.

Рис.2. Гистограмма коэффициента корреляции (R).
Примечание. R – взаимосвязь между известным клиническим зна-
чением миссенс-замен гена GJB2 с in silico оценкой, выдаваемой 9 
компьютерными предсказательными программами.

Таблица 3
Аналитические параметры информативности 

компьютерных in silico предсказательных программ,%

Предсказательные 
in silico программы

Точ-
ность

Чувстви-
тельность

Специ-
фичность ППР ПОР

SIFT 85,8 66,7 100 100 80
MutationAssessor 71,5 100 50 60 100
FATHMM 42,9 100 0 42,9 0
Polyphen-2 71,5 66,7 66,7 66,7 66,7
MutationTaster 71,5 100 50 60 50
PROVEAN 85,8 66,7 100 100 80
Align GVGD 57,2 66,7 50 50 66,7
MutPred 71,5 33,4 100 100 57,2
CONDEL 71,5 100 50 60 100

Примечание. ППР – прогностичность положительных результа-
тов (прогноз патогенетичсеких вариантов); ПОР – прогностич-
ность отрицательных результатов (прогноз доброкачественных 
вариантов, не имеющих клинического значения). 
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А.Н. Романова, М.И. Воевода, В.Н. Максимов
ИССЛЕДОВАНИЕ АССОЦИАЦИИ ЧЕТЫРЕХ  
ОДНОНУКЛЕОТИДНЫХ ПОЛИМОРФИЗМОВ 
С АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИЕЙ И ИН-
ФАРКТОМ МИОКАРДА В РЕСПУБЛИКЕ 
САХА (ЯКУТИЯ): ЭТНИЧЕСКИЕ И ГЕНДЕР-
НЫЕ ОСОБЕННОСТИ

Проведено исследование ассоциации 4 однонуклеотидных полиморфизмов с артери-
альной гипертензией и инфарктом миокарда у жителей Республики Саха (Якутия) в зави-
симости от этнической и гендерной принадлежности.

Ключевые слова: однонуклеотидные полиморфизмы, артериальная гипертензия, ин-
фаркт миокарда, гендерные и этнические особенности, Республика Саха (Якутия).

The research of 4 single nucleotide polymorphisms association with arterial hypertension and 
myocardial infarction in population of the Republic of Sakha (Yakutia) depending on ethnicity and 
gender is carried out.

Keywords: single nucleotide polymorphisms, arterial hypertension, myocardial infarction, 
gender and ethnic features, Republic of Sakha (Yakutia).
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