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резюме 
В настоящее время молекулярно-генетические методы играют важную роль в диагностике ряда патологий. Внедрение 

массового параллельного секвенирования значительно увеличило объем данных, описывающих варианты ДНК паци-
ентов с различными заболеваниями, но клиническое значение многих из этих результатов остается неизвестным. Для 
оценки эффекта генетических вариантов широко используется автоматическое определение клинической значимости 
вариантов при помощи программ-предикторов. Отечественные и международные руководства по интерпретации данных, 
полученных методами массового параллельного секвенирования, рекомендуют использовать программы-предикторы для 
определения клинического значения генетических вариантов. Однако принципы работы и характеристики этих программ 
в научной литературе описаны недостаточно. В данном обзоре на примере наиболее популярных программ-предикторов 
представлены основные принципы их работы, которые используются для оценки патогенности вариантов.
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Summary
Currently, molecular genetic methods play an essential role in the diagnostic process for diverse pathologies. The introduction 

of mass parallel sequencing has significantly increased the amount of data on DNA variants in patients with various diseases, 
but the clinical significance of many of these findings remains unknown. Widely used methods of variant effect evaluation 
include the automatic determination of the pathogenicity of variants using specialized predictors. Domestic and international 
guidelines for the interpretation of data obtained through mass parallel sequencing recommend the use of predictive programs 
to determine the clinical significance of genetic variants. However, there is a lack of detailed information about the principles 
and characteristics of these programs in the scientific literature. In this review, we present the basic principles that are used to 
evaluate the pathogenicity of variations using the example of some of the most widely used predictive programs.
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ВВеДеНие
Развитие методов молекулярной биологии и ин-

тенсификация геномных исследований позволили 
раскрыть молекулярные механизмы, лежащие в 
основе нарушений, возникающих в клетке при 
возникновении генетических заболеваний. Благо-
даря этому удается определять новые биомаркеры, 
обнаружение которых у пациентов может помочь 
определить прогноз заболевания или назначить це-
левую терапию.

Однако большие объемы данных, полученные 
с помощью методов современной молекулярной 
биологии, требуют большого опыта и вычислитель-
ных мощностей для обработки, идентификации и 
классификации генетических вариантов, кото-
рые могут дать значимую информацию. Следует 
отметить, что под генетическим вариантом подра-
зумевается любое изменение гена относительно 
референсной последовательности, которое может 
быть патогенным или доброкачественным. Таким 
образом, с внедрением современных технологий 
значительно увеличилось число генетических ва-
риантов, обнаруживаемых у пациентов, значи-
мость которых не может быть определена [1, 2].

В настоящее время проводятся различные ис-
следования для оценки клинической значимости 
того или иного варианта. Широко используемый 
подход in silico предполагает автоматическое опре-
деление клинической значимости вариантов с по-
мощью так называемых программ-предикторов. 
Эти программы, основанные на эволюционной 
консервативности и структурных характеристи-
ках белков, рекомендованы для использования при 
диагностике заболеваний, вызванных герминаль-
ными и соматическими мутациями.

В частности, «Руководство по интерпретации дан-
ных последовательности ДНК человека, полученных 
методами массового параллельного секвенирования 
(MPS)» рекомендует использовать программы-пре-
дикторы в случае, если вариант нуклеотидной после-
довательности не был описан ранее и не представ-
лен ни в одной из баз данных или сведения о нем 
недостаточны [3]. Также в работе «Интерпретация 
соматических генетических вариантов, выявленных 
методом высокопроизводительного секвенирования 
опухолевой ДНК, на примере онкологических забо-
леваний детского возраста» программы-предикторы 
предполагается использовать для оценки патогенно-
сти соматических мутаций [4].

В настоящее время программы для определе-
ния клинической значимости генетических вари-
антов основаны на выравнивании нуклеотидных 
последовательностей сходных генов [5, 6, 7, 8] 
или аминокислотных последовательностей их 
белковых продуктов [9, 10, 11, 12, 13, 14, 15]. Под 
выравниванием подразумевается сравнение всего 
множества генов, продуцирующих нормальный, 
полностью функционирующий белок, включая 
референсную последовательность гена человека и 

других организмов, и гена обследуемого пациента 
с вариантом. Родственные гены, которые способны 
производить функциональный продукт и выполня-
ют одинаковую функцию, называют гомологами, 
или гомологичными генами.

Сопоставление последовательностей исследу-
емого гена и его гомологов позволяет определить, 
существуют ли какие-либо различия в генетических 
вариантах между гомологичными генами. Наличие 
варианта среди гомологичных последовательностей 
указывает на то, что он может быть безвредным и не 
нарушать функцию гена. Таким образом, основой 
для оценки клинической значимости того или иного 
варианта является поиск гомологичных генов, ко-
торый включает в себя изучение эволюции генов. 
Следует отметить, что изучение эволюции может 
производиться в ходе исследования или аминокис-
лотных, или нуклеотидных последовательностей, 
однако результаты оказываются более информа-
тивными при сравнении белков [16].

иСхОДНые  БАзы  ДАННых  
ПОСлеДОВАтельНОСтей
Основой любого метода оценки патогенности 

вариантов с неопределенной значимостью явля-
ется база данных нуклеотидных или аминокислот-
ных последовательностей, которые будут сравни-
ваться в процессе определения того, является ли 
тот или иной генетический вариант допустимым. 
Существует четыре основных источника данных 
о последовательностях белков: GenPept, RefSeq, 
TrEMBL и SWISS-PROT, каждый из которых связан 
с соответствующими базами данных о нуклеотид-
ных последовательностях.

GenPept является частью GenBank, который 
представляет собой базу данных, содержащую 
генетические последовательности из Националь-
ного института здравоохранения США. GenBank 
также содержит информацию о длине каждой 
последовательности, типе молекулы, которую 
она представляет (белок, ген, транскрипт и др.), 
координатах транслируемых областей, источнике 
биоматериала и названии организма, к которому 
относится последовательность. База данных Gen-
Bank поддерживается самими исследователями и 
снабжается информацией из других баз данных, 
таких как Европейская лаборатория молекулярной 
биологии (EMBL) и Японский банк данных ДНК. 
Это взаимодействие координируется Междуна-
родной организацией по сотрудничеству в области 
базы данных нуклеотидных последовательностей.

Структура базы данных нуклеотидных последо-
вательностей EMBL, Европейского архива нуклео-
тидов (ENA), во многом схожа с GenBank. Однако 
она отличается тем, что не содержит аминокис-
лотных последовательностей. Для систематизации 
белковых структур в Европейской лаборатории 
молекулярной биологии была создана специальная 
база данных UniProtKB/TrEMBL. Объекты в  базах 
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данных ENA и UniProtKB/TrEMBL описывают дли-
ну последовательности, ее функцию, источник 
био материала и таксономическую классификацию 
исходного организма. Как и GenBank, база данных 
ENA обновляется самими исследователями. Кроме 
того, система EMBL обеспечивает проверку кон-
таминации векторами в материалах, предоставля-
емых исследователями.

Кроме того, существует проект RefSeq, который 
поддерживается Национальным центром био-
технологической информации (NCBI). Объекты 
базы данных RefSeq создаются по-разному, в за-
висимости от типа изучаемого организма, при этом 
некоторые свойства последовательностей пред-
сказываются автоматически при депонировании. 
Специалисты NCBI контролируют относительно 
небольшую часть бактериальных и эукариотиче-
ских геномов, содержащихся в RefSeq.

Существует множество ресурсов, которые 
используют информацию из других баз данных. 
Примером этого является неизбыточная база дан-
ных белковых последовательностей NCBI NR, ко-
торая включает последовательности из GenPept, 
UniProtKB/Swiss-Prot, RefSeq и ряда других источ-
ников, таких как PIR, PDF и PDB.

В актуальных программах-предикторах в ка-
честве источника последовательностей обычно 
используется UniProtKB или ее вариации, объе-
диняющие в кластеры белки, идентичные на 90 % 
(UniRef90) или на 100 % (UniRef100). В частности, 
сравнительно более ранние программы, такие как 
MutationAssessor, SIFT, MutPred и MAPP, использу-
ют UniProtKB в качестве источника, в то время как 
более современные EVE и AlphaMissense основаны 
на UniRef100 и UniRef90 соответственно.

Другие программы используют Ensembl (Mu-
tationTaster, LRT), NCBI NR (PROVEAN) или соб-
ственные базы данных (PANTHER, Align-GVGD).

ФилОгеНетичеСкАя  рекОНСтрукция
Филогенетическая реконструкция – это процесс 

установления эволюционных взаимосвязей, осно-
ванный на изучении структурных признаков. Это 
важный шаг в оценке патогенности генетических ва-
риантов, который позволяет нам исключить из набо-
ра данных для исследования белки, функционально 
отличающиеся от продукта изучаемого гена [17].

В настоящее время программы, применяемые 
для оценки клинических эффектов генетических 
вариантов, используют автоматизированные ин-
струменты для поиска гомологов. Эти инструмен-
ты направлены на поиск наиболее схожих белков 
или генов из баз данных последовательностей [9]. 
Этот поиск основан на исходном предположении о 
тесной взаимосвязи между структурой и функци-
ей белка, из чего следует, что гомологи выполняют 
сходные функции. Таким образом, если в одной 
из гомологичных последовательностей обнару-
живается некоторый вариант, то его наличие не 

свидетельствует о значимом изменении функции. 
И наоборот, если таких изменений не удается об-
наружить ни в одном из большого числа гомологов, 
то можно предположить, что наличие данного ва-
рианта влияет на функцию белка и выживаемость 
организма в целом [9, 12, 17].

Поиск гомологичных последовательностей 
обычно проводится с помощью программы базово-
го инструмента поиска локального выравнивания 
BLAST или ее модификаций. Этот первоначальный 
отбор последовательностей производится по прин-
ципу максимального сходства с целевым белком. 
В качестве меры сходства выступает E-значение, 
определяемое как количество последовательно-
стей в базе данных, которые случайно оказыва-
ются более похожими на искомую последователь-
ность, чем найденная.

Например, программы MutationAssessor, Poly-
Phen2, SNPs&GO, MutationTaster, PROVEAN и 
PANTHER используют метод BLAST. Однако в 
PROVEAN дополнительно применяется CD-HIT – 
алгоритм, осуществляющий кластеризацию по-
следовательностей исходя из порогового уровня 
идентичности [18]. Например, при выборе порого-
вого уровня идентичности в 80 % каждый кластер 
будет содержать последовательности, идентичные 
на 80 %. Также существуют усовершенствования 
BLAST, которые итеративно подстраивают сис-
тему поиска под уже обнаруженные последова-
тельности. Они включают CS-BLAST и PSI-BLAST, 
применяемые в ConSurf, SIFT и Mutpred. Схожим 
итеративным механизмом поиска обладают про-
граммы JackHMMER и HHSearch, используемые 
в EVE и AlphaMissense, соответственно.

мНОжеСтВеННОе  ВырАВНиВАНие  
ПОСлеДОВАтельНОСтей
Следующим этапом после определения перечня 

последовательностей, структурно схожих с иско-
мой, является определение консервативности по-
зиций в последовательности при помощи множе-
ственного выравнивания. Следует отметить, что 
на этапе филогенетической реконструкции также 
может осуществляться множественное выравни-
вание, результат которого используется для вычи-
сления расстояний между последовательностями, 
формирования матрицы и последующего постро-
ения филогенетического дерева.

Суть данного этапа состоит в выравнивании 
позиций различных последовательностей таким 
образом, чтобы максимальное количество амино-
кислот (или нуклеотидов) в соответствующих пози-
циях совпадало. Влияние миссенс-варианта можно 
определить, посмотрев, какие аминокислоты (или 
нуклеотиды) присутствуют в положении, на кото-
рое влияет этот вариант, и в соответствующих поло-
жениях в гомологичных последовательностях [19].

Наиболее часто используемым алгоритмом яв-
ляется прогрессивное выравнивание. В ходе этого 
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 процесса сначала соединяются две ближайшие по-
следовательности, а затем постепенно добавляются 
новые. Порядок, в котором добавляются эти новые 
последовательности, определяется филогенетиче-
ским деревом, в котором используются эволюци-
онные расстояния, рассчитанные на основе парных 
последовательностей. Примеры программ, использу-
ющих этот подход, включают ClustalW [20], Clustal 
Omega [21] и MAFFT [22]. Также существует итера-
тивное прогрессивное выравнивание, которое отли-
чается от предыдущего метода тем, что все последо-
вательности корректируются на каждом этапе [23]. 
Этот подход используется в программе MUSCLE [24]. 
Другие менее распространенные методы включают 
сегментное выравнивание (DIALIGN [25]) и генети-
ческий алгоритм (SAGA [26]). В ряде исследований 
оценивалась надежность результатов, полученных с 
помощью различных программ, и было установлено, 
что MAFFT наиболее точно воспроизводит стандарт-
ные выравнивания [27].

Следует отметить, что BLAST и другие програм-
мы для отбора гомологичных последовательностей 
также продуцируют выравнивания, которые мо-
гут сразу использоваться для сравнения белков. 
 Однако некоторые программы все же осуществ-
ляют множественное выравнивание последова-
тельностей отдельным этапом после обнаружения 
гомологов. В частности, MutationAssessor и LRT ис-
пользуют MUSCLE, в ConSurf применяет MAFFT.

Выравнивание нуклеотидных последовательно-
стей используется в таких программах, как phast-
Cons [8] и phyloP [7] для оценки эволюционной 
консервативности фрагментов генома. Выравни-
вания геномной ДНК создаются путем сопостав-
ления геномов разных видов с основным изучае-
мым геномом (чаще всего это геном человека) с 
помощью программы LASTZ. Затем эти парные 
выравнивания совмещаются для формирования 
множественного выравнивания.

ПреДиктОры  НА  ОСНОВе   
ВырАВНиВАНия  АмиНОкиСлОтНых 
ПОСлеДОВАтельНОСтей
SIFT была первой программой, которая выяв-

ляла вредные мутации на основе информации об 
эволюции изучаемого гена [28]. Основной прин-
цип SIFT заключается в выявлении законсерви-
рованных аминокислот (в данном случае – в зна-
чении наиболее распространенных аминокислот 
в определенном положении) и вычислении веро-
ятности того, что замена на один из девятнадцати 
альтернативных остатков не приведет к значимому 
изменению функции белка. В частности, мутации 
консервативных аминокислот с большей вероят-
ностью приведут к повреждению, в то время как 
изменения в вариабельных положениях с большей 
вероятностью не окажут значимое воздействие. 
Программы FATHMM [29] и PANTHER [30] исполь-
зуют схожий подход оценки консервативности для 

определения патогенности вариантов. В дополне-
ние к этому ConSurf использует информацию о 
скорости эволюции аминокислот для оценки уров-
ня консервативности, что подразумевает постро-
ение филогенетического дерева и оценку взаимо-
отношений между гомологами на его основе [31].

Программа MutationAssessor использует более 
продвинутый подход, который также основан на 
оценке сохранности аминокислот человеческо-
го белка [14]. В этом случае рассчитываются два 
показателя консервативности: внутри семейств и 
внутри подсемейств. В данном случае под подсе-
мействами подразумеваются кластеры схожих по-
следовательностей внутри семейства. В результате 
консервативность рассчитывается по шкалам соот-
ветствующего семейства и подсемейства последо-
вательностей, что позволяет уточнить возможные 
функциональные последствия замены.

Предиктор PROVEAN способен оценивать пато-
генность не только миссенс-вариантов, но и корот-
ких вставок и делеций без сдвига рамки считыва-
ния. В данном случае осуществляется серия парных 
выравниваний исходного и мутантного белка с го-
мологичными последовательностями, и вычисля-
ется разница между числовой оценкой схожести 
последовательностей в одном и другом случае [12].

Программа LRT [32] также учитывает проис-
ходящие в той или иной позиции синонимичные 
замены и выполняет тест отношения правдоподо-
бия для оценки вероятности того, что та или иная 
позиция подвергается негативному отбору, то есть 
частота синонимичных замен в ней значимо выше, 
чем частота миссенс-вариантов.

Другие программы используют дополнитель-
ные свойства белков для оценки консерватив-
ности. Например, физико-химические свойства 
аминокислот используются предикторами MAPP 
и Align-GVGD [33, 34]. Для того, чтобы учитывать 
эти дополнительные данные, MAPP применяет ме-
тод главных компонент для снижения размерности 
данных, после чего вычисляет расстояние между 
двумя точками, соответствующими исходной и 
мутантной последовательностям. Align-GVGD, в 
свою очередь, осуществляет вычисление рассто-
яний Грэнтема, которые учитывают физико-хими-
ческие различия между аминокислотами.

Для определения патогенных и нейтральных 
изменений PolyPhen2 применяет наивный байе-
совский классификатор, основанный на эволюции 
и функции рассматриваемой позиции, а также 
структуре молекулы белка [9]. Данные о простран-
ственных характеристиках белка используются 
также программой AlphaMissense, в основе кото-
рой лежит нейросеть Evoformer. Предиктор EVE 
также, хотя и опосредованно, основан на структур-
ных данных, и использует особую нейросетевую 
архитектуру, вариационный автоэнкодер [13].

Одним из главных недостатков программ-пре-
дикторов является игнорирование медико-био-
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логического контекста гена: какие заболевания 
ассоциированы с мутациями в исследуемом гене, 
насколько генетические варианты в нем (в частно-
сти, миссенс-замены) распространены в человече-
ской популяции, входит ли позиция мутации в ка-
кой-либо домен белка-продукта и прочие аспекты 
игнорируются для упрощения и последующей ав-
томатизации процесса. Разработчики программы 
SNPs&GO попытались нивелировать этот фактор, 
используя информацию ресурса Gene Ontology, в 
котором основные характеристики генов, вклю-
чая наличие или отсутствие белковых продуктов, 
функцию и другие, закодированы в виде категори-
альных переменных, удобных для использования 
в машинном обучении [11]. Патогенность опреде-
ляется при помощи метода опорных векторов, на 
вход подаются данные ресурса Gene Ontology и 
сведения о консервативности позиции варианта.

Метод случайного леса применяется сразу в 
двух программах-предикторах: MutationTaster 
и MutPred. В них, помимо консервативности по-
следовательности, оцениваются структурные и 
функциональные характеристики белка (напри-
мер, связь аминокислоты в той или иной позиции 
с определенной функцией).

ПреДиктОры  НА  ОСНОВе  
ВырАВНиВАНия  НуклеОтиДНых  
ПОСлеДОВАтельНОСтей
Существует проблема определения клиниче-

ского эффекта вариантов, которые не относятся 
к миссенс-заменам, но также способны играть зна-
чительную роль в развитии различных заболева-
ний, включая злокачественные новообразования 
[35]. Некоторые из этих вариантов локализуются 
в местах сплайсинга. Для оценки их клинической 
значимости могут быть использованы специали-
зированные программы с относительно высокой 
чувствительностью и специфичностью. Эти про-
граммы могут анализировать варианты в донор-
ском месте сплайсинга с точностью до 99 % [36]. 
Однако их нельзя использовать для оценки пато-
генности вариантов других типов.

Информация о консервативности участков гено-
ма может быть использована для определения кли-
нического воздействия вариантов, не относящихся к 
миссенс-заменам [37]. Преимущество этого подхода 
заключается в том, что он позволяет анализировать 
не только аминокислотные замены, но и другие изме-
нения в нуклеотидных последовательностях, такие 
как синонимичные замены и варианты интронов. 
Эти изменения невозможно исследовать, используя 
только анализ последовательности белка. Существу-
ет несколько доступных программ, которые могут 
помочь идентифицировать консервативные участ-
ки в выравнивании нуклеотидных последователь-
ностей: PhyloP [7], PhastCons [8], GERP [5], SiPhy [6].

GERP основан на вычислении частоты замен в 
каждой позиции выравнивания в нуклеотидных 

последовательностях и сравнении ее со средним 
числом замен во всех позициях выравнивания, 
исключая пробелы. Другими словами, эта про-
грамма сравнивает наблюдаемую и ожидаемую 
скорости эволюции.

GERP, наряду с несколькими другими статистиче-
скими филогенетическими методами, используется 
в phyloP. Этот подход основан на выявлении поло-
жений в геноме, в которых наблюдаются какие-ли-
бо отклонения от нейтральной эволюции, такие как 
консервация или ускорение эволюции. Эти явления 
определяются с помощью методов LRT [38], Score test 
[39], распределения числа замен [40] и GERP [5].

PhastCons использует филогенетические скры-
тые марковские модели для отнесения каждого 
сегмента генома к одной из двух категорий: кон-
сервативные и вариабельные. Этот подход анало-
гичен подходу, используемому в SiPhy, который 
учитывает не только сохранение в определенном 
положении, но и закономерности замен, наблю-
даемые в последовательностях, подвергающихся 
эволюционному отбору.

Существует множество других программ, кото-
рые анализируют влияние вариаций в некодиру-
ющих областях. Все эти программы используют 
ансамблевый подход, что означает, что они объе-
диняют результаты нескольких методов. Они осно-
ваны на показателях консервативности, которые 
рассчитываются с использованием таких методов, 
как phyloP, GERP, PhastCons и fitCons, среди прочих.

АНСАмБлеВый  ПОДхОД
Суть ансамблевого подхода заключается в оценке 

влияния различных вариантов на основе информа-
ции из различных источников, таких как филогене-
тический анализ, функциональные и структурные 
данные, консервативности генома и прочих. Этот 
подход использует методы машинного обучения для 
анализа этой информации и составления прогнозов 
о влиянии мутаций на гены и их функции.

Большинство программ, использующих ансам-
блевый подход, сосредоточены на методах анализа 
сохранения генома, таких как GERP и phastCons. Они 
также используют результаты программ, изучающих 
эволюцию генов, таких как SIFT и PolyPhen, а также 
данные о регуляторных элементах и транскриптах. 
Методы контролируемого обучения также исполь-
зуют базы данных о мутациях и полиморфизмах для 
составления прогнозов. Хотя конкретные источники 
информации, используемые в этих программах, мо-
гут незначительно отличаться, основное различие за-
ключается в способах обработки и анализа данных.

CADD – это первая реализация ансамблевого 
метода, основанная на методе опорных векторов 
(SVM) с учителем [41]. Основным недостатком 
CADD является его неспособность учитывать не-
линейные взаимосвязи между объектами. Эта про-
блема была решена в программе DANN, которая 
использует глубокие нейронные сети [42].
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Первой программой, в которой было реализо-
вано неконтролируемое машинное обучение, яв-
ляется Eigen: в ней использовались мутации и по-
лиморфизмы, клинические последствия которых 
известны, однако были скрыты от алгоритма [43]. 
В FATHMM-MKL реализован подход, основанный 
на множественном обучении ядра. Он обладает 
преимуществами с точки зрения большей чувст-
вительности и специфичности при определении 
патогенности вариантов в некодирующих облас-
тях [44]. Кроме того, широкое распространение 
получили программы, основанные на тесте отно-
шения правдоподобия (MetaLR) [45], градиентном 
бустинге (M-CAP) [46] и алгоритме Random forest 
(REVEL) [47].

ОБСужДеНие
Согласно рекомендациям по интерпретации ва-

риантов, полученных с помощью массового парал-
лельного секвенирования, процесс классификации 
вариантов требует проверки различных критериев 
патогенности (и доброкачественности) на несколь-
ких уровнях, от вспомогательных до очень сильных 
(убедительных). Чтобы удалить варианты, связь 
которых с некоторым заболеванием сомнительно, 
можно использовать различные фильтры данных. 
Они основаны на оценке качества секвенирования, 
информации о частоте встречаемости в человече-
ской популяции, биологических и клинических дан-
ных, таких как сегрегация и информация о функции 
белка, положении вариантов в белке (активные сай-
ты или «горячие точки»), типе варианта (например, 
синонимичный, миссенс, со сдвигом рамки считы-
вания и прочие), а также на результатах работы 
предикторов. В данном обзоре были рассмотрены 
основные особенности некоторых программ-пре-
дикторов, которые изложены в таблице.

Однако современные программы для определе-
ния клинического значения вариантов обладают 
и рядом недостатков. В частности, в большинстве 
случаев они используют определенную базу дан-
ных последовательностей для определения консер-
вативности, не позволяя исследователю воспользо-
ваться более современным источником аминокис-
лотных или нуклеотидных последовательностей. 
Актуальность данной проблемы подчеркивается 
тем, что многие программы-предикторы были со-
зданы более 10 лет назад.

Одной из главных проблем программ-предикто-
ров является игнорирование того факта, что гомо-
логичные гены не являются однородной группой 
и делятся на ортологи и паралоги по отношению 
к искомой последовательности. Ортологи – это 
гены, которые возникли в результате дивергенции 
видов и существуют в разных организмах. Паралоги 
возникают в результате дупликации наследствен-
ного гена и существуют в пределах одного и того 
же организма. Если наследственный ген выполняет 
какую-то функцию, необходимую для выживания, 

то эту функцию должны выполнять все ортологи. 
Однако функция паралогов может меняться. Это 
явление называется «ортологической гипотезой»: 
ортологи обычно выполняют одни и те же функции, 
в то время как паралоги – разные [48].

Наличие последовательностей паралогов в набо-
ре данных, используемом для определения клини-
ческой значимости варианта с неясным эффектом, 
может привести к ошибкам. Эти ошибки возника-
ют из-за того, что структурные особенности па-
ралогов, которые функционально отличаются от 
изучаемой последовательности, воспринимаются 
как нейтральные вариации, не влияющие на функ-
цию. Это может привести к ошибке в определении 
значимости конкретного варианта у пациента, по-
скольку он может быть неверно истолкован как 
генетическая вариация в рамках нормы. Поэтому 
важно учитывать возможное наличие паралогов 
при интерпретации данных и определении клини-
ческой значимости генетических вариантов [17].

Следующая проблема автоматизированных 
программ заключается в использовании исключи-
тельно полноразмерных белковых последователь-
ностей в качестве эволюционно-функциональной 
единицы. Однако эволюцию мультидоменных ге-
нов следует рассматривать с точки зрения эволю-
ции отдельных доменов [49].

Другая проблема, связанная с доступными в на-
стоящее время программами для анализа эффек-
тов вариантов, основанными на выравнивании 
нуклеотидной последовательности, заключается 
в том, что они базируются на количественном 
показателе консервативности в каждой позиции, 
не учитывая качества изменений в ортологичных 
генах.

Наконец, существенной проблемой является 
использование методов неинтерпретируемого 
машинного обучения для интерпретации резуль-
татов, которые используются в некоторых про-
граммах. Хотя использование этих методов может 
привести к очевидному улучшению результатов, 
их внутренняя работа может игнорировать важ-
ные аспекты биомедицинского контекста [17, 50].

Следует помнить, что анализ in silico является 
лишь одним из параметров для классификации 
вариантов в соответствии с отечественными и 
международными рекомендациями. Кроме него 
используются, например, анализ популяционных 
данных и функциональных характеристик белка, 
сведения о сегрегации генетического варианта и о 
возможном возникновении его de novo [3]. Приме-
нение программ-предикторов является необходи-
мым, но не единственным этапом для проведения 
качественного анализа патогенности вариантов, 
который, в свою очередь, может выявить ряд зна-
чимых диагностических, прогностических и пре-
диктивных биомаркеров, позволяющих улучшить 
качество медицинской помощи за счет индивиду-
ализации тактики ведения пациентов.
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