
NGS

Анализ экзомов

Анастасия Жарикова

22 ноября 2022

azharikova89@gmail.com



Мы пройдем много форматов файлов 

для хранения данных

Все они будут на коллоквиуме

https://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat.html
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Fastq формат
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Fastq формат
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Что делать?

Нужно удалить «плохие» фрагменты чтений: 

- Адаптеры

- Нуклеотиды с неудовлетворительным качеством (< 

20)

Trimmomatic

http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic

В результате получаем только те чтения, качество 

которых нас устраивает

С ними можно смело работать дальше!
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Что делать дальше?

Дано: 

- «очищенные» чтения хорошего качества (fastq)

- Последовательность референсного генома (fasta)

Задача: 

Каждому чтению найти свое место на геноме -

картирование
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Картирование

Программы: 

- bowtie

- bwa

- hisat2

Есть много других!

Шаг 0. Подготовка референса: индексирование

Для каждой программы свой индекс!

Шаг следующий – картирование чтений на референс

Получаем .sam или .bam
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sam
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samtools

http://www.htslib.org/doc/samtools.html

Этот пакет поможет отсортировать и индексировать 

.bam, узнать покрытие фрагмента генома и многое 

другое

Читайте мануал и подсказки к заданию!

Помните, что bam файлы должны быть 

отсортированы по координате и индексированы
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Дублированные чтения

Бывают ПЦР-дубли и оптические

Дубли можно удалять, можно маркировать
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https://software.broadinstitute.org/software/igv/download

IGV

Программа для визуализации bam файлов с 

выравниваниями чтений на референсный геном.

Нужно установить себе на компьютер.

Принимает на вход bam (сортированный) + .bam.bai

https://www.youtube.com/watch?v=E_G8z_2gTYM&t=76s
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GATK3

https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-

us/sections/360007226651-Best-Practices-Workflows
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Indel realignment 
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Поиск вариантов

.bam

.gvcf

.vcf

.filt.vcf
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Основные шаги

- Проверка качества чтений

- Триммирование

- Проверка качества триммированных чтений

- Картирование чтений на геном (sam)

- Конвертация sam в bam

- Сортировка bam

- Индексирование bam

- Поиск вариантов (vcf)

- Фильтрация вариантов
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?Аннотация?

ANNOVAR
https://doc-openbio.readthedocs.io/projects/annovar/en/latest/

refgene

dbsnp

1000 genomes 

GWAS

Clinvar

Далее – клиническая интерпретация
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Bedtools

http://bedtools.readthedocs.io/en/latest/index.html

https://media.readthedocs.org/pdf/bedtools/latest/bedtools.pdf

Очень хороший инструмент для работы с геномными 

интервалами

Более 35 опций + параметры
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