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Протокол 
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fastq

sam/bam

vcf

чтения

результат выравнивания 

чтений на референсный 

геном

набор вариантов

файлы описание программы

Все файлы храним и анализируем в архивированном виде! 

fastqc / multiqc – исследование 

качества чтений

bwa, hisat2 - картировщики

samtools – исследование sam/bam 

файлов

GATK – определение вариантов

vcftools / bcftools – исследование 

набора вариантов

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://multiqc.info/
https://github.com/lh3/bwa
https://daehwankimlab.github.io/hisat2/
https://www.htslib.org/doc/samtools.html
https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us
https://vcftools.github.io/index.html
https://samtools.github.io/bcftools/bcftools.html


Variant Effect Predictor

• VEP

• На вход можно подать vcf файл с вариантами
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https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html


VEP
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VEP

• При загрузке файла создается новый процесс

• Аннотация занимает какое-то время

• Дождитесь статуса Done
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VEP 

• Job details – отображает все настройки и 
предоставляет команду для аналогичного 
анализа на вычислительном кластере
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Фильтрация

• Техническая

• До аннотации можно удалить варианты

• С низким покрытием

• С низким качеством

• … 

• Смысловая

• Это самое интересное

• Предложите 5 вариантов приоритизации вариантов
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VEP

• Consequences
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https://www.ensembl.org/info/genome/variation/prediction/predicted_data.html#consequences


VEP

• Summary statistics 
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VEP
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VEP

• HGVC

• Рекомендации по описанию геномных вариантов

• Единая система описания вариантов позволяет 
присваивать уникальное и однозначное «имя» 
варианту

• HGVSc - ENST00000320048.1:c.819T>A

• HGVSp - ENSP00000321506.1:p.Tyr273Ter
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https://varnomen.hgvs.org/


Структура гена

12



Альтернативный сплайсинг

13ref

https://en.wikipedia.org/wiki/Alternative_splicing


Чем аннотировать варианты?

• Экзон или интрон

• Приводит ли к замене аминокислоты

• Приобретение или потеря STOP-кодона

• Функциональные локусы

• Сайт сплайсинга

• Сайт связывания транскрипционного фактора

• …
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Экзон или интрон?

15

вариант

Для транскрипта А – интронный вариант

Для транскрипта В – экзонный вариант

Для транскрипта С – сайт сплайсинга



MANE

• Matched Annotation from NCBI and EBI

• Целью аннотации является разрешение 
проблемы множественных транскриптов

• Для каждого гена представлен один транскрипт, 
удовлетворяющий ряду условий

16

https://www.ensembl.org/info/genome/genebuild/mane.html


Что из этого название гена?

• A1BG

• alpha-1-B glycoprotein

• ENSG00000121410

• ENST00000263100.8

• NM_130786

• P04217

• Почему так много?!

17



Номенклатуры

• A1BG - symbol

• alpha-1-B glycoprotein - name

• ENSG00000121410 – Ensembl (gene)

• ENST00000263100.8 – Ensembl (transcript)

• NM_130786 – Refseq

• P04217 – UniProt/Swiss-Prot
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HUGO Gene Nomenclature Committee

• Утвержденная номенклатура генов человека
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HGNC

20



HGNC 

• Полезное для медицинской геномики

• Справочная информация
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HGNC
• Полезное для филогенетики

22+ еще много организмов ниже!



Genome Browser

• Геномный браузер

23

https://genome.ucsc.edu/


Genome Browser

• Визуализация структуры генов, включая 
транскрипты, в рамках разных номенклатур

• Большое количество аннотаций локусов: 
• консервативность

• уровень экспрессии в разных тканях

• наличие вариантов, представленных в различных 
клинических базах данных (OMIM, ClinVar, COSMIC 
и пр.)

• функциональные участки (сайты связывания, 
энхансеры и пр.)

• повторяющиеся элементы

• многое другое

24



Genome Browser

• Можно подавать на вход ID гена

• Поддерживает множество номенклатур 
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Genome Browser

• В геномном браузере вся информация 
визуализирована в виде треков

• Разметка генов по версии GENCODE V44; 
представлено 3 транскрипта

• Трек консервативности; рассчитан на уровне 
позвоночных; выше значение – более 
консервативный локус
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Genome Browser

27

• Треки можно выводить в пяти вариациях:

• Hide

• Dense

• Squish

• Pack

• Full

Для изменения типа представления щелкните по треку 
правой кнопкой мыши и выберите необходимое 
представление



Genome Browser
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Можно в строке поиска ввести локус в формате 

 chrN:start-end



Genome Browser

• Внизу страницы еще есть огромный список 
спрятанных треков (в представлении hide)

Далее внизу еще много 29



Genome Browser

• Для отображения нового трека 

• выберите его из списка внизу

• поменяйте представление трека на необходимое

• обновите страницу (кнопки refresh)

• Для удаления трека из браузера

• поменяйте представление трека на hide
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GeneCards

• Энциклопедия аннотированных генов человека

• Агрегирует множество информации, баз данных 
и дополнительных ресурсов 

• ~200 источников!!!

• Можно подавать имя гена в любой номенклатуре
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https://www.genecards.org/
https://www.genecards.org/Guide/Sources


Статистика
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Разделы
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The human protein atlas

• На вход: ID гена или белка

• 12 секций:
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The human protein atlas
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The human protein atlas

• Детекция мРНК и соответствующего белка в 
различных тканях, типах клеток и клеточных 
линиях
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The human protein atlas

• Субклеточная локализация белка
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The human protein atlas

• Структура белка с популяционными и 
клиническими вариациями

38

И многое другое!



UniProtKB

Retrieve/ID mapping

Сервис позволяет перевести 

список ID из одной номенклатуры

в другую

39

https://www.uniprot.org/id-mapping


Типы РНК в клетке

• Какие вы знаете? 

• По какому принципу может идти деление?
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Типы РНК в клетке

• Тотальная РНК

• полиА

• Без фракции рРНК

• По размеру

• Малые: микроРНК, пиРНК, мяРНК, …

• По внутриклеточной локализации

• Ядерные

• Цитоплазматические 

• Ассоциированные с хроматином

41



Задача

• Секвенировать транскриптом

• Но в секвенатор нужно подавать ДНК-
библиотеку

• Как быть? 
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Процесс

• Подготовка нужной фракции РНК

• Проверка качества РНК

• Обратная транскрипция => кДНК

• Фрагментация (~200-300 нукл)

• Секвенирование (чем глубже, тем лучше)

43



Реплики

• Что это такое? 

• Какие бывают? 

• Зачем нужны?

44



Реплики

• Технические реплики – повторный анализ 
одного и того же образца

• Биологические реплики – такое же исследование 
аналогичного образца 

45ref

https://hbctraining.github.io/Intro-to-rnaseq-hpc-salmon/lessons/experimental_planning_considerations.html


Сколько нужно реплик? 

46
ref

ref

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4878611/
https://watermark.silverchair.com/bioinformatics_30_3_301.pdf?token=AQECAHi208BE49Ooan9kkhW_Ercy7Dm3ZL_9Cf3qfKAc485ysgAAA3wwggN4BgkqhkiG9w0BBwagggNpMIIDZQIBADCCA14GCSqGSIb3DQEHATAeBglghkgBZQMEAS4wEQQMnjO3LYY0FWR-ZjGJAgEQgIIDL_5Deo2XSHD4wr0KH1HjBUfENhw8mGgvG2i7APg4Pv0-iBbv6Y4rOpUDblsVCCRNmsCL2ESgRKGTRLZlGSsO3giP0CNwHNVKFGpU9FjgM2D5YQ-3S1G74bxWCYAbL3-MbflhalfLK3A1CXtqp6PCkKggODk-akp3Ua6_v86rszrxNNK1yNFwmDyAVO1p8499hbuUt9c14LQOmRecGJwy_Dp2vEQ-qC60nP4b0CYYtJ-ciOoXuvz5buRtpQ8XiY7hhlKgRdgdMIdxil3PVXAtKlnwEzyymBl5xp9HFju6Ok4yw75dpU-uyCWWBeYTRV8kYAZmxCYhbwxbGMfGLxzI0RyRDTrLzM_PFMELNPBlTJg1dBanbF-E0zTrGvxJG-pGkb_LsPtkydrvVMbJhZ0F2dwuGrm1xCEjiwhyAknQ8Qxh-uvaKc1Pzg2aBvLh6qBI5_2LN7v1YxTgzuhahqMk1TREeejMoK2NZ47-EqHfl0W3a_m-IchK7tCDEMmunwP1FHo1JafbavDXB9rSMRKepMJ0UNm_AMTgEt2yhcGLfV0uKSRcuYc6CaCOEevd40JRhN8DG8NSxrt85AKnhX-0uyBJ_X-Qp0d_pUk4Kml3psOIBlZ6BzRFbGS-msn_hGVM6XInLZov_6vuviAdeLzUaa-3gRMPRbvzJYOjPls2GyBV40u0CVvY7XlCkIbN1rPEHkO2FlkR1l1Qsx15ZcezDrvV5NfFK94bfTPVqJyExSnbVFfpCxnN3NeX_brfhGdtoPwSz3Nk6JoaT9E3moOoHKqZ6SniR20Jz29cPqPCgfU0WW6ucR3tlTyLv4dlnWsVOIiXFzJDovcPujlXSchQLLCuj8S4l8CmRQE6zBnKPOKKzyY_P4HuwP363Nu_8k9gFoBQVqIt7OpBZ62WulpIVjlIBAevYuLXNy7WRhL9vo8bTSyp_1G9CSsaqRIWJ7SLKPCIUEwdHRgLmUrRrIfhH3cVv-pXFg7CFf9JQhgWj8HN24X6qXHKETPWnE31FfTIuJGzSU_auaNuKuYl8PfAqz-IMS-t7vTwrjeUHUve325TotMNLE6GYh6Ky24QE8ts
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4863231/pdf/nihms768779.pdf


48
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4863231/pdf/nihms768779.pdf


Цепь-специфичные библиотеки

• При секвенировании сохраняем информацию о  
том, с какой цепи ДНК шла транскрипция

• ЗАЧЕМ?

49



Цепь-специфичность

• мультик

50

https://youtube.com/watch?v=_nKWSXTC9a0


Анализ транскриптомов

• Первые работы – 2008 год - дрожжи

51ref

https://www.science.org/doi/10.1126/science.1158441


Дифференциальная экспрессия

52

or BULK RNA-seq

ref

https://link.springer.com/article/10.1007/s40484-016-0089-7#Abs1


Альтернативный сплайсинг

• APOB-100 – длинный транскрипт, синтезируется 
в печени

• APOB-48 – короткий транскрипт – 
синтезируется в кишечнике

• Синтезирующиеся белки входят в состав разных 
групп липопротеинов, которые затем идут 
каждый своим путем метаболизма

53



Некодирующие РНК

5410.3390/ncrna5020031



Картирование

• Чем принципиально отличается картирование 
чтений экзомного секвенирования и РНК-
секвенирования?

55



HISAT2

56

ref

https://wikis.utexas.edu/display/bioiteam/Mapping+with+HISAT2


Аннотация

• Нужно каждому гену приписать количество 
чтений, которые на него попали

57



• Книжка

58

https://learn.gencore.bio.nyu.edu/
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