
Все задания практикумов 11-13 выполнялись в папке /mnt/scratch/NGS/yaz008/pr11-13 
Все задания практикума 14 выполнялись в папке /mnt/scratch/NGS/yaz008/pr14 

Практикум 11 

Получение референса 

Первым делом я скопировал заданную мне хромосому (11) к себе в папку командой 

cp /mnt/scratch/NGS/    /h 38/  m  sap  ns G  h38  na chr m s m  11  a chr11  a 
 

Индексация для hisat2 

Далее я проиндексировал хромосому для h sat2 командой 

h sat2-      chr11  a  n     /chr11 
 

Эта программа принимает файл с референсным геномом и путь по которому будут 
созданы несколько   tp t-файлов (chr11 N ht2   r N  n 1  8) 

Индексация для samtools 

Я проиндексировал хромосому для samt   s командой 

samt   s  a    chr11  a 
 

Эта программа принимает файл nam   a и создаёт файл nam   a  a , содержащий строку 

11      135086622       58      60      61 
(номер хромосомы, длина хромосомы, номер байта начала последовательности, количество 

нуклеотидов в строке, количество байтов в строке) 

Описание образца 

a  I : S  10720402 

    Ссылка: https://www nc   n m n h   v/sra/S  10720402 

 c  Прибор: I   m na G n m   na yz r II  

    Организм:   m  sap  ns 

    Стратегия: wh   -   m  s q  nc n  (экзомное) 

    Парно-концевые риды 

    Ожидаемое кол-во ридов (sp ts): 38 530 707 



Проверка качества исходных ридов 

Риды я скопировал для дальнейшей работы с ними: 

cp /mnt/scratch/NGS/    / na r a s/S  10720402 1  astq  z S  10720402 1   q  z 

cp /mnt/scratch/NGS/    / na r a s/S  10720402 2  astq  z S  10720402 2r  q  z 
 

Дальше получил файлы для анализа ридов: 

 astqc S  10720402 1   q  z S  10720402 2r  q  z 
 

Программа  astqc принимает файлы с ридами nam   q  z и создаёт файлы вида 
nam   astqc z p и nam   astqc htm  

a  Риды: 38 530 707 
   Количества прямых и обратных ридов совпадают 
c  На изображениях ниже показаны качества прямых и обратных ридов 

соответственно: 

Качество прямых ридов 

 

  



Качество обратных ридов 

 

Качество ридов достаточно неплохое, однако чуть-чуть снижается ближе к концу 

   Распределение длин ридов: 

Распределение длин прямых ридов 

 

  



Распределение длин обратных ридов 

 

 

Длина всех ридов – 75 

Фильтрация ридов 

Я отфильтровал парно-концевые риды программой  r mm mat cPE командой 

 r mm mat cPE -phr  33 -tr m    tr m    t t S  10720402 1   q  z S  10720402 2r  q  z 
tr mm   1  pa r    q  z tr mm   1   npa r    q  z tr mm   2r pa r    q  z 
tr mm   2r  npa r    q  z    I ING:20  IN EN:50 

 

Эта программа принимает файлы с прямыми и обратными ридами  Параметр 
TRAILING: 20 отвечает за удаление ридов с качеством ниже 20, MINLEN: 50 за 
удаление ридов длиной меньше 50   

В результате работы  r mm mat cPE получается 4 файла  Поскольку для получения 
парно-концевых ридов нужно сохранить оба рида в паре, я буду в дальнейшем 
использовать только файлы tr mm   1  pa r    q  z и tr mm   2r pa r    q  z, а 
tr mm   1   npa r    q  z и tr mm   2r  npa r    q  z могут содержать риды, пара 
которых была удалена   

  



 

Качество триммированых ридов 

Для проверки качества ридов я запустил fastqc trimmed ∗ 

Результаты: 

a  Количество ридов: 27172718 
   Осталось % ридов: 93 81 
c  На изображениях ниже показаны графики качества пар прямых парных, прямых 

непарных, обратных парных и обратных непарных ридов соответственно: 

Качество прямых парных ридов 

 

Качество прямых непарных ридов 

 



Качество обратных парных ридов 

 

Качество обратных непарных ридов 

 

Качество прямых ридов хорошее, качество обратных непарных ридов пониже 

   Качество ридов несколько возросло после триммирования 

  



   На следующих изображениях показаны распределения длин парных ридов: 

Распределение длин прямых парных ридов 

 

Распределение длин прямых обратных ридов 

 

После триммирования появились риды с длиной меньше 75 

  



Практикум 12 

Картирование ридов на референсный геном 

Я картировал риды на референсный геном следующей командой 

h sat2 -    / n     /chr11 -1   /r a s/tr mm   1  pa r    q  z -2 
  /r a s/tr mm   2r pa r    q  z -p 4 --n -sp  c  -a   nm nt -S pa r   sam 2  h sat2  rr     

 
Значения параметров h sat2: 

1  −x base_file_path: принимает имя базового файла (chr11) 
2  −1 forward_reads. fq. gz: принимает файл с прямыми ридами 
3  −2 backward_reads. fq. gz: принимает файл с обратными ридами 
4  −p 4: количество потоков 
5  −S output_file_name. sam: имя выходного файла 
6  − − no − spliced − alignment: отключение сплайсинга 

Конвертация в bam 

Я конвертировал файл в бинарный формат при помощи команды 

samt   s s rt -  pa r    am pa r   sam 
 

Программа принимает  sam файл и записывает результат в   am файл, имя которого 
указано параметром -  

a  Файл  sam весит 11 04 G  
   Файл   am весит 3 42 G  

Индексация bam файла 

samt   s  n    pa r    am 
 

Индексатор принимает имя   am файла и возвращает бинарный проиндексированный 
файл   am  a  

Анализ bam файла 

Я получил файл для анализа следующей командой 

samt   s  a stat pa r    am   pa r    a     t t 
 

Программа принимает имя   am файла и пишет свой   tp t в st   t 



a   app  : 2987088 (5 46%) 
   Pr p r y pa r  : 2220406 (4 09%) 

Получение ридов, картированных на хромосому 

Я получил риды, картированные на мою хромосому 

samtools view -h -bS paired.bam 11 > paired_chr11.bam 
 

Параметры картировщика: 

a  −h: включить хэдер 
   −b name. bam: имя   am файла 
c  −S: автоматическое определение формата  np t’а 
   11: номер хромосомы 

Получение только правильно картированных ридов 

samtools view -f 0x2 -bS paired_chr11.bam > paired_chr11_proper.bam 
 

a  −f 0x2: флаг P OPE  P I  
   −b name. bam: имя   am файла 
c  −S: автоматическое определение формата  np t’а 

Получение файла для анализа 

samt   s  a stat pa r   chr11 pr p r  am   pa r   chr11 pr p r  a     t t 
 

Флагстат принимает имя   am файла и выводит флаги в st   t 

Pr p r y pa r  : 2220406 (100 00%) 

Дальше я проиндексировал   am файл командой 

samt   s  n    pa r   chr11 pr p r  am 
 

  



 

Практикум 13 

Получение вариантов 

Были получены варианты командой 

 c t   s mp    p -    /chr11  a   /mapp  /pa r   chr11 pr p r  am    c t   s ca   -mv -  
pa r   chr11 pr p r vc  

 
 

a  На вход mp    p подается имя   am файла (опция - ) 

   mp    p генерирует файл формата  vc  с вероятностями вариантов 

c  Программа ca   анализирует созданный  vc  файл и ищет конкретные варианты 

   Имя файла для вывода результатов (опция - ) 

   ca   использует дефолтный метод поиска (опция -m), выводит сайты вариантов в 
st   t (опция -v) 

Структура vcf файла 

Заголовок (строки, начинающиеся на ##) и аннотации столбцов таблицы (#) 

Дальше я получил файл для анализа командой 

 c t   s stats pa r   chr11 pr p r vc    pa r   chr11 pr p r stats t t 
 

Программа принимает имя  vc  файла и пишет свой   tp t в st   t 

a  Var ants: 52209 
   SNPs: 52209 
c  In   s: 1339 

Фильтрация вариантов 

Далее я отфильтровал варианты командой 

 c t   s   t r -   %     30     P 50  pa r   chr11 pr p r vc    
pa r   chr11 pr p r   t r   vc  

 

  



Программа принимает имя  vc  файла, строковый параметр -  задаёт критерии отбора 
(     – качество,  P – длина) и выводит результат в st   t 

Затем я получил файл для анализа 

 c t   s stats pa r   chr11 pr p r   t r   vc    pa r   chr11 pr p r   t r   stats t t 
 

Программа принимает имя  vc  файла и пишет свой   tp t в st   t 

a  Var ants: 1418 
   SNPs: 1399 
c  In   s: 19 

Аннотация вариантов 

При помощи сервиса VEP был проанализирован файл 
paired_chr11_proper_filtered_stats. txt  Результаты из раздела S mmary stat st cs 
приведены на изображении ниже 

 

a  Var ants w th  IG  I P   : 78 
   Var ants w th  O IFIE  I P   : 7484 
c  Var ants w th  OW I P   : 775 
   Var ants w th  O E   E I P   : 540 

Практикум 14 

Описание образца 

a  I : EN FF975  W 

   Ссылка: https://www  nc   pr j ct  r /   s/EN FF975  W/ 

c  Организм и ткань:   m  sap  ns h art t ss   ma    m ry  (120  ays) 

   Стратегия: p  y  p  s  N -s q 

   Риды: одноконцевые 

   Цепь-специфичность:  nstran    

https://www.encodeproject.org/files/ENCFF975AUW/


Проверка качества исходных чтений 

Я скопировал риды в папку /mnt/scratch/NGS/yaz008/pr14/r a s 

cp /mnt/scratch/NGS/    /rna r a s/EN FF975  W  astq  z EN FF975  W  q  z 
 

Затем я получил файлы для анализа качества ридов 

 astqc EN FF975  W  q  z 
 

Фасткьюси принимает имя файла с ридами nam   q  z и создаёт файлы 
nam   astqc z p и nam   astqc htm  

a    a s: 87265266 
   Качество ридов не очень высокое, что видно на изображении ниже 

 

c  Длина всех ридов: 36 

 



Картирование ридов на референс 

hisat2 -x ../../pr11-13/indexed/chr11 -k 3 -U ../reads/ENCFF975AUW.fq.gz -S rna.sam 2> 
hisat2_err.log 

 

Значения параметров h sat2: 

1  −x base_file_path: принимает имя базового файла (chr11) 
2  −U reads. fq. gz: принимает файл с ридами 
3  −k 3: программа будет искать по 3 выравнивания с лучшими sc r  для каждого 

рида 
4  −S output_file_name. sam: имя выходного файла 

Ридов закартировалось: 5263918 + 672431 = 5936349 (6 80%) 

Далее я получил бинарный   am файл при помощи команды 

samt   s s rt -  rna  am rna sam 
 

Затем я проиндексировал его командой 

samt   s  n    rna  am 
 

И после этого я картировал риды на выделенную мне хромосому (11) 

samt   s v  w -h - S rna  am 11   rna chr11  am 
 

Новый полученный   am файл был проиндексирован: 

samt   s  n    rna chr11  am 
 

И при помощи флагстата я получил файл для дальнейшего анализа 

samt   s  a stat rna chr11  am   rna chr11  a     t t 
 

Поиск экспрессирующихся генов 

Я скопировал файл генной разметки 

cp /mnt/scratch/NGS/    /  n s/  m  sap  ns G  h38 110 chr  t  mar  n /mar  n   t  
 

  t  файл содержит заголовок (строки начинаются с #) и таблицу особенностей 

  



После этого для каждого гена я посчитал количество картированных на него ридов 

hts q-c  nt -   am -s n  -m  n  n -t    n -  mar    rna chr11 sam rna chr11  am 
  /mar  n /mar  n   t  1  mar    rna chr11 t t 2  hts q c  nt  rr     

 

Значения параметров h sat-c  nt: 

1  −o: принимает имя   am файла 
2  −f bam: расширение входного файла 
3  −t exon: тип гена из разметки (   n’ы в данном случае) 
4  −s no: читает риды и с прямой, и с обратной цепей 
5  −m union: объединять перекрывающиеся риды 

Из выходного файла видно, что 

a  В нужные гены не попало 1216050 ридов (  n    at r ) 
   В несколько генов попало 567732 ридов (  am      s) 
c  Соответствующий ген не определён однозначно для 672431 ридов 

(  a   nm nt n t  n q  ) 

В границы генов попало ридов: 3480136 

  



Подготовка программного сценария 

#!/  n/ ash 

# Inp t: 

   [[  $1  ==  -h  ]]    [[  $1  ==  --h  p  ]]; th n 

  ch    sa  :  /scr pt sh I  N        t 0 

  

I =$1 

N=$2 

#  h c    r: 

[ -    r scr pt ]     ch   Err r:   r ct ry nam  m st    \   r scr pt\         t 1 

m   r   r scr pt 

c    r scr pt #   r scr pt 

#  r at   r      r: 

m   r r   

c  r   #   r scr pt/r   

#   py th  chr m s m   nt     r scr pt    r: 

cp /mnt/scratch/NGS/    /h 38/  m  sap  ns G  h38  na chr m s m  ${N}  a chr${N}  a 

# In    n : 

m   r  n      

h sat2-      chr${N}  a  n     /chr$N 

samt   s  a    chr${N}  a 

c     #   r scr pt 

#   a s: 

m   r r a s 

c  r a s #   r scr pt/r a s 

cp /mnt/scratch/NGS/    / na r a s/${I } 1  astq  z ${I } 1   q  z #   py   rwar  r a s 

cp /mnt/scratch/NGS/    / na r a s/${I } 2  astq  z ${I } 2r  q  z #   py  ac war  r a s 

 astqc ${I } 1   q  z ${I } 2r  q  z 

#  r mm n : 

 r mm mat cPE -thr a s 4 -phr  33 -tr m    tr m    t t ${I } 1   q  z ${I } 2r  q  z tr mm   1  pa r    q  z 
tr mm   1   npa r    q  z tr mm   2r pa r    q  z tr mm   2r  npa r    q  z    I ING:20  IN EN:50  



 astqc tr mm  * 

c     #   r scr pt 

m   r mapp   

c  mapp   #   r scr pt/mapp   

h sat2 -    /r  / n     /chr$N -1   /r a s/tr mm   1  pa r    q  z -2   /r a s/tr mm   2r pa r    q  z -p 4 --n -
sp  c  -a   nm nt -S pa r   sam 2  h sat2  rr     

samt   s s rt -  pa r    am pa r   sam 

# !!!: Sh     r m v   pa r   sam  

samt   s  n    pa r    am 

samt   s  a stat pa r    am   pa r    a     t t 

samt   s v  w -h - S pa r    am $N   pa r   chr${N}  am 

samt   s v  w -  0 2 - S pa r   chr${N}  am   pa r   chr${N} pr p r  am 

samt   s  a stat pa r   chr${N} pr p r  am   pa r   chr${N} pr p r  a     t t 

samt   s  n    pa r   chr${N} pr p r  am 

c     #   r scr pt 

# Var ants: 

m   r var ants 

c  var ants #   r scr pt/mapp   

 c t   s mp    p -    /r  /chr${N}  a   /mapp  /pa r   chr${N} pr p r  am    c t   s ca   -mv -  
pa r   chr${N} pr p r vc  

 c t   s stats pa r   chr${N} pr p r vc    pa r   chr${N} pr p r stats t t 

 c t   s   t r -  '%     30     P 50' pa r   chr${N} pr p r vc    pa r   chr${N} pr p r   t r   vc  

 c t   s stats pa r   chr${N} pr p r   t r   vc    pa r   chr${N} pr p r   t r   stats t t  

 ch   O tp t:  /  r scr pt/var ants/pa r   chr${N} pr p r   t r   vc   

  ss  /pa r   chr${N} pr p r   t r   vc  


