
108 МЕДИЦИНСКИЙ СОВЕТ 2025;19(18):108–121

П
ра

кт
ик

а

Оригинальная статья / Original article

От данных секвенирования к пониманию болезни: 
как врачу обработать NGS-данные пациента 
на своем компьютере

А.А. Корнеенков1, https://orcid.org/0000-0001-5870-8042, alkorneenkov@yandex.ru
Ю.К. Янов2,3, https://orcid.org/0000-0001-9195-128X, 9153764@mail.ru
Е.Э. Вяземская1, https://orcid.org/0000-0002-4141-2226, vyazemskaya.elena@gmail.com
А.Ю. Медведева1, https://orcid.org/0009-0002-6921-5299, a.medvedeva@niilor.ru
1	�Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт уха, горла, носа и речи; 190013, Россия, Санкт-Петербург, 

ул. Бронницкая, д. 9
2	�Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова; 194044, Россия, Санкт-Петербург, ул. Академика Лебедева, д. 6
3	�Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова; 191015, Россия, Санкт-Петербург, 

ул. Кирочная, д. 41

Резюме
Введение. Современный врач вынужден становиться специалистом широкого профиля, сочетая глубокие медицинские 
знания с техническими компетенциями. Доступность геномных исследований за последние десятилетия резко возросла, 
однако, для полной их интеграции в медицинскую практику еще существует много препятствий. Учитывая лавинообразный 
рост новых знаний об ассоциациях геномных данных с болезнями человека, может возникнуть медицинская потребность их 
самостоятельного анализа для назначения дополнительных медико-генетических исследований, особенно, когда у пациента 
уже есть полученные ранее NGS-данные (например, экзома).
Цель. Разработать и предоставить детализированное руководство по проведению самостоятельного биоинформатического 
анализа NGS-данных пациента.
Материалы и методы. Исходными данными являются примеры файлов NGS-данных, предоставляемые пациенту после 
проведения медико-генетического исследования. Используются реализации как известных, так и самостоятельно разра-
ботанных программных алгоритмов выравнивания по референсному геному, обнаружения вариантов, их фильтрации по 
заданным критериям качества, генам (и их транскриптам) и оценки влияния на здоровье.
Результаты. Разработан общий алгоритм и программный биоинформационный конвейер обработки и анализа данных 
секвенирования с использованием команд интерфейса Linux, docker-контейнеров известных биоинформатических инстру-
ментов bwa, gatk, samtools, bcftools, программ R на основе пакетов проекта Bioconductor и собственных разработок. Этот 
алгоритм позволяет медицинскому специалисту самостоятельно получать и интерпретировать варианты генетических 
последовательностей из NGS-данных пациентов.
Выводы. Полученная с помощью этого конвейера информация может служить основой для дальнейших работ по диагно-
стике наследственных заболеваний, персонализированной медицине и фармакогенетике. Использование предложенного 
алгоритма позволяет достичь поставленных целей и получить на персональных компьютерах варианты геномной последова-
тельности (экзома) пациента, пригодные для последующего анализа и интерпретации. Предполагается, что компьютер врача 
сможет справиться с подобной задачей за разумное время, обеспечивая надежную и воспроизводимую обработку данных.

Ключевые слова: генетика человека, вариант геномной последовательности, биоинформатика, биоинформатические 
инструменты, биоинформационный конвейер, Docker, R, Bioconductor, экзом, секвенированные NGS-данные, Linux, 
BioVarExplorer
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ВВЕДЕНИЕ

Современный врач вынужден становиться специали-
стом широкого профиля, сочетая глубокие медицинские 
знания с техническими компетенциями. Интеграция раз-
личных специальностей в медицине стремительно наби-
рает обороты, и игнорировать этот тренд невозможно [1]. 
В любых концепциях современной медицины – персона-
лизированная медицина [2], прецизионная (точная) ме-
дицина [3, 4], геномная медицина [5] – фундаментальную 
основу составляют геномные исследования, биоинформа-
тика [6] и передовые инженерные технологии [7, 8].

Ранее врачи могли лишь наблюдать развитие болезни, 
теперь же новейшие технологии позволяют вмешиваться 
непосредственно в геном: проводить коррекции генных му-
таций и эпигенетические модификации [9]. Например, в об-
ласти оториноларингологии ранние симптомы потери слуха 
нередко являются маркерами серьезных генетических забо-
леваний, проявляющихся как сразу, так и позднее в зрелом 
возрасте [10]. Знание прогноза помогает предупреждать 
развитие болезни. Современные методы требуют развития 
новых подходов к лечению, направленных на устранение 
первопричин патологий, включая разработку целенаправ-
ленной этиологической и патогенетической терапии [2].

Доступность геномных исследований за последние де-
сятилетия резко возросла благодаря развитию технологий 

Next Generation Sequencing (NGS) [11], однако на пути пол-
ной интеграции геномных исследований в повседневную 
клиническую работу до сих пор существуют препятствия [12]. 
К ним относятся все еще высокая стоимость процедур, слож-
ность интерпретации генетических данных, недостаточный 
уровень знаний медиков в области биоинформатики, гено-
мики [2] и понимания ими их практической ценности [13].

В российских университетах наблюдается постепенное 
включение элементов биоинформатики в учебные планы 
медицинских вузов. Некоторые медицинские академии, 
университеты вводят курсы, посвященные основам био-
информатики, молекулярной биологии, генной инженерии 
и цифровым технологиям. Однако такая практика пока но-
сит скорее экспериментальный характер и не охватывает 
все учебные заведения. Во многих странах мира биоинфор-
матика стала неотъемлемой частью современного медицин-
ского образования [14–16]. По биоинформатике вводятся 
обязательные образовательные модули, начиная с бакалав-
риата и продолжая в магистратуре и докторантуре [17–19]. 
К примеру, в США многие американские медицинские шко-
лы предлагают специализированные курсы по биоинфор-
матике и вычислительной биологии [20, 21]. Студенты имеют 
возможность изучать принципы анализа геномных данных, 
машинного обучения и статистического моделирования. 
Европейские университеты, такие как Оксфорд, Кембридж 
и Эдинбургский университет, давно ввели образовательные 
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Abstract
Introduction. In modern medicine, physicians are increasingly required to be versatile specialists, combining in-depth medical 
knowledge with technical expertise. While the accessibility of genomic research has dramatically increased over the past few 
decades, its full integration into medical practice still faces significant challenges. Given the rapid proliferation of new knowl-
edge regarding the associations between genomic data and human diseases, there is a growing clinical need for physicians 
to be able to analyze this data themselves. This is especially true for subsequent medico-genetic studies, particularly when 
patients already have existing Next-Generation Sequencing (NGS) data (e.g., from exome sequencing).
Aim. The objective of this study is to develop and provide a detailed guide for medical specialists to independently perform 
bioinformatics analysis of a patient’s NGS data.
Materials and methods. The source data for this study are examples of NGS data files provided to patients following a medico-
genetic examination. We used both established and custom-developed software algorithms for read alignment against a refer-
ence genome, variant discovery, variant filtering based on quality criteria and specific genes (and their transcripts), and assess-
ing their potential health impact.
Results. We developed a comprehensive algorithm and a bioinformatics processing pipeline for sequencing data analysis. This 
pipeline utilizes a Linux command-line interface, along with Docker containers for established bioinformatics tools such as bwa, 
gatk, samtools, and bcftools, as well as R scripts based on the Bioconductor project and our own proprietary developments. 
This algorithm allows medical professionals to independently obtain and interpret genetic variants from a patient’s NGS data.
Conclusion. The information obtained through this pipeline can serve as a foundation for further work in diagnosing hereditary 
diseases, personalized medicine, and pharmacogenetics. The proposed algorithm effectively achieves the study’s objective, 
enabling the retrieval of patient genomic sequence variants (exomes) suitable for subsequent analysis and interpretation on a 
personal computer. We anticipate that a physician’s computer can handle this task in a reasonable amount of time, ensuring 
reliable and reproducible data processing.
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программы, включающие биоинформатику и вычислитель-
ные методы анализа данных [22]. Несмотря на осознание 
потребности и растущую важность биоинформатики в со-
временной медицине, ее полноценное внедрение в обра-
зовательный процесс еще впереди [14, 23, 24].

Интерес врачей к геномным исследованиям возрастет, 
если они поймут, что знания в области биоинформатики 
и доступ к NGS- данным позволяют не только подтверждать 
выводы медицинских экспертов, но и самостоятельно про-
водить глубокие аналитические исследования для понят-
ных практических задач, многократно используя один и тот 
же набор геномных данных пациента [25].

Подобные исследования доступны врачам любо-
го уровня подготовки благодаря наличию открытых про-
граммных решений (bwa, samtools, gatk, R  [26], Python 
и др.), позволяющих организовать биоинформатические 
конвейеры (сценарии) и проводить комплексный анализ 
на современном офисном компьютере. Эффективность ра-
боты с этими инструментами повышается благодаря со-
временным технологиям контейнеризации [27], таким как 
Docker, облегчающим запуск готовых, предварительно на-
строенных образов программных продуктов и алгорит-
мов, устраняя необходимость сложной самостоятельной 
настройки программного обеспечения. Также способству-
ет успеху наличие у врача навыков работы в операцион-
ных системах на базе Linux, получивших широкое распро-
странение в медицинских учреждениях, образовательных 
центрах и исследовательских лабораториях. Однако вовсе 
не обязательно кардинально менять привычную рабочую 
среду (Windows или macOS) ради освоения Linux. Суще-
ствует ряд технологий, позволяющих использовать преи-
мущества Linux параллельно с существующими рабочими 
условиями: виртуализация, Docker-контейнеры, средства 
Windows для работы с Linux-программами, а также уда-
ленная работа с мощными Linux-серверами.

Благодаря искусственному интеллекту и специализи-
рованным помощникам стало проще осваивать цифро-
вые технологии, Linux и языки программирования [28], та-
ким как российский чат-бот GigaChat, который способен 
подсказывать команды, разъяснять алгоритмы и помогать 
строить собственные программные конвейеры.

Основной целью настоящей работы является предо-
ставление детализированного руководства по проведе-
нию биоинформатического анализа данных NGS-секве-
нирования пациента. Предполагается, что даже личный 
компьютер врача сможет справиться с подобной задачей 
за разумное время, обеспечивая надежную и воспроиз-
водимую обработку данных. Для демонстрации процесса 
в статье приводится набор базовых команд интерфейса 
командной строки, доступных в разных операционных си-
стемах, поддерживающих Docker (Linux, macOS, Windows 
через WSL или Docker Desktop) и сценарии обработки 
и анализа данных на языке R [29–34].

Предлагаемые алгоритмы и их программные реализа-
ции могут использоваться врачами для образовательных 
целей, научных исследований и практической работы, в си-
туациях дефицита или отсутствия доступа к услугам генети-
ческих лабораторий. Особенно, когда на руках у пациента 

уже есть полученные ранее NGS-данные (например, экзо-
ма). Это дает возможность своевременно назначать допол-
нительные диагностические мероприятия по лабораторной 
генетике у сертифицированных специалистов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Файлы исходных данных
Для биоинформатического анализа NGS-данных паци-

ента необходимы: (1) результаты секвенирования генома 
пациента в виде одного или нескольких файлов формата 
FASTQ; (2) референсный геном.

(1) Перед анализом результаты секвенирования долж-
ны проходить предварительную подготовку по объедине-
нию, обезличиванию (при необходимости) и сокращению 
объема файлов (для учебных примеров). В этой работе ис-
пользовались NGS-данные, которые предоставлялись па-
циенту в медико-генетической лаборатории в виде фай-
лов многотомного архива с  расширением «.fq.gz» или 
«.fastq. gz», например, S0001_L00_R1.fq.gz, S0001_L00_ R2. fq. gz  
и так далее. Эти файлы необходимо объединить (англ., 
merge) с помощью команды «zcat» в один большой файл, 
например, S0001_merged_LO.fastq:

zcat S0001_L0*_R*.fq.gz > S0001_merged_LO.fastq
Деперсонификация данных NGS-секвенирования, 

включающая удаление персональной информации или 
замещение ее сгенерированными псевдонимами, позво-
ляет обеспечить безопасность исследований и опубли-
ковывать их результаты. В этом исследовании создается 
деперсонифицированная копия исходного файла S0001_
merged_LO.fastq с новым, вручную созданным идентифика-
тором пациента «PID25001».

Ниже представлены команды оболочки Linux, кото-
рые можно запускать последовательно или в виде скрип-
та (табл. 1). Первой командой (строка 1) происходит со-
здание идентификатора пациента (можно выбрать любую 
удобную форму). Затем требуется указать название исход-
ного fastq-файла (строка 2) и схему, по которой формиру-
ется название нового файла, включающим идентификатор 
пациента (строка 3). Далее производится замена ориги-
нальной информации заголовка fastq-файла на заданный 
идентификатор (строка 4), выводится сообщение о созда-
нии нового файла (строка 5). Для того чтобы сопоставить 
информацию заголовков исходного и деперсонифициро-
ванного файла выполняются команды в строках 6 и 7.

Теперь файл PID25001.fastq с деперсифицированными 
NGS-данными может быть при необходимости переимено-
ван и использован в публикуемых результатах исследова-
ния. Однако для образовательных целей этой статьи такой 
файл может быть неудобен из-за его размера (в разархи-
вированном виде, например, экзом, занимает около 30 Гб). 
Простой способ сделать небольшой учебный файл необ-
ходимого размера – использовать команду «head». Эмпи-
рически известно, что около 1 млн прочтений обычно за-
нимает порядка 100–200 Мб, что можно использовать как 
ориентир для расчета нужного размера учебного файла.

В результате выполнения команды «head -n 1000000 
PID25001.fastq  >  subset1M_PID25001.fastq» получается 

http://fq.gz
http://fastq.gz
http://R1.fq.gz
http://R2.fq.gz
http://fq.gz
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файл размером около 100 Мб. При необходимости его 
можно упаковать в архив с помощью команды «pigz -k 
subset1M_PID25001.fastq» («pigz» удобен тем, что поддер-
живает многопоточность и ускоряет процесс упаковки /
распаковки, задействуя все доступные ядра процессора).

Таким образом, получив файлы NGS-данных одного 
пациента (обычно представляющие собой набор файлов), 
мы предварительно объединяем их в единый большой 
файл и деперсонифицируем его, присваивая условное на-
звание, например, PID25001.fastq.

Для возможности воспроизведения предложенного 
сценария анализа (при этом сохраняя лишь общую струк-
туру и порядок действий, а не итоговые результаты) на 
рис. 1 представлена ссылка1 на репозиторий BioVarExplorer 
на портале GitHub, где можно скачать существенно сокра-
щенный вариант файла размером примерно 1 млн записей.

Готовые исходные данные (subset1M_PID25001.fastq.gz) 
и программные скрипты (VCFtoVarGnomAD.R) для воспро-
изведения данного исследования доступны в публичном 
репозитории BioVarExplorer на портале GitHub.

При выполнении всех дальнейших инструкций и ко-
манд подразумевается работа именно с файлом полного 
размера PID25001.fastq, поэтому везде в примерах коман-
ду PID25001.fastq следует заменять на полный путь к соб-
ственному файлу с данными.

(2) Файл референсного генома в  формате FASTA 
может быть скачен с  сайта Национального центра 
биотехнологической информации (National Center 
for Biotechnology Information) NCBI2. Внутри этого ка-
талога референсный геном, как правило, в  двух фай-
лах от разных источников, называемых по-разному: от 
NCBI Refseq – GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.
fna и от GenBank – GCA_000001405.29_GRCh38.p14_genom-
ic.fna. Расширение «.fna» используется для обозначения 
файлов, содержащих последовательности нуклеотидов 
(ДНК или РНК) в формате FASTA. Термин «.fna» расшиф-
ровывается как FASTA nucleotide sequence.

1 Репозиторий с исходными данными и скриптами проекта BioVarExplorer. Режим доступа: 
https://github.com/medRwork/BioVarExplorer.
2 Референсный геном человека из базы данных Refseq National Center for Biotechnology 
Information – NCBI. Режим доступа: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/
GCF_000001405.40/.

В качестве абстрактного примера списка генов, по ге-
номным диапазонам которых производится вывод и ан-
нотация вариантов, в используемом сценарии на языке R 
используются следующие гены и их транскрипты: SLC3A1, 
TTN, GUF1, TMEM70, CTU2 и MKKS.

Готовые исходные данные и программные скрипты для 
воспроизведения данного исследования (статьи) доступ-
ны в публичном репозитории BioVarExplorer на порта-
ле GitHub3.

Программное обеспечение
Настройку программной среды можно максимально 

упростить, используя docker-контейнеры. Docker – это тех-
нология, которая позволяет запускать приложения, напри-
мер, с биоинформатическими инструментами в изолиро-
ванном окружении, называемом контейнером4. Внутри 
контейнеров используется интерфейс командной стро-
ки операционной системы linux, через который осущест-
вляется ввод команд. Этот интерфейс позволяет созда-
вать сценарии, конвейеры (пайплайны, от англ., pipeline) 
из различных команд, понятных операционной систе-
ме. Для установки Docker в Windows необходимо скачать 
и установить установочный файл с расширением «.exe». 
В Linux-системах, таких как Ubuntu, установка Docker осу-
ществляется через официальные репозитории или сторон-
ние хранилища. Наиболее распространенный способ уста-
новки – использование менеджера пакетов apt-get (для 
Debian-based систем, таких как Ubuntu, Mint и других).

Для выравнивания NGS-данных пациента по рефе-
ренсному геному и получения файлов с обнаруженными 
вариантами в формате VCF удобно использовать уже на-
строенные Docker-образы: staphb/bwa и broadinstitute/
gatk. staphb/bwa – это Docker-образ, созданный проектом 
Staphylococcus Toolkit, который представляет собой сбор-
ник инструментов для анализа геномов бактерий. broa-
dinstitute/gatk – это официальный Docker-образ, предо-
ставляемый известным Институтом Брода (Broad Institute), 
который содержит самую свежую версию инструмента 
GATK (Genome Analysis Toolkit).

3 Портал GitHub. Режим доступа: https://github.com/medRwork/BioVarExplorer.
4 Docker Docs. Режим доступа: https://docs.docker.com/.

2  Таблица 1. Команды оболочки Linux для деперсонифика-
ции .fastq-файлов
2  Table 1. Linux Shell Commands for Depersonalization  
of .fastq-files

№ Команда

1 IDENTIFIER="PID25001"

2 ORIGINAL_FILE="S0001_merged_LO.fastq"

3 NEW_FILE="${IDENTIFIER}.fastq"

4 sed -E 's/_([[:digit:]]{9})/_000000001/g' "$ORIGINAL_FILE" \
| sed -E 's/_([[:alnum:]]{21})_/_XXXXXXXXX_/g' > "$NEW_FILE"

5 echo "Новый файл успешно создан: $NEW_FILE"

6 grep '^@' "$ORIGINAL_FILE" | head -n 1

7 grep '^@' "$NEW_FILE" | head -n 1

2  Рисунок 1. QR-код на репозиторий BioVarExplorer
2  Figure 1. QR code linking to the BioVarExplorer

http://PID25001.fastq.gz
https://github.com/medRwork/BioVarExplorer
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000001405.40/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000001405.40/
https://github.com/medRwork/BioVarExplorer
https://docs.docker.com/
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При изложении материалов этой статьи будет исполь-
зоваться следующая принятая терминология:

1) Хост-машина (или просто хост) – компьютер, на ко-
тором запущен контейнер Docker.

2) Докер-образ (Docker-образ) – это «упаковка» при-
ложения вместе с его зависимостями и настройками сре-
ды. Докер-образ похож на шаблон, по которому создают-
ся контейнеры.

3) Контейнер (Container) – это экземпляр образа, рабо-
тающий на хост-машине. Сначала загружается докер-об-
раз, а затем запускается контейнер на основе этого образа.

Для настройки рабочей среды необходимо выполнить 
несколько команд, приведенных в табл. 2. Блок-схема это-
го процесса приведена на рис. 2. Эти команды могут быть 
сгруппированы следующим образом: I часть (команд) – 
подготовка рабочей среды; II часть – загрузка докер-об-
разов и запуск контейнеров на их основе; III часть – рабо-
та с контейнером от Bioconductor; IV часть – выполнения 
основных операций с  файлами внутри контейнеров; 
V часть – завершение работы с контейнерами. Ниже при-
водится краткое описание этих команд.

I часть. Подготовка рабочей среды
Правильная настройка прав и разрешений пользо-

вателей в Linux критически важна. Команда в строке 1 
табл. 2 добавляет текущего пользователя в группу docker, 
а перезапуск сессии (строка 2) применяет эти изменения. 
Для обмена файлами между хост-машиной и контейнера-
ми необходимо также создать на хост-машине директо-
рию bind и назначить ее владельцем текущего пользова-
теля (строка 3).

II часть. Загрузка Docker-образов и запуск контейнеров 
с биоинформатическими инструментами

Для начала требуется загрузить все контейнеры с ис-
пользованием терминала операционной системы Linux. 
Скачивание Docker-образов bwa, gatk, bioconductor_docker, 
выполняется с помощью «docker pull» (строки 4–6). Коман-
дой «docker run -it --rm -v» создается контейнер в интерак-
тивном режиме с подключением тома (папки) (строки 7–8). 
В командах в строках 7, 8, 12 параметр «sh» означает за-
пуск специальной командной оболочки sh. Переключа-
ясь между окнами терминалов с оболочкой sh, допустимо 

Установка Docker
(напр., «sudo apt-get install docker-ce docker-ce-cli containerd.io docker-buildx-plugin docker-compose-plugin»)

Данные субъекта (fastq)

Референсный геном (fasta)

Docker HubЗагрузка docker-образов биоинформатических инструментов
(bwa, gatk, bioconductor_docker)

Загрузка файлов в общий каталог

Запуск докера bwa с оболочкой sh

1

Запуск докера bioconductor_docker

Запуск R и Rstudio в web-интерфейсе 
(http://localhost:8888)

Загрузка и установка необходимых пакетов 
из CRAN и Bioconductor

Запуск докера gatk с оболочкой sh

Добавление пакета bcftools

Фиксация состояния, создание нового 
докера gatk_bcftools

Запуск докера bwa с интерактивной 
оболочкой sh (gatk_bcftools)

Среда докеров (bwa, gatk_bcftools, 
bioconductor_docker) с исходными файлами

2  Рисунок 2. Блок-схема конвейера биоинформатических инструментов: подготовка среды Docker и загрузка исходных 
NGS-данных
2  Figure 2. Pipeline flowchart of bioinformatic tools: Docker-based bioinformatics environment preparation and source NGS 
data loading

Исходные данные

Запуск докеров в интерактивном режиме 
с подключением общего каталога

http://containerd.io
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работать сразу в нескольких запущенных контейнерах 
Docker одновременно. Выход из оболочки sh производит-
ся клавишами Ctrl + D или вводом команды exit.

Иногда требуется добавить новые пакеты в  имею-
щийся Docker-образ, сохранить образ под новым именем 
и использовать в дальнейшем. Например, для добавле-
ния пакета bcftools в Docker-образ broadinstitute/gatk:lat-
est и сохранения под именем gatk/bcftools:ver1 выполня-
ется ряд простых команд:

1) сначала этот пакет устанавливается в запущенный 
контейнер gatk (строка 9);

2) в новом окне терминала выводится идентификатор 
CONTAINER ID этого контейнера (строка 10);

3) по этому идентификатору измененный контейнер 
сохраняется (в приведенном коде 59d1f8ee2b89 нужно из-
менить на свой) (строка 11).

Теперь на основе Docker-образа gatk/bcftools:ver мож-
но запустить новый контейнер с  именем gatk_bcftools 
(строка 12).

Отдельно необходимо сказать о совместном исполь-
зовании общей директории bind хост-машины всеми 

запущенными контейнерами. В строке запуска контейне-
ра (например, строка 7) параметр «$(pwd)» означает путь 
к каталогу на хост-машине (т.е. папке bind), а «/data» – точка 
монтирования внутри контейнера. В новом (втором) окне 
терминала второй контейнер запускается аналогичным 
способом (строка 8). Оба контейнера видят содержимое ка-
талога bind хост-машины в одной и той же папке /data. Если 
создать файл в одном контейнере в папке /data, он автома-
тически появится в папке /data другого контейнера и в пап-
ке bind хост-машины. Контейнер с bcftools (строка 12) также 
имеет доступ к общей папке bind через свою папку /data.

Команды «docker images», «docker ps –a», «docker ps» 
позволяют узнать, какие образы загружены, какие контей-
неры запущены и каков их перечень.

III часть. Настройка работы R/Rstudio в докере 
bioconductor/bioconductor_docker

Команда в строке 13 инициирует запуск нового кон-
тейнера с  именем bioconductor_vcf на основе Docker-
образа bioconductor/bioconductor_docker. Она передает 
значение пароля (PASSWORD) bioc для установки паро-
ля пользователя в приложении, работающем внутри кон-
тейнера. Параметр «-p» указывает, что порт хост-машины 
(8888) будет перенаправлен на порт контейнера (8787), 
что позволяет взаимодействовать с сервисом, запущен-
ном внутри контейнера, через браузер. Содержимое ката-
лога /bind на хост-машине станет доступным в контейне-
ре по адресу /home/rstudio/R/bind.

Для работы в  среде R/RStudio этого контейне-
ра необходимо открыть браузер и  перейти по адресу 
http://localhost:8888. Логин и пароль по умолчанию: user-
name – rstudio, password – bioc (он указан в команде запуска 
контейнера). Внутри RStudio необходимо установить обяза-
тельные биологические пакеты, используя команду строки 14.

Описание установки и  настройки докера проекта 
Bioconductor представлено на официальном сайте bio-
conductor.org5, там же – различные варианты настройки 
рабочей среды. По умолчанию в этом докере уже установ-
лены многие пакеты для работы с генетическими данны-
ми, однако для данных задач необходимо установить в R 
дополнительные пакеты геномных аннотаций.

IV часть. Основные операции с файлами внутри 
контейнеров

Чтобы работать с пользовательскими данными внутри 
докера, требуется скопировать в папку bind на хост-маши-
не следующие файлы:

1) полученные из медико-генетической лаборатории 
(при необходимости – деперсонифицированные файлы),

2) последовательности референсного генома:
а) PID25001.fastq
б) GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna.

V часть. Завершение работы с контейнерами
Для остановки активных контейнеров используется 

команда, состоящая из «docker stop» и имени контейне-
ра (строки 15–17).
5 Bioconductor – Docker for Bioconductor. Available at: https://bioconductor.org/help/docker/.

2  Таблица 2. Перечень команд загрузки, запуска и настрой-
ки рабочей среды
2  Table 2. List of Commands for Downloading, Launching, 
and Configuring the Working Environment

№ Команда

1 sudo usermod -aG docker "$USER"

2 newgrp docker

3 sudo mkdir -p bind && sudo chown "$USER" ~/bind

4 docker pull staphb/bwa

5 docker pull broadinstitute/gatk

6 docker pull bioconductor/bioconductor_docker

7 docker run -it --rm -v "$(pwd)/bind":/data \
--name bwa_ubuntu staphb/bwa:latest sh

8 docker run -it --rm -v "$(pwd)/bind":/data \
--name gatk_ubuntu broadinstitute/gatk:latest sh

9 apt-get update && apt-get install -y bcftools

10 docker ps

11 docker commit -p 59d1f8ee2b89 gatk/bcftools:ver1

12 docker run -it --rm -v "$(pwd)/bind":/data \
--name gatk_bcftools gatk/bcftools:ver1 sh

13
docker run -e PASSWORD=bioc -p 8888:8787 --mount 
type=bind,source="$(pwd)"/bind,destination=/home/rstudio/R/bind 
--name bioconductor_vcf bioconductor/bioconductor_docker:latest

14

BiocManager::install(c("GenomicFeatures", "VariantAnnotation", 
"Biostrings", "org.Hs.eg.db", "Bsgenome.Hsapiens.UCSC.hg38",  
"TxDb.Hsapiens.UCSC.hg38.knownGene",  
"SNPlocs.Hsapiens.dbSNP155.GRCh38"))

15 docker stop bwa_ubuntu

16 docker stop gatk_bcftools

17 docker stop bioconductor_vcf

http://bioconductor.org
http://bioconductor.org
https://bioconductor.org/help/docker/
http://org.Hs.eg.db
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Таким образом, была проведена основная подго-
товительная работа: загружены и установлены docker-
контейнеры, настроена среда R для работы с файлами 
обнаруженных или «вызванных» вариантов, загружены 
файлы результатов секвенирования субъекта исследова-
ния (пациента), референсный геном.

РЕЗУЛЬТАТЫ

После запуска docker-контейнеров (если контейнеры за-
пущены, они отражаются в списке по команде «docker ps») 
можно приступать к получению и анализу вызванных вари-
антов последовательности. Последовательность действий по 
вызову вариантов представлена на блок-схеме (рис. 3). Пе-
ред выполнением команд требуется проверить, все ли не-
обходимые файлы доступны для инструментов и находят-
ся в нужных папках. Последовательность команд оболочки 
Linux представлена в табл. 3. В тексте приводятся ссылки 
на строки этого кода и краткое описание ключевых команд: 
выравнивания – «bwa mem», вызова вариантов – «gatk 
HaplotypeCaller» и фильтрации вариантов – «bcftools filter».

Представленный код позволяет решить поставленную 
задачу обнаружения и фильтрации вариантов в геномной 
последовательности пациента и, как в случае подготовки 
рабочей среды, функционально может быть сгруппирован 
на несколько частей:

1) команды выравнивания последовательностей;
2) команды обнаружения генетических вариантов;
3) команды для изменения обозначения хромосом;
4) фильтрации генетических вариантов;
5) анализ вызванных вариантов.

1. Выравнивание последовательностей
Все команды, представленные ниже, запускаются в сре-

де запущенного контейнера staphb/bwa внутри каталога 
/ data. Если команды не находят файлы для выполнения, 
требуется убедиться, что рабочий каталог верный. Для это-
го нужно выполнить команду «pwd && ls –lF», в результате 
которой должны отображаться файлы вроде PID25001.fastq 
и GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna.

Для индексации референсного генома используется 
инструмент «bwa index» (строка 1), создающий несколько 
индексных файлов (например, .amb, .ann, .bwt, .pac, .sa), не-
обходимых для последующего выравнивания.

Команда «bwa mem» выполняет выравнивание последо-
вательности пациента fastq-файла на референсный геном 
с добавлением информации о группе прочтений (строка 2).

bwa mem -t 8 \
-R '@RG\tID:SMP001\tLB:LBR001\tPL:NovaSeq6000\

tPU:NS5001234\tSM:Human-SampleA' \
GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna \
PID25001.fastq > output_PID25001.sam
Объяснение элементов команды:
«-t 8» – опция задает число потоков процессора (8 ядер 

CPU) для ускоренного параллельного выполнения алгорит-
ма. Для другого процессора это будет другим числом.

«-R '@RG\tID:SMP001\tLB:LBR001\tPL:NovaSeq6000\
tPU:NS5001234\tSM:Human-SampleA'»   – опция «-R» 

добавляет блок @RG (сокращение от Read Group – группа 
прочтений) в выходной файл sam. Блок @RG – это часть 
заголовочной секции в файле формата BAM или SAM, 
которая содержит важную информацию о происхожде-
нии, характеристиках и обстоятельствах получения груп-
пы прочтений. Если в нем ничего не указано, то опция 
«-R» позволяет вставить пользовательские значения. Даже 
если в файле есть секция с информацией о группах про-
чтений, она будет перезаписана этими значениями через 

Файлы NGS 
субъекта

.fastq

Выравнивание
(bwa mem)

Выравнивание
(bwa mem)

Подготовка  
к вызову вариантов

(samtools)
Преобразование

.bam→.sam

Сортировка, 
переименование, 

контигов

Сортировка и индексация
.sam

Фильтрация 
по критериям качества

QUAL,DP,MQ,QD

Вызов вариантов
(gatk)

Обработка вариантов 
(bcftools)

Файл VCF

Сведения о линии
группы @RG

Референсный 
геном

.fna

NCBI

2  Рисунок 3. Блок-схема конвейера биоинформатических 
инструментов: выравнивание в docker-среде bwa, вызов 
вариантов docker-среде gatk и фильтрация вариантов по 
критериям качества в docker-среде bcftools
2  Figure 3. Bioinformatics pipeline flowchart: read alignment 
(bwa in Docker), variant calling (gatk in Docker), and quality-
based variant filtering (bcftools in Docker)

1

2

.bam

.bam

.vcf

.vcf

.sam

Подпроцесс

Подпроцесс
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аргумент «-R». Ниже перечислены задаваемые значения 
блока @RG, похожие на реальные, которые часто исполь-
зуются в исследовательских проектах и публикациях.

«ID:SMP001»  – идентификатор группы прочтений. 
Обычно состоит из буквенно-цифрового префикса и но-
мера, уникального для каждого эксперимента.

«LB:LBR001» – название библиотеки. Часто также име-
ет числовой суффикс, позволяющий различать отдельные 
партии библиотек. Библиотека – это ДНК-пробы одного 
пациента или индивида, подготовленные специально для 
последующего секвенирования и анализа.

«PL:NovaSeq6000» – современная платформа секвени-
рования, выпущенная Illumina в 2017 г. Другие возмож-
ные варианты включают HiSeq X Ten, NextSeq, MiSeq и т.п.

«PU:NS5001234» – уникальное имя платформы или при-
бора. Может включать серийный номер машины, код пло-
щадки или любое другое уникальное сочетание символов.

«SM:Human-SampleA» – имя образца (вид организма 
и наименование пробы) может содержать идентификатор 
(PID), номер конкретного пациента или источник биома-
териала. В условиях необходимости персонификации дан-
ных пример может выглядеть так: HS-SampleA → Пациент 

Петров В.В. или HS-SampleB →  Пациент Иванов В.В. 
(прим., здесь HS от HomoSapiens).

«GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna» – путь 
к файлу референсного генома, на который будут произ-
водиться выравнивания. Обычно это последовательность 
в формате FASTA, представляющая человеческий геном.

«PID25001.fastq» – путь к файлу с прочтениями (fastq-
файл), которые нужно выровнять на указанный референс-
ный геном.

«output_PID25001.sam»  – файл текстового формата 
SAM (Sequence Alignment Map) для хранения результа-
тов выравнивания последовательностей. Он включает ин-
формацию о том, как прочитанные фрагменты ДНК были 
сопоставлены с референсным геномом, положения на ре-
ференсе, качество выравнивания и прочие характеристики.

Обратите внимание, что fastq-файл образца здесь име-
ет имя PID25001.fastq. У пользователя будет использовать-
ся другой файл, соответственно, с другим именем. И далее 
по коду в названиях файлов имя образца PID25001 долж-
но быть заменено на свое.

Так как директория bind на хост-компьютере связа-
на с директориями /data контейнеров, то, добавив файл 
output_PID25001.sam в любую из них, он будет доступен 
всем контейнерам в своих каталогах /data.

2. Обнаружение генетических вариантов
Все команды, представленные ниже, запускаются в среде 

запущенного контейнера gatk_bcftools внутри каталога /data. 
Файл output_PID25001.sam имеет большой размер из-за тек-
стового формата и обычно используется как промежуточный 
файл. Далее его сжимают в бинарный формат BAM с помо-
щью инструмента samtools (строка 3), который по умолчанию 
входит в состав Docker-образа gatk, и, соответственно, в соз-
данный нами контейнер gatk_bcftools. Затем производит-
ся сортировка bam-файла по координатам (строка 4) и со-
здание индекса для сортированного bam-файла (строка 5) 
и просмотр его заголовочной секции (строка 6).

Далее производятся подготовительные операции с ре-
ференсным геномом: индексация и создания словаря ин-
дексного генома. Индекс (строка 7) необходим для бы-
строго доступа к  участкам референсного генома. Сам 
индекс сохраняется в файле с расширением «.fai», кото-
рый создается рядом с исходным fasta-файлом. Команда 
в строке 8 формирует словарь из референсного генома, 
который необходим для обнаружения (вызова) вариантов.

Для вызова генетических вариантов (строка 9) ис-
пользуется инструмент HaplotypeCaller из пакета GATK 
(Genome Analysis Toolkit).

gatk HaplotypeCaller \
-R GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna \
-I sorted_PID25001.bam \
-O variants_PID25001.vcf \
--native-pair-hmm-threads 8
Команда «gatk» запускает HaplotypeCaller для поиска 

генетических вариантов в NGS-данных и сохранения ре-
зультатов в файл формата VCF.

«gatk» запускает Genome Analysis Toolkit; HaplotypeCaller – 
это конкретный инструмент в  GATK, предназначенный 

2  Таблица 3. Перечень команд оболочки Linux для выравни-
вания, вызова вариантов и их фильтрации по выбранным 
показателям качества
2  Table 3. List of Linux shell commands for alignment, variant 
calling, and filtering based on specified quality criteria

№ Команда

1 bwa index GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna

2

bwa mem -t 8 \ 
-R '@RG\tID:SMP001\tLB:LBR001\tPL:NovaSeq6000\
tPU:NS5001234\tSM:Human-SampleA'\
GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna \
PID25001.fastq > output_PID25001.sam

3 samtools view -Sb output_PID25001.sam > output_PID25001.bam

4 samtools sort output_PID25001.bam -o sorted_PID25001.bam

5 samtools index sorted_PID25001.bam

6 samtools view -H sorted_PID25001.bam

7 samtools faidx GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna

8 samtools dict GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna \
> GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.dict

9

gatk HaplotypeCaller -R GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna \ 
-I sorted_PID25001.bam \ 
-O variants_PID25001.vcf \ 
--native-pair-hmm-threads 8

10 bcftools query -f '%CHROM\n' variants_PID25001.vcf | sort | uniq

11 bcftools annotate --rename-chrs rename_NCToChr.txt \
variants_PID25001.vcf > renamed_variants_PID25001.vcf

12
bcftools filter -s LowQual -S . -e \ 
'QUAL < 30 || FORMAT/DP < 20 || MQ < 40 || QD < 2' \ 
renamed_variants_PID25001.vcf > filt_PID25001_FORMAT-DP.vcf

13 bcftools view -f PASS filt_PID25001_FORMAT-DP.vcf \
> fin_filt_FDP_PID25001.vcf

Примечание. Для обеспечения корректной работы программного кода рекомендуется 
копировать его из официального репозитория проекта BioVarExplorer по ссылке на рис.1.
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для обнаружения генетических вариантов (однонуклеотид-
ные полиморфизмы – SNPs и короткие вставки / делеции – 
Indels).

«-R» – флаг, указывающий путь к референсному геному.
«GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna»  – это 

файл референсного генома человека (версия GRCh38, 
патч p14), который используется для сопоставления и по-
иска генетических вариантов.

«-I» – флаг, указывающий путь к файлу выравнивания 
(aligned reads).

«sorted_PID25001.bam» – это отсортированный bam-файл, 
содержащий выровненные прочтения секвенирования.

«-O» – флаг, указывающий выходной файл.
«variants_PID25001.vcf» – это файл в формате VCF, куда 

будут записаны найденные генетические варианты (SNPs 
и Indels). Для увеличения скорости выполнения этой ко-
манды можно увеличить количество потоков по числу фи-
зических ядер процессора (в конкретном случае 8) с по-
мощью параметра «native-pair-hmm-threads».

Результат выполнения этой команды – файл с «сыры-
ми» вызванными вариантами variants_PID25001.vcf.

3. Изменение обозначения хромосом
При создании vcf-файла используются следующие 

идентификаторы последовательностей: NC обозначает 
официальные референсные хромосомы; NW – последо-
вательности, полученные методом whole-genome shotgun; 
NT – неопубликованные или неклассифицированные по-
следовательности. Для последующей обработки необходи-
мо, чтобы названия хромосом человека имели вид chr1,…, 
chrX, chrY, chrMT. Для переименования в стандартные обо-
значения хромосом (например, из NC_000023.11 в chrX) 
используется пакет bcftools (табл. 4).

Для получения уникальных идентификаторов рефе-
ренсной последовательности из полученного vcf-файла 
необходимо запустить команду «bcftools query -f» с аргу-
ментами (строка 10, табл. 3). Выделив в терминале полу-
ченный список идентификаторов хромосом, следует ско-
пировать и вставить его в простой текстовый редактор. 

Из списка удаляются все идентификаторы кроме офици-
альных референсных хромосом, начинающихся на NC.

Для автоматизации процесса переименования хро-
мосом создается файл rename_NCToChr.txt в папке bind 
(соответственно /data внутри запущенного контейнера) 
и вручную (при желании можно использовать шаблон для 
замены) вводятся строки с соответствиями: старое назва-
ние <пробел> новое название:

NC_000001.11 chr1
…
NC_000023.11 chrX
NC_000024.10 chrY
NC_012920.1 chrMT
Используя функцию «bcftools annotate --rename-chrs» 

(строка 11), все хромосомы переименуются в соответствии 
с вышеназванной схемой и будет создан файл renamed_
variants_PID25001.vcf.

4. Фильтрация генетических вариантов по их качеству, 
глубине прочтения и другим заданным параметрам

Чтобы отбросить низкокачественные варианты из по-
лученного vcf-файла, следует использовать определенные 
критерии фильтрации (строка 12). Команда ниже произво-
дит фильтрацию вариантов из vcf-файла renamed_variants_
PID25001.vcf на основе нескольких критериев качества 
и сохраняет результат в файл filt_PID25001_FORMAT-DP.vcf.

bcftools filter -s LowQual -S . -e 'QUAL < 30 || FORMAT/
DP < 20  || MQ < 40  || QD < 2' renamed_variants_PID25001.
vcf > filt_PID25001_FORMAT-DP.vcf

«-s LowQual» – параметр присваивает метку LowQual 
отбракованным вариантам.

«-S .» – оставляет пустым поле FILTER неотбракован-
ных вариантов.

«-e 'QUAL < 30 || FORMAT/DP < 20 || MQ < 40 || QD < 2'» – 
условие, которое помечает (отбраковывает) варианты с ка-
чеством (QUAL) ниже 30; с глубиной прочтения (DP, depth 
of coverage) ниже 20; со средним качеством выравнивания 
(MQ, mapping quality) менее 40, с отношением качества к глу-
бине (QD, Quality per Depth ratio) менее 2. Если характеристи-
ки варианта соответствуют хотя бы одному из этих правил, то 
варианту присваивается метка LowQual, если выше – PASS.

Для того чтобы удалить варианты с пометкой LowQual 
и оставить только с меткой PASS, используется команда 
«bcftools view» с опцией «-f» (строка 13).

Таким образом остаются только те варианты, которые со-
ответствуют критериям качества, указанным в условии филь-
тра. На выходе этого этапа получается vcf-файл с отфильтро-
ванными по качеству вариантами – fin_filt_FDP_PID25001.vcf.

5. Анализ вызванных вариантов в среде R/bioconductor
После того как будет получен vcf-файл, его можно за-

грузить в среду программирования R, провести статистиче-
ский анализ и аннотацию вариантов. Общий алгоритм ана-
лиза вызванных вариантов приведен на рис. 4. Специально 
для этого исследования создан R-скрипт VCFtoVarGnomAD.R, 
который можно скачать по ссылке6 в виде QR-кода на рис. 1.

6 Репозиторий с исходными данными и скриптами проекта BioVarExplorer. Режим доступа: 
https://github.com/medRwork/BioVarExplorer.

2  Таблица 4. Список хромосом и их идентификаторов в базе 
данных NCBI для референсного генома в файле 
GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna
2  Table 4. List of Chromosomes and Their Identifiers 
in NCBI Database for Reference Genome in File 
GCF_000001405.40_GRCh38.p14_genomic.fna

Хромосома RefSeq

1 NC_000001.11

2 NC_000002.12

3 NC_000003.12

… …

22 NC_000022.11

X NC_000023.11

Y NC_000024.10

MT NC_012920.1

https://github.com/medRwork/BioVarExplorer
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После подготовки вычислительной среды необходи-
мо осуществить:

1) извлечение и подготовку данных из vcf-файлов;
2) поиск информации об обнаруженных вариантах 

в специализированных базах данных (пример – gnomAD) 
и объединение полученной информации;

3) оптимизацию и улучшение структуры объединен-
ных данных;

4) финальную фильтрацию по заданным критериям 
значимости и оценку генетических вариантов.

Далее представлено краткое описание комплексно-
го биоинформатического анализа генетических данных 
в R-среде из vcf-файла fin_filt_FDP_PID25001.vcf , получен-
ного ранее.

5.1. Извлечение и подготовка данных из vcf-файлов
Задача заключается в том, чтобы в созданном на преды-

дущих этапах vcf-файле выбрать те варианты, которые соот-
ветствуют геномным диапазонам интересующих генов и их 
транскриптов. Как правило, для удобства профессиональной 
коммуникации гены обозначаются сокращенными обозна-
чениями в виде символов генов (например, «TTN», «BRCA1» 
и т.д.). Символьные обозначения генов требуют их конверта-
ции в числовые идентификаторы, более приспособленные 

для автоматизированного поиска в специализированных 
базах данных (например, в NCBI). Для этого сначала про-
изводится подготовка R-среды и инструментов: устанав-
ливаются и подключаются необходимые пакеты, такие как 
VariantAnnotation, AnnotationDbi, Biostrings и пр., используе-
мые для загрузки vcf-файлов в R и анализа созданных на 
основе эти файлов объектов (далее, R-объектов).

Для конвертации символов генов в уникальные иден-
тификаторы Entrez  ID используется база данных org.
Hs.eg.db. Результатом этой конвертации является пере-
чень идентификаторов genes_ids. По базе данных транс-
криптов известных генов TxDb.Hsapiens.UCSC.hg38.known-
Gene получаются координаты транскриптов интересующих 
генов genes_ids в виде R-объекта геномных диапазонов 
класса Granges с именем genes_txGR, который можно ис-
пользовать далее для отбора вариантов, заданных в ис-
следовании генов и транскриптов.

Далее в R-среду с использованием функции readVcf() 
загружается vcf-файл образца (пациента), полученный на 
предыдущих этапах, и создается объект vcf_data. В нем 
с помощью функции subsetByOverlaps() отбираются вариан-
ты, соответствующие диапазонам заданных транскриптов 
genes_txGR. В vcf-объекте vcf_by_tx добавляются столбцы 
с характеристиками каждого варианта, такими как генотип, 

(I этап)
Получение идентификаторов интересующих генов

(org.Hs.eg.db)

Получение по интересующим генам списка 
транскриптов и их геномных диапазонов  

(TxDb.Hsapiens.UCSC.hg38.knownGene)

Фильтрация объекта .vcf
(subsetByOverlaps)

Получение и обработка результата запроса

Создание объединенной таблицы

Создание таблицы вариантов 
по генам интереса с расчетом 

частоты аллеля 
(gene_var_gadDF)

Создание таблицы 
с расчетной частотой аллелей 
выбранной популяции (nfe) 

(nfe_pop_data)

Добавление к вариантам в vcf-объекте данных о GT, DP, 
названиях генов и транскриптов

(III этап)
Объединение вариантов из vcf-объекта и данных gnomAD  

(vcf_by_tx_gadDF)

(IV этап)
Фильтрация вариантов по частоте аллелей, гетерозиготности 

и последствиям (vcf_by_tx_gad_filtDF)

Удаление дубликатов, добавление вычисляемых полей

Просмотр результата (vcf_by_tx_gad_filtDF)

(II этап)
Запрос через API gnomAD по вариантам генов

(fetch_gene_variants)

TxDb.Hsapiens. UCSC.
hg38.

knownGene

Загрузка файла .vcf 
в среду R (readVcf)

org.Hs.eg.db gnomAD

2  Рисунок 4. Блок-схема конвейера биоинформатических инструментов: аннотация и анализ вариантов в среде R/Bioconductor
2  Figure 4. Pipeline flowchart of bioinformatic tools: variant annotation and analysis in R/Bioconductor environment

2

genes_ids

genes_txGR

vcf_by_tx

vcf_by_tx gene_var_nfe_gadDF

vcf_data

http://org.Hs.eg.db
http://org.Hs.eg.db
http://org.Hs.eg.db
http://org.Hs.eg.db
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глубина покрытия, местоположение и характер мутации. 
В результате этого получается полноценная таблица vcf_
by_txDF, отражающая все аспекты каждого конкретного ге-
нетического варианта, удобная для последующих анализов.

5.2. Поиск информации об обнаруженных вариантах 
в специализированных базах данных (например,  
gnomAD) и объединение полученной информации

Как правило, после обнаружения варианта, следую-
щим этапом проводится проверка имеющихся сведений 
о его статистической ассоциации с болезнями человека. 
Учитывая статистический характер информации об этой 
ассоциации, рекомендуется обращаться в те базы дан-
ных, которые накопили достаточное число случаев, в ко-
торых этот вариант присутствует при определенных бо-
лезнях или синдромах, например, gnomAD7. Специальные 
программные API-интерфейсы (Application Programming 
Interface) к этим базам данных позволяют автоматически 
получать информацию о генетических вариантах для по-
следующих воспроизводимых аналитических исследова-
ний. Ниже приводится описание важных с клинической 
и биологической точки зрения характеристик вариантов, 
которые можно получить из gnomAD: аллельная частота, 
гетерозиготность и последствия варианта.

Распространенность вариантов или аллельная частота. 
Редко встречающиеся варианты чаще ассоциируются с па-
тологией, тогда как широко распространенные варианты 
обычно считаются безвредными. На относительную распро-
страненность конкретной аллели (или варианта) в опреде-
ленной популяции указывает показатель «частота варианта» 
или «аллельная частота». Зная число экземпляров опреде-
ленной аллели (варианта) в выборке – ac (от англ. allele 
count), и полное количество всех возможных аллелей в рас-
сматриваемом участке генома для всей выборки – an (от 
англ. allelic number), легко вычислить долю конкретной ал-
лели в популяции, т.е. аллельную частоту af: af = ac/an. Необ-
ходимо помнить, что каждая особь имеет две копии каждо-
го участка хромосомы, поэтому общее количество аллелей 
рассчитывается умножением числа образцов на 2.

Значение показателя частоты аллели (gnomAd_AF) 
считается редким, если оно ниже определенного порога, 
обычно равного примерно 0,01% (1 × 10 − 4) или менее. 
То есть частота встречается меньше чем в одном индиви-
де на каждые 10 тыс человек. Конкретный порог зависит 
от контекста и целей исследования, но принято выделять 
3 основных диапазона:

	■ редкий вариант: AF < 0,01%;
	■ нечасто встречающийся вариант: 0,01% ≤ AF < 1%;
	■ распространенный вариант: AF ≥ 1%.

Эти градации полезны для оценки патогенетической 
значимости генетического варианта согласно международ-
ным стандартам ACMG / AMP / CLINGEN. Редко встречающи-
еся варианты с низкой частотой могут быть кандидатами на 
роль патогенных мутаций, особенно если имеются дополни-
тельные подтверждающие доказательства.

Гетерозиготность. Многие генетические заболевания 
проявляются именно в гетерозиготном состоянии (когда 
7 База данных агрегации генома gnomAD. Режим доступа: https://gnomad.broadinstitute.org/.

пациент несет одну копию мутантного гена наряду с нор-
мальной копией). Такие состояния важны для выявления 
аутосомно-доминантных болезней, гетерозиготных комби-
наций в сцеплении с полом и пр. Определение статуса ге-
терозиготности позволяет точнее классифицировать вари-
анты и оценивать их вклад в развитие патологий.

Последствия мутации (варианта). В API-интерфейсе 
запроса к  gnomAD тип мутации обозначается полем 
с оценкой последствия варианта – consequence. Это поле 
содержит аннотацию воздействия мутации на структуру 
и функцию белка или мРНК, полученную с помощью про-
граммы VEP (Variant Effect Predictor). Значения поля con-
sequence могут включать такие значения, как missense_var-
iant – мутация приводит к замене аминокислоты (замена 
одной аминокислоты на другую); synonymous_variant – за-
мена нуклеотида, но сохранение аминокислоты неизмен-
ной; frameshift_variant – нарушение рамки считывания 
(делеция или вставка, меняющая длину цепочки); stop_
gained – появление мутации преждевременного стоп-ко-
дона; start_lost – потеря старт-кодона трансляции; intron_
variant  – расположение варианта в  области интрона; 
splice_region_variant – нахождение варианта вблизи сайта 
сплайсинга; intergenic_variant – вариант находится между 
генами. Критерии на основе аллельной частоты, гетерози-
готности и последствий варианта используются в R-скрип-
те на последнем этапе для отбора потенциально значи-
мых с клинической точки зрения вариантов.

По данным из таблицы vcf_by_txDF производится поиск 
клинически значимой информации о вызванных вариан-
тах в базе данных gnomAD. Для этого производится запрос 
данных через API-интерфейс gnomAD с помощью специ-
ально написанной функции fetch_gene_variants. Для точно-
го и эффективного извлечения необходимой информации 
используется запрос в формате GraphQL. Полученные дан-
ные обрабатываются, производится поиск и выделение 
редких и значимых вариантов, связанных с определенны-
ми эффектами (например, заменами аминокислот, появ-
лением стоп-кодонов). Кроме этого, производится расчет 
популяционно-зависимых величин, таких как частота ал-
лелей. Итоговая таблица gene_var_nfe_gadDF содержит рас-
ширенный перечень сведений о каждом варианте, вклю-
чающий локализацию, частотность и  функциональное 
значение варианта.

5.3. Оптимизация и улучшение структуры объединенных 
данных

Таблица gene_var_nfe_gadDF предыдущего этапа содер-
жит лишнюю информацию ввиду объединения разнородных 
таблиц. Поэтому необходимо ее очистить и привести к удо-
бочитаемому виду, устранить избыточные данные и подгото-
вить ее для углубленного анализа. Для этого обозначения ва-
риантов в gene_var_nfe_gadDF переводятся в общепринятый 
формат для gnomAD, обеспечивающий однозначное соответ-
ствие между источниками данных. Производится удаление 
повторяющихся данных, устраняются дублирующие или из-
быточные столбцы. Для оптимизации структуры данных осу-
ществляется комбинирование ключевых полей и изменение 
формы представления, чтобы уменьшить размер итогового 

https://gnomad.broadinstitute.org/
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набора данных и повысить удобство его восприятия. В ито-
ге формируется компактная и  информативная таблица   
vcf_by_tx_gadDF, идеально подходящая для последующего 
анализа и клинической интерпретации.

5.4. Финальная фильтрация и оценка генетических 
вариантов

Задача этого этапа заключается в том, чтобы выбрать 
самые значимые генетические варианты, основываясь на 
жестких критериях, и подготовить отчет, пригодный для 
медицинского анализа и диагностики. В примере, при-
веденном в R-скрипте, в итоговую таблицу gene_var_nfe_
gadDF отбирались варианты по определенным критериям:

1) наличие гетерозиготности (значение «гетерозигот-
ный»);

2) аллельная частота <1%, а для близкой нам популя-
ции, например, население северной Европы (non-finnish 
europeans, NFE) – значение af_nfe < 0,01;

3) со значимыми последствиями мутаций (поле con-
sequence имело значение missense_variant, stop_gained, 
frameshift_variant, start_lost).

В ходе фильтрации вариантов производятся следую-
щие действия:

1) фильтрация записей с вариантами по заданным па-
раметрам с использованием функций пакета dplyr;

2) проверка и вывод результатов функции head(), что-
бы удостовериться в правильности определения выводи-
мых полей (столбцов) данных.

В результате описанных этапов создается таблица vcf_
by_tx_gad_filtDF, содержащая значимые варианты, иденти-
фицированные и готовые для дальнейшего глубокого ана-
лиза и медицинских выводов (табл. 5).

Все представленные мутации являются гетерозиготны-
ми, т. е. присутствуют одна нормальная аллель и одна мути-
рованная. Большинство мутаций приводят к сдвигу рамки 
считывания (frameshift mutations) – это наиболее серьезные 
изменения, способные существенно повлиять на структу-
ру белка. Одна мутация (MKKS) приводит к преждевремен-
ному появлению стоп-кодона, что также нарушает синтез 
функционального белка. Значительная глубина прочтений 
подтверждает надежность результатов секвенирования. Эти 
данные могут использоваться для дальнейших исследова-
ний генетики пациента, диагностики наследственных забо-
леваний или оценки риска развития патологий.

Для валидации всего представленного алгоритма об-
наружения и аннотации вариантов использовались ре-
зультаты медико-генетического анализа, полученные 
в сертифицированной медико-генетической лаборатории. 
Полученные результаты оказались идентичными.

Важным остается вопрос определения необходимого 
объема специализированных знаний по биоинформати-
ке и оптимального этапа профессионального образова-
ния, на котором врач должен осваивать соответствующие 
компетенции. Уже сейчас очевидно, что в дилемме «нуж-
на / не нужна» биоинформатика врачу – ответ однозна-
чен. Еще в 2001 г. на страницах журнала Science среди ве-
дущих экспертов отрасли звучало мнение о неизбежности 
интеграции биоинформатики в медицинскую практику. 
При опросе о перспективах научной карьеры и о том, кто 
будет заниматься биоинформатикой, Грэм Кэмерон, со-
руководитель Европейского института биоинформатики, 
предрек: «Вы все будете, так что вам лучше поторопить-
ся». Сегодня этот прогноз сбывается в полной мере [35].

ВЫВОДЫ

Использование предложенного алгоритма и  про-
граммного кода позволяет получить на персональных 
компьютерах без проприетарных программ варианты ге-
номной последовательности (экзома) пациента, пригод-
ные для последующего анализа и интерпретации. Раз-
работка кода выполнена совместно с использованием 
системы искусственного интеллекта GigaChat (версия 
07.06.2025) и проверена в средах контейнеров bwa, gatk 
c bcftools, bioconductor, RStudio под ОС Ubuntu 24.04.2 
LTS на процессоре AMD Ryzen™ 7 5800U with Radeon™ 
Graphics × 16 с 32 Гб ОЗУ, 1,0 Tb SSD. Несмотря на доступ-
ность, по нашему опыту, необходимо учитывать некоторые 
нюансы его практического использования.

	■ Требования к оборудованию. Анализ данных NGS воз-
можен на обычных офисных или домашних компьютерах, 
однако их производительность является важным факто-
ром. Еще одно значительное ограничение в использова-
нии этих инструментов – наличие Linux-операционных 
систем, которые врачами часто негативно воспринимают-
ся и требуют дополнительного освоения.

	■ Время обработки данных. Несмотря на доступность 
оборудования, время обработки NGS-данных остается 

2  Таблица 5. Результаты медико-генетического исследования данных экзома пациента
2  Table 5. Results of Medical Genetic Research of Patient Exome Data

Вариант (по (hg38)) Зиготн. Ген Транскрипт cDNA изменение АК замена DP

chr2:44312653T>C гет. SLC3A1 ENST00000260649 c.1400T>C p.Met467Thr 176

chr2:178795157GT>G гет. TTN ENST00000342175 c.1009delA p.Thr337fs 242

chr4:44691731CT>C гет. GUF1 ENST00000281543 c.1548delT p.Pro517fs 83

chr8:73981555CAAAG>C гет. TMEM70 ENST00000312184 c.720_723delAGAA p.Glu241fs 114

chr16:88714481CCG>C гет. CTU2 ENST00000453996 c.1198_1199delGC p.Ala400fs 141

chr20:10405526C>T гет. MKKS ENST00000347364 c.1434G>A p.Trp478\* 286

Примечание. Зиготн. – зиготность, гет. – гетерозигота, АК замена – аминокислотная замена, DP – глубина прочтений.
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значительным. Например, обработка экзома одного об-
разца требует примерно 2–3 ч вычислительного време-
ни, что позволяет обрабатывать данные максимум 3–4 па-
циентов на одном компьютере в течение рабочего дня. 
Предварительная настройка инструментов и библиотек 
может занимать около 1–2 ч при высокой скорости под-
ключения к Интернету.

	■ Исследовательская природа анализа. Сегодня процесс 
выявления значимых генетических вариантов на основе 
NGS-данных относится скорее к сфере исследований, а не 
рутинной процедуре медицинского обслуживания. Одна-
ко распространение и упрощение этих технологий могут 
позволить врачам самостоятельно интерпретировать по-
лученные генетические данные пациентов, подобно то-
му, как они стали уверенно читать результаты компьютер-
ной томографии (КТ), магнитно-резонансной томографии 
(МРТ), электрокардиограммы (ЭКГ) и других диагностиче-
ских методов.

	■ Образовательная ценность метода. Использование 
NGS-данных пациента для самостоятельного анализа име-
ет большой образовательный потенциал. Осваивая ме-

тодики анализа, медицинские специалисты приобретают 
новые знания и умения, формируют сообщество профес-
сионалов, способствующих распространению инноваций 
и увеличению количества квалифицированных специали-
стов в данной области.

	■ Роль врачей в  популяризации биоинформатики. 
Активное распространение и обучение основам биоин-
форматического анализа среди медицинских работников 
ведет к улучшению самого процесса анализа NGS-данных 
и повышает качество диагностики заболеваний, связан-
ных с генетическими изменениями.

	■ Использование систем искусственного интеллекта. 
Развитие искусственных помощников коренным обра-
зом расширяет возможности биоинформатики и медици-
ны. Тем не менее врачи остаются ключевыми фигурами 
в постановке вопросов, формировании рабочих гипотез 
и принятии важных клинических решений в контексте 
реальных потребностей пациента.� 0
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