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Проанализирована работа трех биоинформатических инструментов (Manta, Smoove, Delly) для по-
иска структурных вариантов на данных полногеномного секвенирования с использованием четы-
рех разных алгоритмов выравнивания: DRAGEN, GDC DNA-SeqAlignment Workflow, GDC DNA-
SeqAlignmentWorkflow + GDC DNA-SeqCo-cleaning Workflow, NovoAlign, разных длин “сырых”
прочтений: 2 × 150 и 2 × 250 пн, разных показателей среднего покрытия генома. Полученные пока-
зания соотнесены с эталонными результатами команды GIAB. Проведена проверка выявленных
структурных вариантов с помощью секвенирования по методу Сэнгера. Выявили, что структурные
варианты типа делеция и инсерция лучше всего определяются с помощью инструмента Manta. Мы
получили 89–96% точности и 59–70% чувствительности для проанализированных делеций, а также
96–99% точности и 15–36% чувствительности для инсерций. Smoove и Delly продемонстрировали
менее точные и чувствительные результаты (Smoove: 91–95% точности и 8–54% чувствительности
для делеций; Delly: 78–87% точности и 31–66% чувствительности для делеций, 99–100% точности и
1–13% чувствительности для инсерций). Показали, что использование комбинации из двух и даже
трех инструментов не повышает процента подтвержденных структурных вариантов для типов деле-
ция, инсерция, дупликация. Проведенный анализ выявил, что с увеличением среднего значения
покрытия генома увеличиваются показатели точности и чувствительности работы биоинформати-
ческих инструментов для поиска структурных вариантов, а увеличение длины прочтений с 150 до
250 пн влияет в разной степени на точность и чувствительность работы отдельных инструментов.
Также сделали вывод, что точность работы инструментов для поиска структурных вариантов варьи-
руется в зависимости от диапазона размеров структурных вариантов. Например, Manta лучше нахо-
дит делеции в диапазоне от 200 и более пн, Delly – от 1000 до 10000 пн, Smoove – от 200 до 10000 пн.

Ключевые слова: структурные варианты, полногеномное секвенирование, секвенирование на корот-
ких прочтениях, выравнивание, GIAB.
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Однонуклеотидные полиморфизмы (SNP) яв-
ляются наиболее изученными генетическими ва-
риантами. Клиническая значимость именно од-
нонуклеотидных генетических вариантов чаще
всего интерпретируется в рамках работы различ-
ных герминальных и соматических пайплайнов.
Первоначально считалось, что именно SNP вно-
сят наиболее существенный вклад в генетическое

разнообразие людей, обеспечивая геномную ва-
риативность между двумя индивидуумами около
0.1%. Однако сейчас установлено, что структурные
варианты в геноме человека также дают значитель-
ный вклад в генетическое разнообразие, увеличивая
геномную вариативность до 1.5% [1, 2].

Структурными вариантами называются гене-
тические перестройки длиной не менее 50 пн [3].
Структурные варианты делятся на простые (деле-
ции, дупликации, инсерции, инверсии, трансло-# Вклад этих авторов в работу равнозначный.
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кации) и комплексные, к которым относятся, на-
пример, хромоплексия и хромотрипсис.

Выделяют отдельный подтип структурных ва-
риантов – вариации числа копий (CNV), при кото-
ром количество копий некоторого участка ДНК ва-
рьирует в геномах разных индивидуумов [4]. CNV
образуются в основном за счет делеций и дуплика-
ций участков ДНК размером более 1000 пн [5–8].

По другому основанию структурные варианты
делятся на сбалансированные и несбалансиро-
ванные. Несбалансированные представляют со-
бой увеличение или уменьшение количества
фрагментов ДНК. Сбалансированные структур-
ные варианты возникают в результате генетиче-
ской перестройки без изменения количества ко-
пий участков ДНК, что характерно для инверсий
и транслокаций [9].

Научные исследования в области молекуляр-
ной биологии и медицинской генетики показали,
что структурные варианты играют значимую роль
в развитии ряда фенотипических нарушений [10,
11] и таких тяжелых заболеваний, как синдром
Паркинсона [12], склерозирующая пневмоцито-
ма [13], гематологические опухоли [14], рак груди
и яичников [15]. Кроме того, многие заболевания,
в том числе шизофрения [16] и спорадический
рак простаты [17], ассоциированы с наличием в
геноме CNV [18]: некоторые нейродегенератив-
ные заболевания, например повышенный риск
развития аутоиммунных заболеваний (системная
красная волчанка [19], болезнь Крона [20], псо-
риаз [21] и др.) также связан с наличием вариаций
числа копий в геноме человека.

Установление перечисленных выше ассоциа-
ций и зависимостей привело исследователей к
выводу о том, что понимание патогенеза многих
трудноизлечимых заболеваний невозможно без
изучения и генотипирования структурных вари-
антов.

В настоящее время исследования генома ве-
дутся в основном на базе более доступного секве-
нирования с помощью коротких прочтений, хотя
технологии секвенирования с помощью длинных
прочтений позволяют более детально изучать
структурные варианты.

Данные секвенирования используются в первую
очередь для выявления новых и идентификации су-
ществующих однонуклеотидных и структурных ва-
риантов биоинформатическими методами. Этот
процесс осложняется тем, что многие структур-
ные варианты встречаются в тех регионах генома,
которые богаты повторами. При этом точность
идентификации вариантов во многом зависит от
выравнивания прочтений, качество которого мо-
жет снижаться в таких сложных регионах, как
участки с тандемными повторами, теломерные
участки хромосом и др. [5]. Соответственно глу-
бокое изучение структурных вариантов невоз-

можно без совершенствования биоинформатиче-
ских инструментов, предназначенных для поиска
структурных вариантов и внедрения их в пай-
плайны.

Команда GIAB опубликовала эталонный файл
для выявления структурных вариантов [22]. Этот
файл в формате VCF был получен для образца
HG002 на основе данных секвенирования с помо-
щью четырех технологий при использовании более
30 биоинформатических инструментов. Используя
этот материал, мы смогли оценить полученные
нами данные о качестве работы трех биоинфор-
матических инструментов: Manta, Smoove и Delly.
Кроме того, мы провели проверку с помощью се-
квенирования по методу Сэнгера нескольких
структурных вариантов (разных типов и длин) на
биоматериале образцов от двух доноров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сбор биоматериала

Для данного исследования взяты образцы
цельной крови от двух доноров (не HG002), подпи-
савших добровольное информированное согласие.
Забор биоматериала осуществлялся в соответствии
с ГОСТ Р53079.4-2008. Транспортировка биомате-
риала велась при постоянном контроле темпера-
турного режима. Образцы прошли проверки ка-
чества, включая проверку на отсутствие призна-
ков гемолиза и хилеза. Биоматериал подвергался
заморозке не более одного раза.

Выделение ДНК, подготовка геномных
библиотек и секвенирование образцов

с применением технологии Illumina
Выделение ДНК из образцов цельной крови

проводили с помощью набора MagAttract HMW
DNA Kit (Qiagen, Германия). Протокол выделения
ДНК автоматизирован на станции Tecan Freedom
EVO (Tecan, Швейцария). Измерение концентра-
ции и чистоты выделенной ДНК осуществляли с
помощью микропланшетного ридера Tecan In-
finite 200 PRO F Nano+ (Tecan).

Геномные библиотеки для секвенирования го-
товились с использованием набора Nextera DNA
Flex (Illumina, США) в соответствии с рекоменда-
циями производителя. Каждый образец в проточ-
ной кювете был помечен с помощью индексов
IDT-ILMN Nextera DNA UD (Illumina) для ис-
ключения возможности перекрестной контами-
нации.

Измерение концентрации геномных библио-
тек проводили на микропланшетном ридере Tec-
an Infinite 200 PRO F Nano+. Размер вставки ге-
номных библиотек измеряли на системе Agilent
4200 TapeStation System (Agilent, США) с исполь-
зованием набора Agilent DNA 1000 Kit (Agilent).
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Библиотечные пулы включали помимо двух целе-
вых образцов 22 образца из других исследований,
так как одна ячейка S4 используемого секвенатора
вмещает 24 образца, объединение которых осу-
ществлялось с использованием автоматизирован-
ной станции Tecan Freedom EVO (Tecan). Размер
вставки для каждого образца составил 323 и 333 пн.

Полногеномное секвенирование проводилось
с использованием секвенатора Illumina NovaSeq
6000 (Illumina) и комплекта реагентов NovaSeq
6000 S4 (300 циклов) (Illumina) для парноконце-
вых прочтений 2 × 150 пн.

Секвенирование образцов по методу Сэнгера

Выделение геномной ДНК проводили из 200 мкл
замороженной цельной крови с использованием
набора MagAttract HMW DNA Kit в соответствии
с протоколом производителя. Элюция проводи-
лась в 100 мкл воды, свободной от ДНКаз.

Концентрацию образцов измеряли с помощью
набора QuantiFluor dsDNA System (Promega,
США) на флуориметре Quantus (Promega). Изме-
рение чистоты выделенной ДНК проводилось с
использованием спектрофотометра Nano-
Drop8000 (Thermo Scientific, США). Отбирались
образцы ДНК, имеющие соотношения длин вол-
ны А260/280 в пределах 1.7–1.9 и А230/260 в пре-
делах 1.8–2.2.

Для секвенирования по методу Сэнгера была
сформирована выборка из 120 локусов с различ-
ными типами структурных вариантов. В выборку
вошли 60 делеций (50%), 28 инсерций (23.3%), 23
дупликации (19.2%) и 9 инверсий (7.5%).

С помощью программного обеспечения Prim-
er-BLAST [23] удалось подобрать праймеры к 17
делециям, 12 инсерциям, 12 дупликациям и двум
инверсиям. Праймеры подобраны отдельно к
прямой и обратной цепи ДНК.

Для синтеза праймеров использовались олиго-
нуклеотидные синтезаторы OligoMaker X12 (Oli-
goMaker ApS, Дания) и Polygen (Polygen GmbH,
Германия).

Для наработки ампликонов проводили ПЦР со
следующим температурным циклом: начальная де-
натурация 95°C – 5 мин; 35 циклов 95°C – 15 с,
60°C – 30 с, 72°C – 30 с; финальная элонгация
72°C – 5 мин; хранение при 4°C – неограничен-
ное время.

Для проведения ПЦР отбиралось 50–100 нг
ДНК. После завершения ПЦР проводилась очистка
ампликонов с помощью магнитных частиц Sam-

ple Purification Beads (Beckman Coulter, США) по
следующей схеме:

– к 25 мкл образца добавляется 25 мкл частиц;
– смесь перемешивается и инкубируется в те-

чение 10 мин при комнатной температуре;
– смесь ставится на магнитный штатив в ожи-

дании просветления;
– после просветления супернатант удаляется;
– осадок дважды промывается 200 мкл 80%-ного

этилового спирта;
– промытый осадок сушится на воздухе в тече-

ние 3–5 мин и элюируется 25 мкл Resuspension
Buffer (Illumina);

– элюированный осадок инкубируется при
комнатной температуре 2 мин, ставится на маг-
нитный штатив;

– очищенные ампликоны переносятся в но-
вые пробирки в объеме 20 мкл.

Контроль очистки проводили с помощью Agi-
lent 4200 TapeStation System и набора реагентов
D1000 Reagents (Agilent, США) согласно инструк-
ции производителя.

Секвенирующая и терминирующая реакции
проводились с использованием набора реагентов
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Ap-
plied Biosystems, США) согласно рекомендациям
производителя. В каждую реакционную пробир-
ку добавлялось 50–100 нг ДНК-матрицы образца.

Продукты реакции анализировали методом
капиллярного электрофореза в автоматическом
секвенаторе SeqStudio Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). При последующем анализе учитыва-
ли только те варианты, для которых были получе-
ны прямые и обратные прочтения.

Биоинформатическая обработка данных 
полногеномного секвенирования

Для контроля качества секвенирования в це-
лом использовалась программа Illumina Sequenc-
ing Analysis Viewer v2.4.7 [24].

На первом этапе обработки данных полноге-
номного секвенирования осуществлялась де-
мультипликация, при которой исходная выдача
секвенатора Illumina NovaSeq 6000 конвертирова-
лась из формата BCL в формат FASTQ с помощью
программного обеспечения bcl2fastq v2.20 [25].
Для контроля качества прочтений применялся
биоинформатический инструмент FastQC v0.11.9
[26]. Качество анализируемых образцов провере-
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но по следующим метрикам: показатель равно-
мерности распределения нуклеотидов в прочте-
ниях; G/C состав; показатель Q30.

На втором этапе биоинформатической обра-
ботки проводилось выравнивание прочтений на
референсный геном с помощью программно-ап-
паратной платформы Illumina DRAGEN Bio-IT
Platform v07.021.510.3.5.7 [27]. В качестве рефе-
ренсного генома человека использовалась после-
довательность GRCh38.d1.vd1 [28]. После вырав-
нивания оценивалось среднее значение покрытия.
У всех анализируемых образцов среднее покры-
тие по геному составило не менее 30×.

Затем в файлах выравнивания осуществляли
поиск структурных вариантов с помощью трех
различных инструментов: Manta v1.6.0 [29],
Smoove v0.2.6 [30] и Delly v0.9.1 [31].

Так как эталонные VCF- и BED-файлы GIAB
сделаны для версии генома GRCh37 [32], а данный
анализ проводился с выравниванием на версию ге-
нома GRCh38, то для того, чтобы отфильтровать
полученные VCF-файлы по подтвержденным реги-
онам эталонного BED-файла, его координаты
конвертировались с GRCh37 на GRCh38 с помо-
щью инструмента CrossMap [33].

Для проверки генетических вариантов секвени-
рованием по методу Сэнгера отбирались делеции
разной длины, а также дупликации и инверсии дли-
ной до 500 пн, которые были найдены всеми тремя
инструментами или двумя из них. Кроме того, от-
бирались инсерции длиной до 500 пн, которые бы-
ли найдены хотя бы одним из инструментов Man-
ta и Delly.

Биоинформатическая обработка 
данных HG002 и сравнение с эталоном

Для валидации качества работы инструментов,
предназначенных для поиска структурных вариан-
тов, с сайта NCBI были скачаны эталонные файлы:
HG002_SVs_Tier1_v0.6.VCF.GZ,
HG002_SVs_Tier1_v0.6.VCF.GZ.TBI и
HG002_SVs_Tier1_v0.6.BED (https://ftp.nc-
bi.nih.gov/giab/ftp/data/AshkenazimTrio/analysis/
NIST_SVs_Integration_v0.6/), а также прочтения об-
разца HG002, полученные с помощью секвенато-
ра Illumina HiSeq (2 × 250 пн) в формате
FASTQ.GZ: https://ftp.ncbi.nih.gov/ReferenceSam-
ples/giab/data/AshkenazimTrio/HG002_NA24385_
son/NIST_Illumina_2x250bps/reads/, 68 файлов
общим объемом 163 Гб, предполагаемое среднее
покрытие – 68x. Размер вставки составил 350 пн.

Также были скачаны часть прочтений образца
HG002, полученная с помощью секвенатора Illu-
mina HiSeq (2 × 150 пн) в формате FASTQ.GZ:
https://ftp.ncbi.nih.gov/ReferenceSamples/giab/da-
ta/AshkenazimTrio/HG002_NA24385_son/NIST_Hi-
Seq_HG002_Homogeneity-10953946/HG002_HiS-
eq300x_fastq/, три первые по алфавиту директо-
рии, которые далее по тексту будем обозначать d1,
d2, d3, общим объемом 174 ГБ, предполагаемое
среднее покрытие для каждой директории – 25x.

Затем были подготовлены директории с объ-
единенными прочтениями: d1 + d2 с предполага-
емым средним покрытием 50x и d1 + d2 + d3 с
предполагаемым средним покрытием 75x.

Дополнительно был скачан BAM-файл с вы-
равниванием прочтений образца HG002, полу-
ченных с секвенатора Illumina HiSeq (2 × 250 пн),
инструментом NovoAlign на 37-ю версию рефе-
ренсного генома человека (hs37d5): https://ftp.nc-
bi.nih.gov/ReferenceSamples/giab/data/Ashkenaz-
imTrio/HG002_NA24385_son/NIST_Illumina_2x-
250bps/novoalign_bams/HG002.hs37d5.2x250.bam,
122 ГБ, среднее покрытие 72x.

Размер вставки для данных прочтений соста-
вил 550 пн.

Для скачанных прочтений проведено вырав-
нивание на референсный геном GRCh37 тремя
способами: с помощью программно-аппаратной
платформы DRAGEN, c помощью пайплайна
GDC DNA-Seq Alignment Workflow (DNA-Seq A),
а также с помощью пайплайна GDC DNA-Seq
Alignment + Co-cleaning Workflow (DNA-Seq A + С)
[34], в котором для выравнивания используется
программа BWA [35].

Для скачанного BAM-файла выравнивания,
выполненного инструментом NovoAlign, прове-
дена сортировка и индексация с помощью ин-
струмента samtools [36].

Во всех файлах с выравниваниями осуществ-
лен поиск структурных вариантов с помощью ин-
струментов Manta v1.6.0, Smoove v0.2.6 и Delly
v0.9.1. Затем проведена дополнительная обработка
результирующего VCF-файла. Для файлов Manta
это была конвертация структурных вариантов ти-
па BND в INV c помощью скрипта разработчиков
данного инструмента, а также дополнительная
аннотация инструментом Duphold v0.2.3 [37] с
последующей фильтрацией в соответствии с ре-
комендациями разработчика (Приложение 1).
Кроме того, для всех файлов проведена фильтра-
ция с помощью bcftools 1.15 [36] (Приложение 1).
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При этом для Smoove по умолчанию брались ва-
рианты без фильтрации по полю FILTER, так как
инструмент не проводит соответствующей филь-
трации.

Сводные VCF-файлы готовили с помощью ин-
струмента SURVIVOR v1.0.7 [38]. Для сравнения
всех полученных VCF-файлов с эталонным VCF-
файлом использовался инструмент witty.er v0.3.4
[39], конфигурационный файл для которого ска-
чан из репозитория инструмента на ресурсе
GitHub – https://github.com/Illumina/witty.er/blob/
master/docs/examples/SV/config.json.

Команды запуска инструментов bcftools, SUR-
VIVOR и witty.er представлены в Приложении 1.

Биоинформатическая обработка данных 
секвенирования по методу Сэнгера

Файлы прочтений прямой и обратной после-
довательностей в формате AB1 сконвертированы
в формат FASTQ с помощью программы Unipro
UGENE [40]. Далее эти прочтения выравнены на
референсный геном GRCh38.d1.vd1 с помощью
инструмента BWA, а полученные выравнивания
проанализированы в программе IGV [41], предна-
значенной для просмотра генетических данных.
К выравниванию применялось окрашивание soft-
clipped-прочтений, т.е. таких, у которых часть
прочтения выравнивается на референс, а часть
нет, и при этом прочтение остается в выравнива-
нии. Кроме того, использовалось окрашивание
прочтений по последовательностям. Визуализа-
ция варианта помогала сделать вывод о наличии
или отсутствии структурного варианта в образце.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Валидация работы инструментов

поиска структурных вариантов
Командой GIAB опубликован эталонный на-

бор данных структурных вариантов в формате

VCF для версии генома GRCh37, а также BED-файл
для образца HG002 на основе данных секвенирова-
ния с помощью четырех разных технологий. Для
оценки качества работы биоинформатических ин-
струментов, предназначенных для поиска струк-
турных вариантов, с сайта NCBI скачаны указан-
ные выше эталонные файлы. Эти файлы исполь-
зовались для сравнения с полученными данными.
В табл. 1 представлена статистика по вариантам
эталонного VCF-файла Tier1_v0.6.

Как следует из табл. 1, в эталонном файле
GIAB после фильтрации по фильтру “PASS” и по
типу вариантов “не равно BND” (breakends) оста-
ется немногим более 17% структурных вариантов,
большинство из которых (около 43%) составляют
делеции, тогда как инверсии отсутствуют.

Эталонный BED-файл Tier1_v0.6 включает в
себя 34830 регионов на всех хромосомах, за ис-
ключением митохондриальной.

Для прочтений образца HG002 нами были за-
пущены три пайплайна выравнивания: DRA-
GEN, GDC’s DNA-Seq Alignment Workflow и
GDC’s DNA-Seq Alignment + Co-cleaning Work-
flow. В качестве входных данных для пайплайнов
выступали прочтения разной длины и глубины
секвенирования, скачанные с сайта NCBI по про-
токолу FTP. Файлы с выравниваниями сортиро-
вались и индексировались с помощью инстру-
мента samtools.

На сортированных BAM-файлах были запу-
щены три биоинформатических инструмента:
Manta, Delly и Smoove. В случае с Manta для VCF-
файлов были применены аннотация программой
Duphold и фильтрация на основе аннотирован-
ных метрик.

В табл. 2 представлена характеристика трех про-
грамм, детектирующих различные типы структур-
ных вариантов, на основе данных секвенирова-
ния короткими прочтениями (2 × 150).

Таблица 1. Структурные варианты в эталонном файле HG002_SVs_Tier1_v0.6.vcf.gz

Примечание. DEL – делеции, INS – инсерции, DUP – дупликации, INV – инверсии.

Количество вариантов

до 
фильтрации,

ед.

после фильтрации PASS

всего в том числе типа:

ед. %
DEL INS DUP INV

ед. % ед. % ед. % ед. %

74012 12745 100 5464 43 4462 35 2819 22 0 0
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На рис. 1 представлены 16 диаграмм, на кото-
рых изображены результаты работы биоинфор-
матических инструментов Manta, Smoove, Delly, а
также результаты совместной работы инструмен-
тов Manta и Smoove, Manta и Delly, Delly и
Smoove, Manta, Smoove и Delly. Каждому из ин-
струментов, а также их парам и тройке присвоен
свой цвет. Результаты работы каждого из инстру-
ментов по отдельности, а также их совместной ра-
боты обозначены прямоугольниками разных цве-
тов. Высота каждого из цветных прямоугольников
соответствует количеству найденных структур-
ных вариантов, которые показаны в следующей
разбивке: до фильтрации (Total) и после фильтра-
ции (PASS), в том числе типов DEL (делеции),
INS (инсерции), DUP (дупликации) и INV (ин-
версии). В надписях над каждой диаграммой ука-
зан использованный способ выравнивания, дли-
на прочтений (в пн) и среднее покрытие. Рис. 1
показывает, что Delly нашел больше вариантов во
всех случаях, но более половины не прошли
фильтрации (PASS) при выборе пайплайнов
DNA-Seq A и DNA-Seq A + C. При этом количе-
ство вариантов, найденных Delly, сильно росло с
ростом покрытия (в 1.5 раза), а также при выборе
пайплайнов выравнивания DNA-Seq A и DNA-
Seq A + C (более чем в 2 раза). Smoove нашел
меньше вариантов в сравнении с Delly и Manta во
всех случаях. Количество вариантов, найденных
Smoove и Manta, также увеличивалось с увеличе-
нием покрытия, но не так сильно, как для Delly (в
1.1 раз). При выборе пайплайнов выравнивания
DNA-Seq A и DNA-Seq A + C количество вариан-
тов незначительно увеличивалось для Smoove (в
1.3 раза), а для Manta почти не изменялось. Ис-
пользование пайплайна выравнивания NovoAlign
практически сводит к нулю число структурных
вариантов типа DEL, находимых инструментом
Smoove.

На рис. 2 и 3 представлены сопоставимые ко-
личественные оценки качества работы разных
биоинформатических инструментов по выявле-
нию структурных вариантов типа DEL и INS со-
ответственно. Показано влияние выравнивания
разными пайплайнами с входными данными с
разным предполагаемым покрытием. Оценка ка-
чества работы инструментов проводилась по-
средством расчета и анализа трех показателей:
точности, чувствительности и Fscore (суммарный
показатель точности и чувствительности).

Как видно из рис. 2 и табл. 3, показатель чув-
ствительности возрастает на 3–7% для инстру-
ментов Manta, Delly и Smoove при увеличении
покрытия с 25х до 50х, а при увеличении покры-
тия с 50х до 75х почти не меняется. Показатель
точности для инструментов Manta, Smoove и Del-
ly падает при изменении покрытия с 25х до 75х.
Таким образом, увеличение покрытия с 25x до 75x
приводит к некоторому повышению качества ра-
боты двух из трех биоинформатических инстру-
ментов, предназначенных для поиска структур-
ных вариантов типа DEL, по показателю Fscore.
Так, показатель Fscore для инструмента Smoove
увеличивается с 65–66 до 67–68%, а для инстру-
мента Manta – с 73–74 до 78–79%. Для инстру-
мента Delly такой зависимости не выявлено.

Увеличение длины прочтений со 150 до 250 пн
по-разному влияет на качество работы разных
инструментов при разных пайплайнах выравни-
вания. Для инструмента Delly показатель Fscore
для вариантов типа DEL увеличивается с 64.5 (в
среднем) до 67 при пайплайне DRAGEN (точ-
ность и чувствительность увеличиваются на 2–
3% и до 72 при пайплайне DNA-Seq Alignment
(точность увеличивается на 3%, чувствительность
на 11%). А при пайплайне DNA-Seq Alignment +
+ Co-cleaning этот показатель повышается с 65.8
(в среднем) до 74% (точность повышается на 4%,

Таблица 2. Программы, используемые для поиска структурных вариантов

Примечание. TRA – транслокации.

Название, версия и дата 
последнего обновления 

программы

Используемые программой методы 
выявления структурных вариантов

Определяемые типы
структурных вариантов

DEL INS DUP INV TRA

Manta v1.6.0, 07.2019 read pairs + split reads + assembly + + + + +

Delly v0.9.1, 12.2021 read pairs + split reads + + + + +

Smoove v0.2.6, 10.2021 read pairs + split reads + read depth + – + + +
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Рис. 1. Структурные варианты, найденные с помощью разных биоинформатических инструментов на результатах вы-
равнивания разными пайплайнами.
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чувствительность на 10%). Для инструмента
Smoove показатель Fscore при увеличении длины
прочтений на 100 пн практически не меняется
при всех трех пайплайнах (соответственно точ-

ность и чувствительность также практически не
менются). В то же время для инструмента Manta
этот показатель при пайплайнах DRAGEN и
DNA-Seq Alignment + Co-cleaning изменяется не-



694

ГЕНЕТИКА  том 59  № 6  2023

МКРТЧЯН и др.

Рис. 2. Оценка качества работы разных биоинформатических инструментов по выявлению структурных вариантов ти-
па DEL.
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значительно, а при пайплайне DNA-Seq Align-
ment он увеличивается с 72.2 (в среднем) до 77%
(точность увеличивается на 3–4%, а чувствитель-
ность уменьшается на 2–4% при всех трех пай-
плайнах). Фактически ни длина прочтений, ни
глубина секвенирования, ни используемый для
выравнивания пайплайн не дают существенного

вклада в изменение показателя Fscore, дающего
сводную оценку качества детектирования структур-
ных вариантов типа DEL.

Что касается самих биоинформатических ин-
струментов для выявления структурных вариан-
тов, то, судя по всем трем показателям: точность,
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Рис. 3. Оценка качества работы разных биоинформатических инструментов по выявлению структурных вариантов ти-
па INS.

DRAGEN |2 × 150| 25 (d1)

DRAGEN |2 × 150| 50 (d1 + d2)

DRAGEN |2 × 250| 68

DNA-Seq A |2 × 150| 25 (d2)

DNA-Seq A |2 × 150| 75 (d1 + d2 + d3)

DNA-Seq A + C |2 × 150| 25 (d1)

DNA-Seq A + C |2 × 150| 50 (d1 + d2)

DNA-Seq A + C |2 × 250| 68

DRAGEN |2 × 150| 25 (d2)

DRAGEN |2 × 150| 75 (d1 + d2 + d3)

DNA-Seq A |2 × 150| 25 (d1)

DNA-Seq A |2 × 150| 50 (d1 + d2)

DNA-Seq A |2 × 250| 68

DNA-Seq A + C |2 × 150| 25 (d2)

DNA-Seq A + C |2 × 150| 75 (d1 + d2 + d3)

NovoAlign |2 × 250| 72

Точность Чувствительность Fscore

Manta 99

100 12

23 38

Delly

Manta 97

99 9 17

17 29

Delly

Manta 97

100 2 4

31 47

Delly

Manta 98

100 2 3

21 35

Delly

Manta 97

99 3 5

33 49

Delly

Manta 98

100 13

20 34

Delly

Manta 98

100 7 13

15 27

Delly

Manta 98

100 24

32 49

Delly
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23 37
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100 13

21 34
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99 9 17
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99 24
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чувствительность и Fscore, наиболее предпочти-
тельным инструментом является Manta, который
дает самые высокие показатели Fscore по сравне-
нию с другими инструментами и их комбинация-
ми при любом пайплайне выравнивания, вклю-
чая NovoAlign, при любой глубине секвенирова-
ния и при любой из двух длин прочтений.

Сравнение результатов поиска делеций (см.
рис. 2) и инсерций (см. рис. 3) демонстрирует, что
поиск структурных вариантов типа делеция харак-
теризуется более низкими показателями точности и
более высокими показателями чувствительности по
сравнению с поиском инсерций. При этом биоин-
форматический инструмент Manta детектирует
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Рис. 4. Подтверждение наличия делеции chr5:12810907–12820414 (9507 пн). Здесь и далее розовая и синяя окраски
прочтений обозначают выравнивание на обратную и прямую цепи ДНК соответственно.

Выравнивание
данных

полногеномного
секвенирования

Выравнивание
данных

секвенирования
по методу Сэнгера

Референс
GRCh38

структурные варианты лучше, чем инструменты
Delly и Smoove, а также их комбинация. Как оказа-
лось, файлы, полученные от совместной работы не-
скольких программ, фактически не увеличивают
точности поиска и еще значительно снижают чув-
ствительность. Фильтрация duphold, сочетаемая с
инструментом Manta, несколько увеличивает
точность нахождения делеций в выравниваниях,
сделанных пайплайном DRAGEN, но уменьшает
чувствительность и Fscore.

В ходе данного эксперимента точность поиска
дупликаций и инверсий оценить не представи-
лось возможным, поскольку формат записи таких
типов структурных вариантов в эталонном файле
отличается от формата записи в результирующих
файлах анализируемых инструментов, однако
проверка этих типов вариантов проводилась се-
квенированием по методу Сэнгера.

В Приложениях 2–4 показано, что точность
работы биоинформатических инструментов для
поиска структурных вариантов варьирует в зави-
симости от длины этих вариантов. Например,
Manta лучше находит делеции длиной 200 и более пн,
Smoove – от 200 до 10000 пн, Delly – длиной от
1000 до 10000 пн.

Валидация структурных вариантов

После полногеномного секвенирования был
проведен поиск структурных вариантов в двух
отобранных образцах. Найденные варианты про-
верялись с помощью секвенирования по методу
Сэнгера. Для проверки были случайно отобраны
делеции (размером от 50 до 45000 пн), инсерции,
дупликации и инверсии (размером от 50 до 500 пн),
которые были обнаружены инструментами Man-
ta, Smoove и Delly, а также их комбинациями:
Manta + Smoove, Manta + Delly, Smoove + Delly,
Manta + Smoove + Delly.

Прочтения, полученные в результате секвени-
рования по методу Сэнгера, выравниваются по
краям от делеции, без захвата участка собственно
делеции.

После выравнивания прочтений (FASTQ) BAM-
файл загружался в браузер IGV, с помощью которо-
го визуально подтверждалось наличие или отсут-
ствие структурного варианта в данной позиции. На
рис. 4–6 показаны примеры подтвержденных деле-
ции, инсерции и дупликации соответственно.

В табл. 4 представлена информация по количе-
ству отобранных секвенированных и подтвер-
жденных структурных вариантов.
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Рис. 5. Подтверждение наличия инсерции chr20:6665192 (67 пн). Здесь и далее яркие разноцветные участки по краям
инсерции являются soft-clipped нуклеотидами, они не выравниваются на референсный геном, но остаются в выравни-
вании.
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Рис. 6. Подтверждение наличия дупликации chr4:150090160–150090487 (327 пн).
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В ходе данного эксперимента не все структур-
ные варианты были секвенированы, поскольку
для некоторых из них не произошло специфиче-
ского связывания праймеров с матрицей, либо
было невозможно подобрать праймеры из-за
сложности региона (большое количество повторов
во фланкирующем регионе), либо рассчитанная
температура отжига праймеров не обеспечивала вы-
сокую специфичность ПЦР. Доля вариантов, кото-
рые не удалось секвенировать по методу Сэнгера,
составила 78% для инверсий, 72% для делеций,
57% для инсерций и 48% для дупликаций.

Как следует из табл. 4, для 17 биоинформати-
чески выявленных делеций, которые были прове-
рены с помощью секвенирования по методу Сэн-
гера, подтвердились 11, т.е. 65%. Для инсерций
аналогичная доля подтвердившихся вариантов
среди всех секвенированных составила 58%. Для
дупликаций эта доля составила 50%. В то же вре-
мя из двух инверсий, выявленных биоинформа-
тически и проверенных секвенированием по ме-
тоду Сэнгера, не подтвердилось ни одной.

Таким образом, молекулярно-генетическая
проверка показала, что делеции подтверждаются
лучше, чем инсерции, дупликации и тем более
инверсии. Варианты, которые были найдены при
совместном использовании двух и трех биоин-
форматических инструментов, как оказалось, то-
же подтверждаются далеко не всегда.

В табл. 5 представлены результирующие дан-
ные по вариантам, прошедшим молекулярно-ге-
нетическую проверку.

Как видно из табл. 5, из отобранных в рамках
данной работы двух инверсий не подтвердилась
ни одна. Следовательно, инверсии, найденные с
помощью биоинформатических инструментов
Manta и Smoove, требуют дополнительной про-
верки.

Табл. 5 и Приложение 4 также свидетельству-
ют о том, что структурные варианты типа DEL,
INS и DUP целесообразно выявлять с помощью
инструмента Manta v1.6.0 – использование двух
или трех инструментов одновременно не увели-
чило показателя Fscore.

ОБСУЖДЕНИЕ
С развитием технологий секвенирования, со

снижением стоимости и ресурсоемкости после-
дующего анализа растет количество данных, по
которым можно изучать ассоциации генетиче-
ских вариантов, в том числе и структурных, с раз-
витием целого ряда заболеваний. В настоящее
время создано более 30 инструментов для поиска
структурных вариантов и со временем это число
будет только расти.

К сожалению, среди такого большого числа
инструментов нет универсального, который бы
имел высокие показатели точности и чувстви-
тельности для всех типов структурных вариантов,
подходил бы для массовых вычислений, резуль-
тирующие файлы которого были бы совместимы
с другими инструментами для поиска структур-
ных вариантов и инструментами объединения и
создания файла с вариантами, найденными ком-
бинацией двух и более инструментов. Поэтому в
зависимости от цели исследования используемые
инструменты и их режимы запуска могут разли-
чаться между собой.

Для настоящего исследования мы выбрали три
биоинформатических инструмента (Manta, Smoove,
Delly), которые подходят для массовой обработки
данных. Вторым важным фактором, повлиявшим
на выбор именно этих трех инструментов, стало
то, что их результирующие файлы имеют анало-
гичный формат записи информации о структур-
ных вариантах, включая аннотации. Соответ-

Таблица 4. Сопоставление подтвержденных и секвенированных структурных вариантов

Ход эксперимента
Структурные варианты, ед.

Всего, ед.
DEL INS DUP INV

Отобрано вариантов 60 28 23 9 120

из них секвенировано по Сэнгеру 17 12 12 2 43

из них подтвердились 11 7 6 0 24

доля подтвердившихся от секвенированных 65% 58% 50% – 56%

не удалось секвенировать по методу Сэнгера 43 16 11 7 77

доля несеквенированных от отобранных 72% 57% 48% 78% 64%
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Таблица 5. Результаты проверки структурных вариантов с помощью секвенирования по методу Сэнгера

№ Тип
SV

Длина
SV, пн

Инструмент поиска структурных вариантов

Manta v1.6.0 Smoove v0.2.8 Delly v0.9.1

Делеции

1 DEL 3356 chr1:115686865 chr1:115686865 chr1:115686865

2 DEL 1482 н.о. chr1:17349677 chr1:17349677

3 DEL 319 chr1:240453690 chr1:240453707 chr1:240453690

4 DEL 68 chr2:1208249 chr2:1208263 chr2:1208249

5 DEL 414 chr2:1354296 chr2:1354296 н.о.

6 DEL 43366 chr3:130044537–130087902 chr3:130044539–130087902 chr3:130044537–130087903

7 DEL 3000 chr4:185520481 chr4:185520483 chr4:185520481

8 DEL 9507 chr5:12810905–12820411 chr5:12810907–12820411 chr5:12810905–12820412

9 DEL 474 chr11:677345 chr11:677345 chr11:677345

10 DEL 62 chr11:21767543 chr11:21767543 chr11:21767543

11 DEL 11030 chr12:12378536–12389566 chr12:12378535–12389566 chr12:12 378 537–12 389 567

12 DEL 316 chr12:1754845 chr12:1754845 chr12:1754845

13 DEL 877 chr17:17327060–17327936 chr17:17327067–17327919 chr17:17327060–17327937

14 DEL 316 chr18:79739850 chr18:79739850 н.о.

15 DEL 3133 н.о. chr19:605301 н.о.

16 DEL 73 chr20:64212162 н.о. chr20:64212162

17 DEL 2482 chrX:77865888–77868369 chrX:77865918–77868355 chrX:77865920–77868356

Результат* 11-2-2-0–0.85-1.00-0.92 10-0-4-1–0.71-0.91-0.80 9-1-3-2–0.75-0.82-0.78

Manta + Smoove 10-2-2-1–0.83-0.91-0.90

Smoove + Delly 8-1-3-3–0.72-0.73-0.73

Manta + Delly 9-2-2-2–0.82-0.82-0.82

Manta + Delly + Smoove 8-2-2-3–0.80-0.73-0.76

Инсерции

18 INS 317 chr1:4228390 н.о. н.о.

19 INS 67 chr4:136314242 н.о. chr4:136314242

20 INS 57 chr5:134232927 н.о. chr5:134232927

21 INS 135 chr8:1912540 н.о. н.о.

22 INS 54 chr8:102867903 н.о. chr8:102 867903

23 INS 316 chr10:9432883 н.о. н.о.

24 INS 56 chr13:92723353 н.о. chr13:92723353

25 INS 80 chr15:53110125 н.о. н.о.
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Таблица 5. Окончание

Примечание. Красный цвет – вариант не подтвердился, зеленый – вариант подтвердился, оранжевый – последовательности
выравниваются таким образом, что нельзя достоверно сказать подтверждается вариант или нет (например, одна из цепей не
выравнивается). н.о. – не обнаружено. 
* Числа даны в следующем порядке: TP (истинно положительные)-TN (истинно отрицательные)-FP (ложно положитель-
ные)-FN (ложноотрицательные)–точность-чувствительность-Fscore; варианты с сомнительными результатами проверки не
учитывались.

26 INS 52 chr16:839939 н.о. chr16:839939

27 INS 69 chr19:49867632 н.о. н.о.

28 INS 66 chr20:6665192 н.о. chr20:6665192

29 INS 60 chrX:145338072 н.о. chrX:145338072

Результат* 7-0-3-0–0.70-1.00-0.82 – 4-2-1-3–0.80-0.57-0.67

Manta + Delly 4-2-1-3–0.80-0.57-0.67

Дупликации

30 DUP 234 н.о. chr2:239723885 н.о.

31 DUP 372 chr3:990665 chr3:990665 chr3:990665

32 DUP 329 chr4:150090160 chr4:150090160 chr4:150090160

33 DUP 189 chr6:1051543 chr6:1051543 н.о.

34 DUP 189 chr7:40915751 chr7:40915751 н.о.

35 DUP 247 chr9:2814058 chr9:2814058 chr9:2814058

36 DUP 205 chr14:23900201 chr14:23900201 chr14:23900201

37 DUP 196 chr14:82276270 н.о. chr14:82276270

38 DUP 162 chr15:101390179 chr15:101390179 н.о.

39 DUP 54 chr16:919548 н.о. н.о.

40 DUP 196 н.о. chr18:9809064 chr18:9809064

41 DUP 144 chr20:10323922 н.о. н.о.

Результат* 5-0-4-1–0.56-0.83-0.67 4-1-3-2–0.57-0.67-0.62 3-3-1-3–0.75-0.50-0.60

Manta + Smoove 3-1-3-3–0.50-0.50-0.50

Smoove + Delly 2-3-1-4–0.67-0.33-0.55

Manta + Delly 3-3-1-3–0.75-0.50-0.60

Manta + Delly + Smoove 2-3-1-4–0.67-0.33-0.44

Инверсии

42 INV 75 chr10:12825172 chr10:12825172 н.о.

43 INV 11 chr11:104240549 chr11:104240549 н.о.

Результат* – – –

№ Тип
SV

Длина
SV, пн

Инструмент поиска структурных вариантов

Manta v1.6.0 Smoove v0.2.8 Delly v0.9.1
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ственно файлы от этих трех инструментов удобно
сопоставлять и анализировать совместно в раз-
ных комбинациях.

Нами проведена оценка качества работы ин-
струментов Manta, Smoove и Delly посредством
проверки найденных ими вариантов с помощью
секвенирования по методу Сэнгера. Рассматри-
вались структурные варианты, найденные от-
дельно каждым инструментом, а также совместно
двумя и тремя инструментами. Мы оценили вли-
яние длины входных прочтений и покрытия в це-
лом, а также влияние разных алгоритмов этапа
выравнивания и показали, что с увеличением по-
крытия образца растет достоверность идентифи-
кации структурных вариантов биоинформатиче-
скими инструментами. В то же время длина ко-
ротких прочтений, при равном покрытии, почти
не влияет на качество работы инструментов Manta,
Smoove и Delly. Ограничением данного исследова-
ния стал тот факт, что влияние длины фрагментов и
insert size на точность, чувствительность, Fscore на-
ми не изучалось.

Также нам удалось показать, что выбор алго-
ритма выравнивания оказывает влияние на каче-
ство работы инструментов. Например, для ин-
струмента Smoove выравнивание с помощью No-
voAlign уменьшает число найденных вариантов
почти в 7 раз по сравнению с другими алгоритма-
ми выравнивания.

В результате настоящего исследования мы сде-
лали вывод о том, что каждый из трех изученных
инструментов эффективнее работает в опреде-
ленном диапазоне размеров структурных вариан-
тов. Исходя из этого, мы предполагаем, что изу-
чение структурных вариантов, имеющих разные
длины, целесообразно проводить используя сов-
местно два и более инструмента.

Проверка данных, полученных в ходе нашего
исследования с помощью секвенирования по ме-
тоду Сэнгера, показала, что в действительности
точность работы всех трех биоинформатических
инструментов оказалась намного ниже, чем предпо-
лагалось. Фактически молекулярно-генетический
метод не подтвердил наличие многих структурных
вариантов, детектированных инструментами Man-
ta, Smoove и Delly. При этом молекулярно-гене-
тическая проверка показала, что в среднем, без
учета спорных вариантов, делеции и инсерции
биоинформатически определяются надежнее,
чем инверсии и дупликации.

Таким образом, наше исследование позволило
дать следующие рекомендации:

– для анализа данных WGS, популяционных
исследований, поиска ассоциаций с фенотипом,
расчета частоты встречаемости вариантов в вы-
борке целесообразно совместно использовать хо-
тя бы два биоинформатических инструмента для
поиска структурных вариантов;

– при клинической интерпретации генетиче-
ских данных наличие структурного варианта не-
обходимо подтверждать с помощью альтернатив-
ных молекулярно-генетических методов.

Исследование не имело спонсорской под-
держки.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.

ПРИЛОЖЕНИЕ 1

Некоторые команды запуска инструментов,
описанных в Материалах и методах:

1) команда запуска инструмента bcftools для
фильтрации структурных вариантов: bcftools
view -i 'FILTER="PASS" && INFO/SVTYPE
!= "BND";

2) команда запуска инструмента bcftools для
фильтрации структурных вариантов, аннотиро-
ванных duphold: bcftools view -i '(SVTYPE =
= "DEL" & FMT/DHFFC[0] < 0.7) | (SVTYPE =
= "DUP" & FMT/DHBFC[0] > 1.3)' $svvcf;

3) команда запуска инструмента SURVIVOR:

SURVIVOR merge <list_of_VCF_files_-
for_merging> 1000 2 1 1 0 50
<merged.vcf>);

4) команда запуска инструмента Witty.er: wit-
tyer -i <vcf_to_validate.vcf> -t
HG002_SVs_Tier1_v0.6.vcf –em Simple-
Counting –configFile config.json –in-
cludeBed HG002_SVs_Tier1_v0.6.bed -o
<dir_with_comarisson_results_from_wit-
tyer>.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2

Результаты оценки чувствительности и точности работы инструментов для поиска структурных вариан-
тов для файлов выравнивания, полученных с помощью DRAGEN на прочтениях разных длин и покрытия
для разных диапазонов длин вариантов, для структурных вариантов типа делеция.

Smoove, Manta, Delly

Manta

90

90

90

91
92

92

87

2134

15 25

18.531

2514
20.5 34

47 63

3723

Smoove, Delly

Smoove

Delly, Manta
Delly

Smoove, Manta

0 200

Smoove, Manta, Delly

Manta

92

92

91

92
92

92

87

21 34.5

14.2 25

18 30

2414
20 33

47 62

3623

Smoove, Delly

Smoove

Delly, Manta
Delly

Smoove, Manta

0 200

Smoove, Manta, Delly

Manta

85

87

87

89
89

91

79

25 39

17 29

22.5 36

2817
23 36

58 71

38.525

Smoove, Delly

Smoove

Delly, Manta
Delly

Smoove, Manta

0 200

Smoove, Manta, Delly

Manta

84

86

86

89
84

88

74

24 37

2030

2337

2917
24 37

62 72.5

3826

Smoove, Delly

Smoove

Delly, Manta
Delly

Smoove, Manta

0 200

Smoove, Manta, Delly

Manta

82

79.5

80

94.5
94

94

64

25 38

1829

23 36

3018
24 38

57 71

4029

Smoove, Delly

Smoove

Delly, Manta
Delly

Smoove, Manta

0 200

Smoove, Manta, Delly

Manta

93.5

1

1

1
93.5

92

86

42 58

42 58

60 72

6350

Smoove, Delly

Smoove

Delly, Manta
Delly

Smoove, Manta

0 200

94

1

1

1
94 24

94

93 3 7

2 4

53 68

0 200

86

85 31.546

84 32.5 47

96 30 46
95 31 47

92

62 34 14

34 49

54 68

0 200

84

87 32 47

87 32 47

89 31 46

84 33 47

82.5

75 33 46

33 47

51 68

0 200

85

88.5 31 46

88 31 46

91 30 46

87 31 46

86

79 32 46

33 48

48 61

0 200

91

91 26.5 41

90.5 27 42

93 26 41

92 29 44

91

85 30 44.5

30 45

40 55.5

0 100

91

93 26 41

93 27 41.5

96 25 40

93 28 43

91

84 30 45

30 45

40 55

0 100

97

98 71 82.5

98 72 85

98 67 80

97.5 69 81

97

88 74 80

75 84.5

77 86

0 200

95

97 71 82

97 72 83

98 67 80

96 69 80

95

86.5 74 80

74 83.5

77 85

0 200

93

97 75 85

97 77 86

97 72 82.5

94 71 81

93

77.5 76 77

80 86

80 86

0 200

93

97 75 85

97 79 87

97 73 83.5

93 73 85

91

76 77 76

78 85

82 86

0 200

99

99 78 87

98 80 88

99 70 82

99 69.5 82

98.5

93 80 86

80 88

75 85

0 200

95

90 2

90 1 2.1

100 2

97 10.56

99

96 48

10.5

81 89

0 200

93

92 71 80

89.5 74 81

97 61 75

96 62 75

98

78 73 75

72 81

64 77

0 200

95

94 73 82

93 76 84

97 61 75

97 60 74

96

77.5 75 76

74 83

61 75

0 200

94

91 76 83

89 80 84

97 67 80

94 66 78

96

70 77 74

77 84.5

68 79.5

0 200

91

91 77 83.5

88 82 85

96 72 82

91 80 85

95

68 79 73

80 85

72 81.5

0 200

96

97 72 82

96 72 82

98 63 77

99 63 77

98

94 77 84.5

72 82

63 77

0 200

99

99 37 54

99 37 54

100 57.14

100 1424

97

95 57 71

43 60

16 27

0 200

97

98 71 82.5

98 72 85

98 67 80

97.5 69 81

97

88 74 80

75 84.5

77 86

0 200

97

97 92 94

97 92 94

99 84 91

98.5 84 91

99

94 92 93

92 94

84 91

0 200

93.5

97 92 94

96 92 94

98 87 92

98 87 92

99

94 93 93

93 93

87 92.5

0 200

97

97 93 94.5

96 93 94

98 87 92

97 93 95

98

95 93 94

93 95

87 92

0 200

97

97 83 90

97 84 90

99 71 82

98 72 83

98

97 90 93

84 90

72 83

0 200

98

98 44 60

98 44 60

100 2035

99 4327

99

95 67 80

50 66

2743

0 200

97

98 71 82.5

98 72 85

98 67 80

97.5 69 81

97

88 74 80

75 84.5

77 86

0 200

84

84 94 88.5

84 94 88.5

93.5 88 91

88 93.5 91

93.5

78 97 86.5

94 88.5

88 90

0 200

67

82 97 89

82 97 89

93.5 88 91

93.5 88 91

93.5

78 97 86

97 79

88 91

0 200

84

84 97 90

85 97 90

93.5 88 91

84 97 90

93.5

76 97 85

97 90

88 91

0 200

93

93 82 87

93 81 87

96 79 87

96 78 87

96

74 88 80.5

82 87

79 87

0 200

52

48 42 45

42 57

47 42 44

87.5

89 6348

89

85 50 63

48 50

49 63

0 200

Точность Чувствительность Fscore

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d1) |
[50:100]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d1) |

[100:200]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d1) |

[200:500]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d1) |

[500:1000]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d1) |

[1000:10000]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d1) |
[10000:]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d2) |
[50:100]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d2) |

[100:200]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d2) |

[200:500]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d2) |

[500:1000]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d2) |

[1000:10000]

DRAGEN
|2 � 150|
25 (d2) |
[10000:]

DRAGEN
|2 � 150|

75 (d1 + d2 + d3) |
[50:100]

DRAGEN
|2 � 150|

75 (d1 + d2 + d3) |
[100:200]

DRAGEN
|2 � 150|

75 (d1 + d2 + d3) |
[200:500]

DRAGEN
|2 � 150|

75 (d1 + d2 + d3) |
[500:1000]

DRAGEN
|2 � 150|

75 (d1 + d2 + d3) |
[1000:10000]

DRAGEN
|2 � 150|

75 (d1 + d2 + d3) |
[10000:]

DRAGEN
|2 � 250|

68 |
[50:100]

DRAGEN
|2 � 250|

68 |
[100:200]

DRAGEN
|2 � 250|

68 |
[200:500]

DRAGEN
|2 � 250|

68 |
[500:1000]

DRAGEN
|2 � 250|

68 |
[1000:10000]

DRAGEN
|2 � 250|

68 |
[10000:]

NovoAlign
|2 � 250|

72 |
[50:100]

NovoAlign
|2 � 250|

72 |
[100:200]

NovoAlign
|2 � 250|

72 |
[200:500]

NovoAlign
|2 � 250|

72 |
[500:1000]

NovoAlign
|2 � 250|

72 |
[1000:10000]

NovoAlign
|2 � 250|

72 |
[10000:]

DRAGEN
|2 � 150|

50 (d1 + d2) |
[50:100]

DRAGEN
|2 � 150|

50 (d1 + d2) |
[100:200]

DRAGEN
|2 � 150|

50 (d1 + d2) |
[200:500]

DRAGEN
|2 � 150|

50 (d1 + d2) |
[500:1000]

DRAGEN
|2 � 150|

50 (d1 + d2) |
[1000:10000]

DRAGEN
|2 � 150|

50 (d1 + d2) |
[10000:]
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ПРИЛОЖЕНИЕ 3

Результаты оценки чувствительности и точности работы инструментов для поиска структурных ва-
риантов для файлов выравнивания, полученных с помощью DRAGEN на прочтениях разных длин и
покрытия для разных диапазонов длин вариантов, для структурных вариантов типа инсерция.

DRAGEN |2 � 150|
25 (d1) | [50:100]

DRAGEN |2 � 150|
25 (d1) | [100:200]

DRAGEN |2 � 150|
25 (d1) | [200:500]

DRAGEN |2 � 150|
25 (d1) | [500:1000]

DRAGEN |2 � 150|
25 (d1) | [1000:]

DRAGEN |2 � 150|
25 (d2) | [50:100]

DRAGEN |2 � 150|
25 (d2) | [100:200]

DRAGEN |2 � 150|
25 (d2) | [200:500]

DRAGEN |2 � 150|
25 (d2) | [500:1000]

DRAGEN |2 � 150|
25 (d2) | [1000:]

DRAGEN |2 � 150|
75 (d1 + d2 + d3) |

[50:100]

DRAGEN |2 � 150|
75 (d1 + d2 + d3) |

[100:200]

DRAGEN |2 � 150|
75 (d1 + d2 + d3) |

[200:500]

DRAGEN |2 � 150|
75 (d1 + d2 + d3) |

[500:1000]

DRAGEN |2 � 150|
75 (d1 + d2 + d3) |

[1000:]

DRAGEN |2 � 250|
68 | [50:100]

DRAGEN |2 � 250|
68 | [100:200]

DRAGEN |2 � 250|
68 | [200:500]

DRAGEN |2 � 250|
68 | [500:1000]

DRAGEN |2 � 250|
68 | [1000:]

NovoAlign |2 � 250|
72 | [50:100]

NovoAlign |2 � 250|
72 | [100:200]

NovoAlign |2 � 250|
72 | [200:500]

NovoAlign |2 � 250|
72 | [500:1000]

NovoAlign |2 � 250|
72 | [1000:]

DRAGEN |2 � 150|
50 (d1 + d2) | [50:100]

DRAGEN |2 � 150|
50 (d1 + d2) | [100:200]

DRAGEN |2 � 150|
50 (d1 + d2) | [200:500]

DRAGEN |2 � 150|
50 (d1 + d2) | [500:1000]

DRAGEN |2 � 150|
50 (d1 + d2) | [1000:]

Точность Чувствительность Fscore

Manta 98

99

50 66

45 62 4.6 8.7

97.5

100

24 38

3319.5

97

99

56 71

108.5

98

100

51 67

107.3

99

100 3.97.5

38 55

1.22.1

98

100

38 55

94.5

Delly

0 100 200

Manta

Delly

0 100 15050

Manta

Delly

0 100 200

Manta

Delly

0 100 200

Manta

Delly

0 100 200

Manta

Delly

0 100 200

99

100

21 35

100

100

19 31

79

99 37 54

99 34 51

99.5

100

25.5 41

99.5 4126

0 10050 150

0 100 15050

0 100 15050

0 10050 150

0 100 15050

0 100 15050

6.5 2100

100 169

100 29 45

100 24 39

100 13.5 24

100 2413.5

0 10050

0 10050

0 100 15050

0 10050 150

0 100 15050

0 10050

4.97100

100 14.57.8

97 14 24

97 16 28

100 16.5 28

100 2816.5

0 10050

0 10050

0 10050

0 10050

0 100 15050

0 100 15050

3.7791

96.5 2615

91 25 39

94.5 22.5 36

98.5 16 28

99 2917

0 10050

0 10050

0 100 15050

0 10050 150

0 100 15050

0 10050
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ПРИЛОЖЕНИЕ 4
Сравнение качества работы биоинформатических инструментов с помощью показателя Fscore на при-
мере поиска структурных вариантов типа DEL на разных диапазонах длин

№ Диапазон 
длин, пн

Пайплайн 
выравнивания

Длина прочтения (пн), 
глубина секвенирования

Показатель Fscore для биоинформатического 
инструмента

M
an

ta

Sm
oo

ve

D
el

ly

M
an

ta
 +

+
 S

m
oo

ve

M
an

ta
 +

+
 D

el
ly

D
el

ly
 +

+
 S

m
oo

ve

M
an

ta
 +

+
 S

m
oo

ve
 +

+
 D

el
ly

1 50 : 100 DRAGEN 2 × 150, 25x (d1) 63 31 37 25 34 25 34
2 × 150, 25x (d2) 62 30 36 24 33 25 34.5
2 × 150, 50x (d1 + d2) 71 36 38.5 28 36 29 39
2 × 150, 75x (d1 + d2 + d3) 72.5 37 38 29 37 30 37

Средняя для 2 × 150 67.1 33.5 37.4 26.5 35.0 27.3 36.1
2 × 250, 68x 71 36 40 30 38 29 38

NovoAlign 2 × 250, 72x 72 0 63 1 58 0 58
2 100 : 200 DRAGEN 2 × 150, 25x (d1) 55 41.5 45 40 43 41 45

2 × 150, 25x (d2) 55.5 42 44.5 41 44 41 45
2 × 150, 50x (d1 + d2) 61 46 46 45 46 46 48
2 × 150, 75x (d1 + d2 + d3) 63 47 46 46 47 47 47

Средняя для 2 × 150 58.6 44.1 45.4 43.0 45.0 43.8 46.3
2 × 250, 68x 68 47 44 46 47 46 49

NovoAlign 2 × 250, 72x 68 0 3.7 1 4 0 4
3 200 : 500 DRAGEN 2 × 150, 25x (d1) 86 83 80 80 81 82.5 84.5

2 × 150, 25x (d2) 85 83 80 80 80 82 83.5
2 × 150, 50x (d1 + d2) 86 86 77 82.5 81 85 86
2 × 150, 75x (d1 + d2 + d3) 86 87 76 83.5 85 85 85

Средняя для 2 × 150 85.8 84.8 78.3 81.5 81.8 83.6 84.8
2 × 250, 68x 85 88 86 82 82 87 88

NovoAlign 2 × 250, 72x 89 2.1 9 2 10.5 2 10.5
500 : 1000 DRAGEN 2 × 150, 25x (d1) 77 81 75 75 75 80 81

2 × 150, 25x (d2) 75 84 76 75 74 82 83
2 × 150, 50x (d1 + d2) 79.5 84 74 80 78 83 84.5
2 × 150, 75x (d1 + d2 + d3) 81.5 85 73 82 85 83.5 85

Средняя для 2 × 150 78.3 83.5 74.5 78.0 78.0 82.1 83.4
2 × 250, 68x 77 82 84.5 77 77 82 82

NovoAlign 2 × 250, 72x 27 54 71 14 24 54 60
1000 : 10000 DRAGEN 2 × 150, 25x (d1) 91 94 94 91 91 94 94

2 × 150, 25x (d2) 91 94 93 91 91 94 94
2 × 150, 50x (d1 + d2) 92.5 94 93 92 92 94 93
2 × 150, 75x (d1 + d2 + d3) 92 94 94 92 95 94.5 95

Средняя для 2 × 150 91.6 94.0 93.5 91.5 92.3 94.1 94.0
2 × 250, 68x 83 90 93 82 83 90 90

NovoAlign 2 × 250, 72x 43 60 80 35 43 60 66
10000: DRAGEN 2 × 150, 25x (d1) 89 90 85 90 89 90 89

2 × 150, 25x (d2) 90 88.5 86.5 91 91 88.5 88.5
2 × 150, 50x (d1 + d2) 91 89 86 91 91 89 79
2 × 150, 75x (d1 + d2 + d3) 91 90 85 91 90 90 90

Средняя для 2 × 150 90.3 89.4 85.6 90.8 90.3 89.4 86.6
2 × 250, 68x 87 87 80.5 87 87 87 87

4 NovoAlign 2 × 250, 72x 63 44 63 57 63 45 50
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In this study three structural variant callers (Manta, Smoove, Delly) were analysed on the whole-genome se-
quencing data using four different alignment algorithms: DRAGEN, GDC DNA-Seq Alignment Workflow,
GDC DNA-Seq Alignment Workflow + GDC DNA-Seq Co-Cleaning Workflow, NovoAlign, different
lengths of raw reads: 2 × 150 bp and 2 × 250 bp, different mean genome coverage values. Results were com-
pared to etalon results of GIAB team. Structural variants validation was hold also with Sanger sequencing.
Structural variants deletions and insertions as it turned out were best determined with Manta tool. We’ve got
89–96% of accuracy and 59–70% of sensitivity for analysed deletions, and also 96–99% of accuracy and 15–
36% of sensitivity for insertions. Smoove and Delly showed less accurate and sensitive results (Smoove: 91–
95% of accuracy and 8–54% of sensitivity for deletions, Delly: 78–87% of accuracy and 31–66% of sensitivity
for deletions, 99–100% of accuracy and 1–13% of sensitivity for insertions). Simultaneous using of two or
even three structural variant callers didn’t give a rise of accuracy and sensitivity for deletions. Analysis showed
that accuracy and sensitivity of structural variant callers rise with the rising of mean genome coverage value,
increasing of reads length from 150 to 250 bp influence in to varying degrees on the accuracy and sensitivity
of individual tools. Another inference of this study was that accuracy of structural variants callers vary de-
pends on structural variants size range. For example, Manta finds better deletions in the range from 200 and
more bp, Delly – from 1000 to 10000 bp, Smoove – from 200 to 10000 bp.

Keywords: structural variants, WGS, short-read sequencing, alignment, GIAB.


