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4- Transcript 
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8- Capillary electrophoresis 

9- Run 

10- Next Generation Sequencing (NGS) 
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��� .�� 7��6 �	� �% �+ ��E����� 38����� )3#�� c�W 38#��� :,�5� �% 9H 9��� eV� ���

 �% f%��% ����=� �I �#�W�� � ����W7%����  �&$� ��� �� ����� � ��+�� 9H .	 �+ ���5�
 �% 9H 9��� f��� �#� I 9H 9��� c�V� )���7%��  ��
�� �� 3�� � ��; �A# %��� ���5�                                        

X</���	 �� 9�!# ����=� �I )>K� ���-� �W �% f3�%9H C�3+9��� X	�>$� ��I% ��2 �� f3#��
 �I���#���
# 73	% �g���� �% ��� �&��% ��h6 ���D �% �	�� )����3�'+� X8� �W �% f3#��

X	���D3 �� ���K� �#� I 9H �I f38+miRNA �� �� �3	3/ ����#�
# .	 �% 9����  ,�5�
9�
� f%�
# i!+ �8�8/ �%��8��� �A6_� �+ �#�0 )%��X��D �8��%�� �+ �	�� c�W 38#���

��� j��� )3#�� .  
.���&k	�-'#��� �� @��;��4 ����8$ �+ �$�	 X	�>$� ��� 8������ ��� ���	RNA  3#%�% 9�!#

����6 � 9H ��&]�� �� �5�$ X#�% �+��� #5 9H ���
� �� )��9���3#�/ .� ,3� �� ���5�                                          
,�5���� i��l [_��+ �#�'#� ��� .7%�%C�=&5D �� �?�6 3	3/ �������� ��� ���	RNA  :�8�

9H ��&]�� �% ����� ���'� 7%�% 9�!# ��)9H 9��8� ��� �+%�	 �<#" �� 3	3/ �&]�8��# ���                                
��%�� ( �� �� ���# ����#��,�W �� �0>���# ��� ���73�#���� 385� � 7���+3#� . �3�� @����V�

7%�%�#�0 �� ����'� �� �� �%�	� ���3	3/ ���)  @��_W� �+%�/�� ����� �� ����&��#��  �<#"
%��" `���$ )��� 7%�� %�3�� ���'� .X��mD ���� �&]�8� n��; .	 �+ ��� 7%�� ���# �� ��

                                                           

1- Over-expressed 

2- Up-regulated 

3- Splicing 

4- Transcriptomics 

5- Annotation 
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 �% 73�����/ ������	� ���	 73� ����� �8	>� �+ ���j	�� �]�# �� ���	��� 9�#�; �� ��1  X��+
��3��	 .�	� 0�>� ���%���&�% �%�o&;� �	>�� 7�<� �% �� ����$ �&6 � ��� ��A&#��� %��	�38+ .  

��� �5
� ,�?� �� p�&+ �	�7%�% >���#" �������� �% �� ���	RNA �� 3�+��3	�
# . ,�6 �	� ��
�
# ,�?� 9��� 9�3� �� ���>��R��� ���!	���" ������  %�
# e	�!� . q6��� )�o$ �	� �%

 �� �]�� )73	%�0 �R��� ����l ����3\��
�����&�%���2 ��+ �%�0 .	 )73� e	�!� �����3  �R���
C�# 38I C��#��� � 73	%�0�� �$��� 3�=� ��>$�3#�� . �� ��&<� r�% 738#��] �o$ �	� ��<&#� �%
 �� )9" �6��� � 38	"�$ �s+`���=� ���% 3���] )t	�&# ��'=� � `'�� �� 7H��D .  

����� �% ,�
�� ��+ �%�0 .	 ���	RNA 7�� # �%� 1-1 ��� 73	%�0 �R��� . �	� :���
38	"�$ �� ��+ �%�0�<&#� � 7%�� ��� !	���" ��� 9" ��	3� ��7%�% �	�� `&] >���#" � ��%�� .  

1-2  �����
�RNA 

 [E�
��RNA �#�
# ���$�� ��� ,�5� �	 7��� ������%��  �� 7%�=&�� �� � 3
�8� �	 73�           
��+ ��A# n�&�% �% ����� ���RNAEasy )9�
�" )935	�� )9H�	�+4( )TRIZOL ) i	E

��#�=���+ )3�>���+ )>	H���8-�5 ( �	RiboPure )n�> � )��&��� )9�����6 (�3/7 )4��2&�� (��%�� .
�	� �	>� ��+ %�	� �	%�\� 3���� � �<#" �� 7%�=&�� 9%�� 9��" )��RNA  %����+ @��? �% �s+

��� �<#" e��? .�#���� �����3/ ���� >�# �3�"��+ ���RNA %�/�  ��8�� �� [��3
� �+ 3#��%
 ,�o��RNA � �'�W�8K� @��v ��38&'� ���&� . �����3/ � �!&'� )@��v �	�RNA  ��<'� ��

��38	�
# .�� �	� �� 7�_� 9���RNA �$�� �� ��*��; � ������$ �% 73� ���b� ��� �% 73� ���0
 >�# ��$���D�����3/ %�
# �+ 38I�� )���� 73	� ,"�
#3��� . *	�2� �� >���D ����RNA  )

�#�
#�� �� �� %��� �% 9���73#��3< #�RNA  ��A#RNAlater )9����� ( �� �3&�� �	 7%�+ ���3< #
 �58$ 9��'���� .	 �% wk� � 7%�
# ���"�$ �	>/ @��?)TRIZOL (%�
# 7��]v . �% ��8g
�

�� �56�� �	��#�
# 9��� ���RNA 7%� ���� ��7��3#� ��� ��A# x�] ��RNA .I�+ ���8  ��
��� .
+y�#� �#�&� ���)miRVana 9����� ) (zy�8%�
# ���� .�� �	� �� 7�_�#�
# 9���y� �� ��  

                                                           

1- Moor's law 

2- Protocol 

3- Workflow 

4- Qiagen, Hilden, Germany 

5- Life Technologies, Carlsbad, CA 

6- Ambion, Austin, TX 

7- Isolation 

8- Small RNA 
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��	 
� 1-1 :�	�
 $%����� &	'�	�(� (� �
 ��	�RNA  .���� 	� *+	� (� �	% ,��- .�� ,/� (� 0�	1 �	�
����� ��	�RNA �2��- 	� ������� ���� ��	� ��	�CLIP ����� 3 ��	�miRNA ����� /  ��	�RNA 0$%  4	'


����� .  

 �� �3&�� @��?RNA �5LD ,H ��� ���$��&-�� �� 7%�=&�� �� wk� � 7%�
# 4��2&�� �s+3��_	�+�1 
%�
# p�2&#� � �����3/ 7��3#� n��� �� .  

��5+ �% [��	�\�� P%����  �����3/RNA  �� �#�
# )�s+DNA �� 7%��" ���#H%�� . :�l�� �	�
p�8&/� �3�"��+ � ����'6 �	�<# �% )3��� >�I�# ���'� �0%��" �	� �0� �&6 � 7%�� �	{D�#         

                                                           

1- Polyacrylamide gel electrophoresis 
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����� ���	RNA �$�0 3���] ���; ��|�� ��� .,�
�� �	����8� `h� ���� �+ ��� �	� ��+ �	��
 �0%��"DNA 7%��" �� X�D�#�
# )�#�2��&+ ���� ���RNA  �� )73� �3/ �s+DNase #�� ��
��3 .

��+ �b+� ���DNase  �+ 38&'� �%��� ���6DNase �56�� 9�	�D �% ���  }{6DNA ) ,��$��z
��388+ . ��3\�RNA �#�2��&+ ��-!� ���� ���# %��� �s+� ����� ���	RNA ��� @��=&�. 

�
�����&�% 38����# �#�2��&+ ��-!� ���� %��3#�&�� ���1/0  ��10  C�0��-��RNA  � 7%�� �s+
�
�����&�%�� >�# E�� ����'6 �� ��� 38#�����  36 �% >�I�# �	%�\�10  C�0�-�DRNA  >�#

38�% ��-!� �� �#�2��&+ . �����3/ 93� t	�� ��RNA .� �� ,�5���+ �� ���&�% )�� ���
�����+ ��8I ���� �?�o&]���� 93� ,��3&� ,�6 �% >�# �	�� .  

1-3  ����� �� !�RNA 

��+ �	�&<�  ��=�+ �+ ��� �	�RNA �	>�� �A# �� �� 93� ��-!� �� ��; ��
+ � x�5] )
�� ����� �#�2��&+#3 .��� %�/�� C�=&5D �	38I �56�� �	� ���� .���%�#�#1  9" ���!� �����>�� �

�8���5$ p{/ 9�>��2 �#�
# �% �� .�U5+�# 3��� ���260  �280 7��3#� �&��#�#�� ���0388+ .
 ���� �A# %��� j	�� �� �&����-�� .	 �� �&
+ %�36 �% �+3#� ��3\� �<8� 38����# ��+ �	�                                         

7��3#��� *���� �	3� � 7%�� ���0�#�
# �� �&���#�# 38I �	 � 7%�+ ��;� �� �#�
# .	 9����  �� �����
%�% ���; 7%�=&�� %��� .=&�� X#��] .	 9%��" ��% �� ���� � 7%�� 9��" ���'� ��>�� �	� �� 7%� �<8�

 ��#�| 38I ���# 9��� �&��% �#�
# 9��>
� ��W �� � �� �%�	� ����� 9����$�0 ��+ �� .�5� `z�
7� &�% �	� �-8	��� ���
# ��� )3#�� � 7��3#� �� �#�
# p{/ 9�>�� 38#��� ��� 38#���RNA  �

DNA >	�
� �
# ���&# �% � 3#�� �R�;�#�
# �	" �+ 38�% 9�!# 38#���� RNA  �� 7%��"DNA 
��] �	 ��� . �	� �� 7�_�RNA  ���!� �!#��] >�# 73� *	�2�RNA  ���&# �% � �&��% `���

�
#%��" ��% �� �� �#�
# ��	�\� ��=�+ 9��� . p{/ ��'# ���260  ��280  �% �� ����_W�
 �0%��" %����� �R��� �8�U���D3�% .  

�k	�D 9�I3 �#�
# 9%�+�8��% �% ��� 7%�3�� �% �&���#�#� �����&k	�D4  t	�� ��� !	���"
��7��3#� ��? )3�����	�D �% ���0�8��% �	�� �A5z ���)ng/µL (X��I ��� �-
� >� #���

3���. �+����&����5$5 )>	H���8-� i	E (�#���� � �&!� @E�o�� �8���5$ 9�>�� �+ ���!� ���

                                                           

1- Nanodrop 

2- Fluorescent absorbance 

3- Pipetting 

4- Pipettor 

5- QubitFluorometer 
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73� 3��� ��7��3#� �� .�U5+�# ����� ���0 X�8� )388+RNA  �	DNA �#�
# �%@��? �� �� �� 
`�\&'��� C��#� ���38�% .7%�=&�� ��  �� �� 7��
� ��	�D �A5z �� ���%��3#�&�� X�8� ��

��+ 9����0� ^] .	 ��� �8���5$ �	%�\� ���0��+9" *;��&� � ��%��3#�&�� �� 9�������                                   
�V\#���	 X�8��� *�� )9����0� ^] �	� ��� �#�
# �8���5$ ���X�8� �+ %�� ���

�?�o&]�e��? )���8��% �% � ��� j��� .���8	% �	%�\� �� ���RNA 3	" ��% �� �� . �� 7�_�
 �&
+ r3#� �	%�\� )�	��� �&6 � 7%�� �$�+ X�8� ���� �&����-�� .	 �� >�# �� �	%�\� �	� 9���

%�
# ��;� .�5��#���� �	� )��� �	� �� 7%�=&�� �0%�� `z��
# >�# ���	>�� ��3\� 38#��� �03�
RNA 38�% 9�!# �� .%�
# 7%�=&�� �� 	% ����>�� �� �&'	�� )�-!� �	� j$� ���� .  

�>	E�#"�	�� �85�/�1 �#���� .	� �3�	�5$��-��2 ���$��&-�� ��	�� �� �8&��3  X�8� ����
��� .�U5+�# ���3��� .`�6 � ����'6 �� #��� �#���� �	��� ��=5� `� �� �� r3#� ���38+ .

7��3#� ���� >�# ���$��&-���38�4 �#�
#�� �&$�0 ��+ �� .�U5+�# 3��� ���%�� . �+ �&;�
 7��3#� ���%��3#�&��>�# �#�
# ��8+ �%���$��&-�� �� ��7��3#� )3#���
+ � �38� ����RNA  �% ��

3��� �A5z %��� �% ����6 @��_W� �� 7�_� )�#�
# 9�!# >�# �� �<#" ��=�+ ).�U5+�# ���                                            
���%3 .RNA �	����
�� @��? �� 73� �	>�� ���5 �-��� 9�� ���� ���� ��	�D ��3#��.  ���

RNA 4�� `��� �s+���6 �>��7  �%S28  �S18 �� 9�!#3�% .�#���� �	��  ���6 �>	E�#"�	��
k�I��-��� ,�&8+ �� �+ ������0��� 7��3#� ���8  ���� C�E ��h$ � 73�12  @��? �� �#�
#

%��% �� 9��>
� .�#�
#��52� �8���5$ �#� .	 � �
�5LD .	 �� ��  �+�6 �	�W �� wk� � 73�
�� j;�� X�8� %��� � 73	%�0 ���0��� ����$��&-�� ��	��3#�� . >���#" )��+ �	� �� 9��>
�                                   

7%�%7%�% � 73� C��#� 7� &�% ��� ���� �R��� ,H ���� �	�o� .	 @��? �� ���$��&-�� ��� %%�0
%�+ ��+ �	�W �	� �� �� )3#��% @%�� ���
�� ,H ��� ���$��&-�� �� �+ �#�����+ ���� �<#" �� 9

7%��%%�0 �� .�#�
# .	 �� �����/� 7�� # �% �>	E�#"�	��� 1 -2 ��� 73� �R��� .  

1-4 #$�	%�&�'�� � ���� 

����� �� X�D	y )���RNA /�� ���y��&+ .	 �� �#�
# .	 �% %�y�#�2� cDNA 738	�
# �+�   

                                                           

1- Agilent Bioanalyzer 

2- Microfluidics 

3- Capillary Electrophoresis 

4- Sizing 

5- Smear 

6- Peak 

7- Sharp 

8- Load 
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��	 
� 1-2 :�8/�9  *�:�% ;<2= ���� ���>	
���	� *2
�8�RNA . ?� �8/�9���8�  �@�A�)C9 �
D ;%
����
	E=� ( ?� / �8/�9���8� *=� ��G ���� ;�	�
 �
��
 .  

��5+ �,�-��� ���RNA �� �	3�� )��� �#�
# �% %�/����3# . ��� 9" �56�� �	� ���/� ���%
,�-��� �
� �% �+ ���RNA ����� [�
�\&'� �<#" ��/ �� � 73!# ���	DNA ����� �� ���	                                                 

��3#�� . ,�-��� ��	�DNA  ��� �� ��&!�� ����� >�# � �&��% ��&<� �	��
�� ���3	�D
����� �	��
�� � ���	�
�����&�%C�=&5D �� C�3+ �� �% %�/�� ������ �����%��% ���	 . �	3�

7%��" �% )*���� �#�2��&+ ������ ,��#% }3� �%%�� .�8�	" �#�2��&+ �-8	� �'2#�  C�
�
��
#RNA  �-8	� C�% � 7%�� �#�
# �% %�/�� ���RNA  ��DNA %�� �	3�� . C�=&5D ��                                              
����� ���	RNA )�8P���P� ��A#13	E�� )2�#��� 9�	" )3 ( �
�����&�% � �&��% �� %�] �?�o&]�

��<� �� ����# �	����8� � �
�����&�%�'�# �<#" �� C�3+ �� ���� �#�0�3/ .�
�����&�% ���
���� C�=&5D �� ���� �#�2��&+� ��+�� 7��
���� �<#" �� ����� p� �%�	�� �+�� �R��� ���

738�%� ] n�&�% �% )���>� @��338&'� ) ,�3/1 -1.(  
��+7%��" ���� ����� ��� 7%�=&�� ��\$�� �� � 7%�� n�&�% �% >�# �#�2��&+ ������3#�� .

�� ��8g
�#����7� !	���" �% �+ �%��� �� 7%�=&�� �� 3�'	� ��� ,�
�� ��W �� ���-��� ���8�
�� 7%�� ��+ �� )3#�� �o2� ��+ %�] ����8+ 3�����3 .��+ ��8I �&��� )%����+ ���<� �� �	��

<�y�8�]�� ����� @E�o�� �#���&!D � ����y38&'�# ��%�� . ��8	� �%6���� ��<� �
�����&y�%�  
                                                           

1- Illumina 

2- SOLID 

3- Ion Torrent 
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 �/�81-1 :I�:E
J����� �
�� �	� ��	�RNA �-K�/ /	L
� ����� �	�  

C�=&5D   �	��
�� ���
��������	  

,�?�  �	��
��
1�2!�  

 .8���	�'��  

�8P���P�  ������>&8� ���	  �8���5$  www.illumina.com  

3	E��  �����9�	�D ���	��%  �8���5$  www.invitrogen.com  

 �L�454  ������>&8� ���	  w#�'8����  www.454.com  

�#��� 9�	"  ������>&8� ���	  9����D ����%��"  www.iontorrent.com  

� .�=���D�>'8	���	  ����� �>&8� ���	
.����-���  

 �8���5$��C� 8� 
)�A����(  

www.pacifcbiosciences.com  

��D�#�# %��='+"  ����� �>&8� ���	
.����-���  

 9�	�/ @��=�
 �� ���� �� �-	�&-��
{=8� .	 �� 3���U5+�#  

www.nanoporetech.com  

����� ���� �#�2��&+ ���	RNA P� C�=&5D �%P����� �R��� �8%%�0 .7�� # �% ��+ �6���� 1 -3  >�# 9�!#
7%�% ��� 73�.  

��<� �5?� �6���� �� ��� @���� �#�2��&+ :  
1-  %�361  ��10  C�0��-��RNA  ��� 73� ����� >�# 9" ��=�+ �+ `��� � 1��] �s+

�� �&��%��%�� .%��% � &'� 7%�=&�� %��� C�=&5D � 9" %����+ �� ���# %��� ��;% `�6 .  
2-  ��RNA  )�s+mRNA �� 1�52�%%�0.  ��+ �	� ���� ,�
�� ��W ��RNA                                 �� �s+

7�<L�� ��s� �'�W�8K� ���-dT �� �o&�%�� . 93� j$� �� 9�8�
W� ����RNA  ���
 �	�� � �?�o&]���z �����	�RNA � ��s� �� ��-dT     ��/� ����% 1�52� �� �56�� �	� )              

��%%�0 . 9�	�D �%mRNA 7�<L� �� ��� ��s� ���-dT �� �3/3#�� .  
3- mRNA �� 9������-#� 738�% ��� %��� �� 1��]%%�0 ��V; ��V; �� %�� . �	� 9�	�D �%

�&�� )�56�� ���mRNA ��V; �	38I ��� �� �&'-� .I�+3#�� .  
4-  �3���U5+�# X� ����0��z")���> � (%�o� @��V; ��3&�� �� �$mRNA                                       73#��'I

��3#�� .  
5-  `	>#" .
+ �����#��n�-�� ��%��1  @��V; ��� ��mRNA n�-�� �'	�#��2  @��?

 ���&# �% � �&$�0cDNA �� 3���� ��3#�� .  

                                                           

1- Reverse transcriptase 

2- Reverse transcription 
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��	 
� 1-3 :��L� 01���� �
	N�	E%� ����� ��	�RNA 

6 - �&���  C�%)���\� (cDNA  � 73	%�0 3����RNA �� ��� ��%�� . )�56�� �	� 9�	�D �%
cDNA �&�� �% ��)ds cDNA (�� �?�6%�� .  

7- ds cDNA 5+�# ��y`	>#" )��3���U$�� )��y � ���RNA �� ���'+�D � 1�52�%�� .� ��y 9��8  



10  ���� ���	
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�� ���� �	������ ��	�RNA 

�� ,�b� ,�o�� .
+ �� �� ��+ �	� 9���DNA 7�<L� �� ���b� ��� 7388+�!0�� ��$ �	{D
3��/1 )SPRI (%�% C��#� .7�<L� �	� �� 7%�=&�� �	>� �+ ��� �	� �% �'�W�8K����D ���

 ),�o�� �� 3��7�<L��� �� �� 9����'�  ��ds cDNA 7�<L� ��� �+�� �;�� �� 1�52� 38#��
3#�� .�� �!&'� �� wD 9���ds cDNA �56�� ���� ��� 7�<L� �� �3��%�
# �3/ �� .  

8-  ���ds cDNA 73� �3/� �<&#� `���� @��5
� )1��]2 �� @��?%��0.  
9- ds cDNA �� 1�52� )��� 73� `���� 9" ��<&#� �+%%�0 .�� ��+ �	�                                         ��� 3#���

7�<L� ���SPRI %�� C��#� .  
10-  ��<&#�3'  �%ds cDNA �5�#%" )��� 73� `���� �<#" ��<&#� �+ �	��3 ��3#�� .  
11- ����&D�%"4 )�������0��� ( ��ds cDNA �o&� )��� 73� `���� 9" ��<&#� �+5 ��%%�0 .

 ��<&#� �% �� �� ����&D�%"ds cDNA �� �o&�3#�� .�� ����&D�%" �	� �� ���� 38#���
�	�
# �#�2��&+ �% �!8+��6 3#�� .�� ���&D�%" �� � 	% @���� �� 3���U5+�# X� 3#���

3��� �&��% %�] ����� �% i5&2� .�	�
# .	 �� 7%�=&���  �% X8+�� �� ���� @��=&�
�� 7��/� �#�2��&+�#�2��&+ [�3�� �+ 3�%����� ���� �� ��=5� ���	73�  �	� 9�8g
� ���

 9�-��%��% %�/�  �+����� ���	%� �� D�%"�#�2��&+ �� ����&� ������  %�]p�'8� 3#�� .  
12- ds cDNA ��<&#� �+ �	�� 1�52� )��� 73	%�0 �o&� �<#" �� ��&D�%" � 73� ��
�� 9��

��3#%�0 .�� >�# ��+ �	�7�<L� �� 7%�=&�� �� 3#��� ���SPRI %�� C��#� .  
13- 7���#� X8+�� �� 7%�=&�� �� �#�2��&+���
�5D ��7 )PCR( �� �8z%%�0 . ����� .
+ ��

����� ��b-� )�0��z" 9��8� �� ����&D�%" �]�I �%�3�� %�3�� �� 7%�=&�� �� %�/�� ���)12 
 ��16 �]�I (�� C��#�%�� .  

14- ds cDNA ��<&#� �+ �	�� 9��`����  ^��� � 73	%�0 �o&� �<#" �� ��&D�%" )73�PCR 
73� �8z�� 1�52� )3#�3#%�0 .6�� �	��� >�# �57�<L� �� 7%�=&�� �� 3#��� ���SPRI 

%��0 @��? . 738�% 9�!# �#�2��&+ @�	�&�� )�56�� �	� 9�	�D �%mRNA ����� ���� 
%�� 38���] �#�
# �% %�/�� .  

                                                           

1- Solid-Phase Reversible Immobilization (SPRI) bead 

2- End-repair 

3- Adenylate 

4- Adaptor 

5- Ligate 

6- Index 

7- Polymerase Chain Reaction (PCR) 
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15- ��8����&�� 38	"�$1 ��=�+ ,�&8+ �2 �� C��#� �#�2��&+%�� .�� ��+ �	� 38I �� 3#���
%�� C��#� �	�W :1 (��2&#� ��b-�� 9H �	�W �� �?�o&]� ���PCR

3  �% �&'	�� �+
 )38��� �&��% ��h6 �#�2��&+2 (�
+����4  ,�o��ds cDNA )�#�2��&+ �% %�/��                    

3 (�-�"�����5 7��3#� � �#����$ j	����  ,H ��� ���$��&-�� �� 7%�=&�� �� �#�2��&+                         
�5LD�	�+��>	E�#"�	�� �85�/� ��� ���$��&-�� ��	�� �	 3��" .  

16 - �#�2��&+,���# ��6 ��=5� � 73	%�07 ��3#�� .����� ��$�� 9�I 9�	�/ ,�5� .	 �% ���	
�� �{� )��E�� �5�]����� �� �#�2��&+ �	38I 9��� %�
# ���	) ��24  �� ���� �� �#�2��&+

9�-�� 9�	�/ ,�5� .��I��� �	{D . [E�
�� ���6  ��12  �#�2��&+ �A# �% .��I �� �%
�� �&$�0%��.( ,���# ��3\� 9%��" ��% �� }3� �� ����ds cDNA  �� �% %�/��

�� @��? �#�2��&+%��0 .�
� ),�b� 9��8� ��� �#�2��&+�� �� �� 38#���10 �#�#                  �E��
ds cDNA �6 �% wk� � 73� ��;�`3#�� ��=5� ���'� ��� .�
� *���� �	3�� 

�#�2��&+%�� 38���] ���'� �� .  
17- �#�2��&+73� ��=5� � ,���# �+ �	�� ���� )3#�%��	�  � ���]�
�����&�% ����� �+ ���	

 %��% �?�o&]� C�=&5D �� � &'�)��A# :P�P��� )3	E�� )�8454  � ( . . .7� &�% �� ����� ���	
�� ,����3#�� .  

1-5 )�� *+�
��� �*,� ��- ����RNA  

1 -5-1 	2@���@�  

,��3&� �� �-	 C�=&5D �	�C�=&5D �	������� ��� 9��3�I .	 �% �	��
�� >&8� �� �8&�� ���	
��� �	��
�� j��� . )�#�2��&+ �]�� �� wDds cDNA 9�	�/ ,�5� .	 ��8 7%�+ �{0  �� �

,�-���	��� ����� �� 9%�� �
-� ��8�� ��� ��&D�%" ������ 3	��%%�0 .����� ���3	����  �+ 73�
9�	�/ ,�5� ^���  ��&D�%" ��<&#� �% �� �%�� �&��% � # ��b-� �LD .	 @��? �� )3#��                                            

��%�03# .����� �	� )73� 3���� 7��� ��� ��7%�3��  9�	�/ ,�5�3	���� 73�  ���/� �� 3�� �

                                                           

1- Validate 

2- Quality control 

3- PCR-specific gene 

4- Quantifying 

5- Visualizing  

6- Normalize 

7- Pool 

8 - Flow cell 
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 9�	�/ ,�5� �� ��6�# .	 )�]�I �	38I �� �ks+ �	38I ���6ds cDNA %�� 3���] �5?� . �s+
38	"�$ �	�) ���] ��-!�1 73���# ��%�� .���] ��-!� �� wD�� 7���#� .	 }{6 � ��                                 
ds cDNA ���� C�E @���+�� )�����>&8� �� �8&�� ���	2 �� 7%�% ���� 9�	�/ ,�5� ��'� ��%�� .

����� 9" �% �+ ��� �!8+�� >&8� �� �8&�� ���	 � 3���U5+�# .	 >&8� ��% �� �W �%)A )C )G 
 �	T ( � 73	%�0 ���%���	�o� � 73� 7%�% 1�2!� �8���5$ ,�8 �� .	 9��>
� � 73� 7%�>$�

�# :�# � 9�-� *���� �	3��� >���#" � 73	%�0 7��]v )73� 12!� ���>� 3���U5+%�� . �������
�#�>$� �	� ������V\# .	 �% ��� ���] .	 �� ���8&� �+ 9�	�/ ,�5� �� ����� ds cDNA 

��V; .	 ���� �3���U5+�# ��;% ����� )��� 73� ��-!��  �� �5?�ds cDNA �� `���$ ��%��" .  
 %�3�� ),�b� 9��8� ���� >&8� �����% �� �&
+ 3#���50  3���U5+�#)nt ( ��150  3���U5+�#

3��� .���l� �% ��8g
�3 ����� ������� ��o&� ���	 .����� �0�                         ��<&#� .	 �% �<8� ���	
ds cDNA  C��#�%��0�-� X#��] )4  73���#73� ����� �0� ���%��0 @��? �<&#� �% �� �% ���	 )

 X#��] ���l��	�<&#� �=/5 )�<&#� �% �� (�� 73���#%�� . �% ��#" ,�W � X#��] :�# �% �	�
 @��? �� �?_] �-�SR50  �PE100 �� 9�!#738�% 9�!# *���� �� �+ 38�%�  �-� X#��]

50 3���U5+�#�  �	�<&#� �=/ X#��] �100 3���U5+�#� ��� . ��!&'� 38����# �]�I �� 9�I
 @���+��7%�=&�� %���  .	 �{� )��� 3	3/ @���+�� 9%�+ %��� ����/� �����7� &�% ��� ���	 

�� ��� )����� ,�W � 7� &�% ,3� �� �&'� 3#���3  ��12 3!-� ,�W ��� . �� ����� i�W �8P���P�
7� &�%�� �l�� �� i5&2� ���%�3#��� �� ��38+ . 7� &�%Hi-Seq 2500  ��6  �=/ X#��] %���5��

� .	 �% �	�<&#��/� �� 3����3	�
# . n��\� �%PE100  �	� ,%��� %3�600 ��� 7%�% �	��� �0 .
7%�% �� `�6 �	�� �����a�>� ���'� ���	7%�% �� ���  ��
� �� � ��� ����V� .	 ���� ���# %���

�#�2��&+ �	� ���%�	�
# ��,���# �#�2��&+ �	38I � 73� ���{03	%�0 ��=5� � ���� .	 ��� � 7
 9�	�/ ,�5���/� ��3#�� .[E�
��  �% :�
��100  9�	�/ ,�5� .	 ��� �#�2��&+16 �#�] ��

��/� ��%�� .9�I ����� ��$�� �	� )��� %�	� �5�] 7� !	���" .	 ���� ���	 .	 �8P���P� �{�
����� 7� &�%.I�+ ���	��� 7%�+ �l�� >�# �&
+ %�3#��� �� �� .�#����� MiSeq �� 3#���3 � � 

 n��\� �% �+ 38+ 3���� X#��]PE100  ,%���5/8  .	 �% 7%�% �	��� �0���/� ��� 7��� �% .  

                                                           

1- Cluster generation 

2- Sequencing by synthesis 

3- Mode 

4- Single read mode 

5- Paired-end read mode 
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1 -5-2 ��>�=  

����� ���� 3	E��,�o�� �	�W �� ���	1  � 73� �&$�0 ��+ �� �<#" 1�2!� � ��3���U5+�#� ��s�
>
&'����� 3	_D� ^��� �+ ��� ���=&5D2 )3�>��+3 )��#�=���+ (�������� 73� ���� .9�
� �#�0

���� >�# C�=&5D �	� C�# �� �+����� �	��
�� ,�?� )3	" >&8� �� �-#" �� X�� )��� �	� �% ���	
��� ,�o�� �� �8&�� )3�8+ ����� .�#�2��&+ )3	E�� C�=&5D �% @��V; �� ��DNA ) �� �+                     

,�-��� ���RNA 0 �!8��&$�3#�( �� )7�<L����4 �� �o&� �'�W�8K� 3#��) .	 �� ,�-��� ��
7�<L� .( wk�DNA �� ��b-� 9��'���� .	 �% 7�<L� �� ��� %�/��%%�0 .�#�0 �� ��+ �	� ��

�� @��?�� �;�� 7�<L� �� 7��
� 73� ��b-� @E�o�� �+ %��038#�� . ��b-� @E�o�� 9" �� wD
�'#E���+ @��? �� 73� �!�� 3	_�� .	 ���� 3#��D ��38��	 .�0��z" �	38I �� 7%�=&�� ��5  �+

���
� �0��z" .	 ��6 3	����7 73� )3#����+���� 8 *'I�� ����% �����%9  @��? �� �8���5$
�� �o&� �0��z" �� �&��;�3#�� . �����% � ���+ ���;�� ����% � ��&'2# �% %�/�� ������ �0�

38��� ����� �
-��� ,���� ,�8 �� .	 >�# *'I�� � 7%�% �L� ,�o�� X8+�� )38+ . ���0��z"
�#�!#��� ��� t8D 3���U5+�# .	 ^���10 ��3#�� . %�/� ���% �� )�]�I ��<&#� �% *���� �	3�

 %��� ��� .	 �;�36 `�8D 3���U5+�# � ��� �% 3���U5+�# ��<I �;�36 )�3���U5+�# �% ���� ���+
�� ���; �����3#��0 . �3�� �3���U5+�# �% ���� ���+ ,�o���� *�� `�8D 3���U5+�# �+ %��

�� 3�� � �&$�0 ���; ����� %��� C�% ��� ���� �#�!#��� �&!�� 3���U5+�# t8D )`�8D �
	��D ��� ��
3� 38���] j;�� ����� %��� ����% �;�36 . 93� 73#��] ,�6 �% ����� �+ �#��� �� ,�o�� �6���

 )����� ���%�3��	 .  
�� *�� ,�o�� %�$ �� �o�8� �	�
�� 38	"�$ ,�&8+ ��� �% 3���U5+�# .	 ���;�� �+ %��

����� ��? ���&# �% � 73	%�0 �� X�� �� ���	99/99 �$�	 3���] X	�>$� 3?�% .�5� �-8	� `z�
 9�g
� �%���� ���� �	E�� ��? ��8I >���#"�;��&$� 9���11 ��� ��� )�'�# C�E �	���8� �

                                                           

1- Ligation 

2- Applied Biosystems 

3- Carlsbad, CA 

4- Bead 

5- Primer 

6- Universal 

7- Hybrid 

8- Probe 

9- Label  

10- Reset 

11- Differential expression analysis 
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�5-�38I�3���U5+�# .� ���1 )SNP (��� ����l .3	3/7� &�% �	�� ��A# ��5500 W  �	�
����� �� � 7%�% C��#� 7�<L� ��� ��b-� 9�3� �� ��+9�	�/ ���2 �� 7%�=&�� ��� �� ��b-� ����388+ .

7� &�% ��8I %�3#��� �� �	��320 ����� �% �� 7%�% �	��� �0� �� X	�>$� 9�	�/3��	 . 38#�
�
C�=&5D �	���	�
# )��9%� 3s+��� �	 ���{03 �� >�#�#�2��&+ ���� 3#�����h� 38I ���4  �&$�0 ��+ ��

%�� .�� *�� ��+ �	��#�
# ��3? �+ %��� �#�2��&+ 7� &�% ��� 9��>
� ��W �� 9��&� �� ��
��/� %�
# .  

1 -5-3  ,P�454  

5D �	�&�� >�# C�= ����� ��8���#�2��&+ �� 73� �o&� ��&D�%" �� 7%�=&�� �� ���	� ds DNA  �� �
��� 73� 7%�<# �8� >&8� �	��
�� ,�?� n��� .ds DNA  7�<L� ��� .	 �% � 73� ���b� ��

 p" 9��'����– �� ��b-� �z��%%�0 .7�<L� wk���5D �% ���&���-�D ���5  �% � 73� 7%�% ���;
X8+�� ��#"������ ���� @��? ���	%��0 ..��I %�	� ���'� %�3����5D �% �� 9�-�� �&���-�D ���

���E �+ �� ����� X8+�� %�	� ���'� %�3�� C��#�� NGS �� `���$ )���%��" . �% 1�2!� ���
C�=&5D �	�� �� ��8	� 7%�>$� 3���U5+�# .	 �	���8� ���� �+ >&8� �	��
�� ,�?� �� �8&�� ���

�56�� �% X8+�� .	 �	�W �� 73�%��% @��=� )��� �� .  
��� 3���U5+�# )�56�� ��&'2# �% %��" @�='$���D � 73� �&'-� )93� 7%�>$� �� wD @�='$

��%%�0 .�56�� �%� �V��� �� @�='$���D C�%�  `	>#"ATP ��� �	��#%" �� �_	��=��� @�='$
)ATP (�� �	3��%�� .�56�� �%�  C��ATP  )73� >&8� 7����>�����+ ���� �X8+�� ��	3�� 

�'+s� �� �	�=������ 3���� ���# ��&#��+ .	 X8+�� �	� � 73� 7%�� ��+ �� �	�=���� �� �+ 38+
H��� �� ><�� �����% .	 .
+6 �� ��| �&���-�D ��5D ��%%�0 . )9%�>$� �56�� �� �� wD

 � %��" ���3���U5+�#ATP 7%�3# X8+�� ����� �	>�� ����D `	>#" �� 7%�=&�� �� )3#%�0 . �6��� �	�
73� ����� X�D �� %�3�� .	 �� ����&�% ��� X8+���� ���-� )��3#%�0 .73� 3���� ��# ��|                      

�� *�� 3���U5+�# �� 9%�>$� �� 3�� 9" �� ����� .��I �������� �+ %��7 �o2!�� 
9�-�� .��I �� ����� � �3���U5+�#%%�0 �	{D .  

                                                           

1- Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 

2- Flow chip 

3- Barcoding 

4- Multiplex 

5- Picotiter plate 

6- Chargecoupled camera 

7- Reconstruction 
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�8�'8R�-����D ��� �	�1  9�-�� �+ ��� �	� �% 9" �	��
�� 38	"�$ �	>� � 73� 73���# >�#
X#��]C�=&5D �	�� �� �'	�\� �% �� ��385� ����� `���$ ��%��" .�� C�=&5D �	� �%,�W �� 9��� ���

 �� X#��]1000 �$�	 ��% >�# ���. �L� �#�k
+2 �#���� �l�6 ,�6 �% � 7%�� C�=&5D �	� .���� 
GS FLX+ �#���� �� .I�+ ��GS junior �� �l�� C�=&5D �	� ��8�� �� ��38+ . �&$�0 �A# �% ��

 �� �% X#��] 9��5�� .	��/�  ^��&� �700 �� )X#��] �� ���� �� 3���U5+�# �� 9���700 
7%�% �	��� �� ����� ��� .	 �� �&
+ �% ���	��/� �$�	 ��% .  

1 -5-4 *
��� 4���  

�C�=&5D �	� 3	3/�#�2��&+ �� ���  ,�?� �� 9" ,��#% �� � 7%�� 7�<� ��&D�%" �� 73� �o&�
����� �	��
��C�=&5D �	�� �% �+ �&8� �� �8&�� ���	�� �&$�0 ��+ �� >�# ����#                           7%�=&�� )3              

��3	�
# .%��% %�$ �� �o�8� �0m	� .	 C�=&5D �	� ��� .9���$ 1�2!� ��/ �� C�=&5D �	� �% ��
,�8 �� �	 �% @����K� )�8���5$ ���pH  ��3���U5+�# 9%�>$� �� 9��>
� .��I �% %�/�� ,�5��

�� ��| � 73� 7%�% 1�2!� )9����D 3���� �%%�0 .3#� ���'� @����K� �	�38&'� r . ���
�H���8-� �� �#��� 9�	" @�>�<���� 7�<� �	���
�# j	�8? �% �+ 3#�� �� ����&�% ���� �#���

��8� � �$�+ ����'6 �� ��������-�"����� ���� *��8� ��� � ^'� ).�U5+�# ���3��� ���	
73� 7%�% �����3#� .�	%�3�� �� �-	� ��� 73� �+v C�=&5D �	� ���� �+ �	�� �-
� �+ ��� �	

3��� ����% ���
�5D�
� X#��] ��� . ���� ��� )38��� 9�'-	 )����&� ���3���U5+�# �0� ��	�
%��3# %�/� 3���U5+�# .	 �<8� 9%�>$� i;�� ���� .�� �#��� 9�	" )�%���� ��8I �% .	 3#���

a�>� ���K� �% �� ��pH 
�5D �W�8� X#��] ���� �� ��3\� �	� � 7%�% 1�2!�%��0 ��+ �� �� .  
C�=&5D �	�� �� �'	�\� �% �5+ ��W ��X#��] C�=&5D �	� )�� .	 �% ��&
+ �����/�  3����                                       

��38+ . ),�b� 9��8� ��60  ��80  �% X#��] � �200  7� &�% ��� X#��] �� ���� �� ���Proton 
 .	 �%��/� 9�-��� 7%�� �	{D 10 �� 3���� 7%�% �	��� �038+ . 9��� ��8	� �% �����/�  �<8�2  ��4 

��� ���� . ��
� �+ ���6 �%��/� C�=&5D ��� )� 	% ���1  ��2 �� ,�W �� �&=�3���#� . 9�I
�8	>� �{� )�'�# ���# X�8� @�>�<�� � �&$�	 ���K� ���3���U5+�# �� ����# C�=&5D �	� �%� 

��	�D 9" �� ^���� �	��
�� %��� � 7� &�% 3	�]��� �� . )7%�+ ,�K�� �
+ ��/ ���>� 7� &�%
��9��� �% ��#" 9����
# j;�� 7%�=&�� %��� �+ �	�� �#��" �� ���# C� 8� �% � 7%�
# ����] )%��

%��% �+3#� ���3< # �� ���# � %�+ ���� .���� � 7��3#� )9��" �����+ �� �/�� �� ) 7� &�% �	�

                                                           

1- Pyrosequencing 

2- Roche 
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����� �% ����� ���%����+ �<#" �% 9��� �+ �-�8�5+ ���%����+ � �V��� .���#H )����-�� ���	
��� �&$�	 )%��% ����6 ��
�� .����� ���� C�=&5D �	� ��8g
�9�-�5k�" ���	��1 �8D %����+ � ���

����� �% ��0��z"^��� �� 7%�=&�� �� �<#" ���	 x�] �����+ ���� 73� �&$�0 ��+ �� ����� ��W �
��� .�8	>�� 7��3#� � ��	�D� 7� &�% �	� .I�+ 7� !	���" ���� ��#" >�# 3#��% �	�
� �+ �	��

 7� &�%�������	� ��� �&]�� p�{/ )38��� �&��% �� 9��%�] �o2� .  

1 -5-5 � Q�:�=	J	�R2�	=��  

��� C�� �'# �% 1]�� C�=&5D .	 C�=&5D �	� . ,�?�C�=&5D ���!� C�=&5D �	� �	��
�� ���
�#���� �� � 7%�� C�% �'#� ������� 7%�=&�� >&8� �� �8&�� ���	38+ . �	� �% `<� @��=� .	 ���

X#��] � 7%�� ,�-��� .	 �<8� 38����# C�=&5D �	� �+ ��� �� 73� 7%�>$� ���3���U5+�#C� 8�2 
�� C��#�%�� . [�6_V?� �� ��� �	� �	��
�� ,�?� ���% ��
� ��SMRT ���?_] �+ 38��#� 

�� ,�-��� .� C� 8�)Single Molecule Real-Time (��� . ��� �+ ���8�� 9�3� ,�-��� .�
 ���b-��
# @��? ��� �	� �%%��0 .,�-��� )C�=&5D �	� �+ ���% �/�� 3	�� ���DNA  ��

������� ���	38+.   
 �%7� &�%>'8	���	�� .�=���D ���3  �� �+SMRT �� 7�<�4�� �� )3#��0Q��=? ���6 ����4 

)ZMW (�� 7%�=&�� �	�D ����8$ 9��8� ��%�� .ZMW .;��� �����5  �+ 38&'� %�3�� ��h$ ��
9�-�� `�6 �% %��� � ��# �H�#� �	�3� .I�+ ���'� ���)�� 36 �%�&���&D6 )21-10 �&�� (( �� `���$

��3#��" . .	 ���6 �+ ��� .;��� .	 ���
�� �	� )>'8	���	�� .�=���D C�=&5D *��; �%
 ,�-���DNA �5LD ,�-��� .	 � ����DNA �� �+3� 3���] ����� ����� C� 8���� ) . 7%�=&�� ��

��� ���3���U5+�# �� 93� 7%�>$� )x�] @�='$A  )C  )G  �	T 7���#� ���  �� �3���U5+�#                                 
��%�% 1�2!� )93� >&8� �� 9��>
� 9��� .��� 9" %�	� ���'� ���� )C�=&5D �	� a�>� �	>� .

�� 7� &�% .	 9�I�� 1�2!� 9" :�;� �� 9��>
� �� ��3���U5+�# 93� 7%�>$� )C� 8� )3�% 9���
��/� �� 36 �% 3#���1  ��2 3��	 X��+ ���� .�W ^��&��� X#��] , 3#���5000  3���U5+�#
3��� .X#��] )��� �&$�0 @��? >&8� �	��
�� 38	"�$ � `	>#" �% �+ ���6_?� �� �� ,�
�� ���

10000 �#E�W � 3���U5+�# �� X#��] �	��30000 ��� �&$�	 �\��� 3���U5+�# . �l�6 ,�6 �%

                                                           

1- Amplicon 

2- Real-time 

3- Pacific Biosciences 

4- Zeromode waveguide (ZMW) 

5 - Chamber 

6- Zeptoliter  
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 ,3�PacBio RS II 7� &�% �	� ��� 73� �l�� ����� �% ���� �+ �� �� �% 3#�����/�  ��250 
L� X��+ 9�3� ����� �	��� �3	�
# �l�� %�3#�� .  

����� �% �+ �%���� �� �-	 ,�-��� .� `�\&'� ���	DNA  @����K� �+ ��� �	� 73	%�0 �+v
 ��A# .�U5+�# 3���5- `	>#" .�&8�+ �% �	{D3	3�� � ��3	�D �����]�� ���� *�� �	��&�� ��&�

DNA �5LD����� ������ ���	%%�0 .����� ���� ���>� C�=&5D �% :�l�� �	� �� @����K� ���	DNA 
7�<���� 73� ���%�� .�� �&=0 �l�6 ,�6 �% 1�2!� 9�-�� C�=&5D �	� �� �+ %��25  �% ���K�

��� 73	%�0 `���$ ����� .  
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 �	�  

�5��8	>� � p�] %�3#��� `z�� �� ��	�D ����� �% ��� �� �������	�_� )�#�8+ ��� ���� ��
����8$ %��<������ ���%��% ���%� ���	 .����8$ �+ 38I ����D�#�# ���1  ��� 38&'� ���-� ,�6 �%

����� @����V� �� �+3#� ��|�� 9�8+�� ���	RNA �&��%3#� .����8$ �	� ��|�� ��� �&!�� 738	" �% ��
3� 3���] .����� ���� `	>#" .	 9" �% �+ ��� C�� �'# ���-��� .� .�8-� .	 ��D�#�# ���	

7���#� .	 �����3/� DNA �!z .	 �% j;�� �8�U���D {=8� .	 9��� �� 9" �	�3� �  7%�=&��
��%�� . �� 9��>
�9"9�	 )7��3#� ���; �-	�&-�� 9�	�/ .	 � 7%�+ ���� {=8� �	� �� �� %��	� ���0
��%��. �	� �� ���� {=8� �	� �	�W �� �+ �?�] ���3���U5+�# �� 9�	�/ � 7%�� n�'6 )388+

 *���� �	3�A  )C  )G  �	T �� 3���� ���8 �� � 73� 9�	�/ ���� �� j#�� ����=&� ��# �� �+ 388+
7��3#� ���>� {=8� �%�� ���0%�� .7%�� ��# �� �+ ��� �	� �% �#���� �	� �	>� �� ��8� ��

X��+ 7��3#��  73� 7� &�% � C�=&5D) �	� �+ %�� 9" �� �+�6 ����� �����%� ),�b� 9��8� ��
7��3#� �� 7� &�%�  X5$ .	USB %�� 3���] (7��3#� �� ���# ���% �� ��� ���'� @����K� ���0

�� X��I ��I% �-�8-� �A# �� ),�-��� .	 n��\� �% 9�	�/ r3#�%�� .�_� ���� ��                                  
����� �� ��8� ����8$ �	� �����#���� :�3��� ��D�#�# %��='+"2 3	%�0 . ,�6 �% >�# �8P���P� �+��

����� ��&'0 � ^'���� ��D�#�# ���	 .����8$�#�0 �� ��D�#�# %��='+" ���73� �6��W �� �+ 3#�
DNA   )RNA  � [�
�\&'� �� ��U���D �	��6 �%  �� ����                         ���; X�8� %��� 73� %��	� {=8�

��38�% .�5��
# n�&�% �% ����� eV� �% ����� @��? �� ����8$ �	� �-8	� `z� ��� )3���
��� 73� ���� X2�3	�# ���'� .  

                                                           

1- Nanopore technologies 

2- Oxford Nanopore 
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1-6  ��-$��/���
��� ����RNA  

����� �5?� }�3�� ���	RNA �� 38����� :,�-��� �#����$ � ��&]�� )����� �	���8� ���RNA 
�#�
# .	 �%� 12!� .����� �� ��A8����	 ���3���U5+�# *���� ����� )A  )C  )G  �U ��� .

 9H ��&]�� �	���8� ��8�� �� ��&]�� �����) 9��&8	� @E�o�� )�������D ���;�� �8�	–  )9�>0�
9�
/���# �W�8�1)UTR (% �3'  �5' �5LD ��� �A (��3��� .9�-� 738�% 9�!# �	�#�| ��&]�� �	��

���8� �����&]�� %��	� *�� � 7%�� `� �
-� ��3���U5+�# �=/ �+ ��� �03�"�� �	 ���                    
��3#�� .738�% 9�!# >�# C�� ��&]��� ��� ,�-��� �3�L� �� �-� . 9�3� >�# �#����$ �����

,���# � �5V� �	%�\� @��? �� ����� �� �
+ �	%�\� �+ ���8��%%�0 ����� 73� ���� .                                       
�� �?�6 �����9H �	���8� ���� 3#���73� �&]�8� ���� �0>��2 ���DU9H )���	 3	3/ ���                              

RNA �0>���# ��� 385�3 ���%��0 ���; 7%�=&�� % . �0%��]�� )�$�0 @��? ����� ����� �+ �&;�
�� �	�#�| �����&]�� ��-!� ���� ,�-��� ,�-��� :�# 3#���) ��A#tRNA  �	miRNA ( 12!� ��

3	�
# .X#��] �#����$ �� �#�0 �� ���� ��RNA �� ���#�
# ��� 9��� i5&2� �6��� �� �?�6 ���
)���-� X2� i5&2� ����#�0 �	 93�%�
# �'	�\� `� �� .	%># ��� . ���%����+ �� �]�� �	� �%

����� ,�
�� ���	RNA �� �+ ��E��� �� �=�W ���� �R��� )�=0 ���D �<#" �� � %�+ c�V� 9���
��%%�0 .,�b� )*��8� %���� �%�� �R��� >�# �
5� @E�\� �� �	��%�� .  

1 -6 -1 4D �	E9	= ��	=	2G�-��� �	� .�S�/�J	�  

����
	3; �������V� ��� ����� � 9%�+ 9�5+ ��A# C�&k	�-'#����#�2��&+ ���	 ���cDNA 
 9H 9��� ���	�� >���#" � �	��">	� 9��� >���#" )�P 8Q� ��� ��)SAGE (X�D �� 7��
� �������� �8��

 ��8+ �%�����7%�% �R��� �� �#H �����&]�� )���#H ���3#� . �	���&]��7� 	�D �% �� �#� 	�� 7%�% ���
�j�8� .	 � 73� �� ��&�%9��" �� �'	�\� ����� 7%�%����� C�] ��� ���	RNA 9H �� �0>�� ���

��U���D ��38&'� .�3&�� �+ ��� �	� %��% >�# �	E�� ��
�� �+ �56�� ��&'2# X#��] ���              
����� ���	RNA   *5z��� 9H ���73� �&]�8�� >��9�-� ��U���D �0���	 ��3#�� . �� 7�_�

7%�3�� ����� 9�>0� ���– 7%�% )9��&8	������ ��� ���	RNA �� ���� �3���� 38#���                        
7%�3��7���+ ���9�>0� �	���8� �� 7��
� 9�>0� ��385� � ��38�% �R��� 3	3/ [_��+ ��� .             
���
��� 9�>0�9��&8	� � ��73#��� ���� �� 73���# �#H ,3� )9H .	%�� .9�I ����� ���	

                                                           

1- Untranslated Region (UTR) 

2- Coding 

3- Long non-coding RNA 
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RNA  �{� )��� �
+ ��� .	�� 3#����&�% %����+ ��7%�3�� �� 9�>0� �	 9�>0� ����	> 	�/ 
 3�% 9�!# ��) 7%�=&�� %��� � 	% 9�>0� �� �&!�� ��� t8D x�] 9�>0� .	 �+ �&;� ),�b� 9��8� ��

�� ���;%��0 .(�'	�#�� ��z" ��� )���!� ��W ��1 )TSS ( �%5' ��9�-� ��;% ��W �� 3#��� ���	
%%�0.  ��8g
� �	> 	�/5' TSS �� >�#%�� �	���8� 3#��� . ��<&#� �%3'  ),�-�����9���                         

3' UTR �� @��? ���# �� ��+ �	� � 7%�+ �	���8� [�\�;% �� �% 9���_�#%" �5LD 9�-� �+ %��0
X#��]����� ��� ���	RNA %�
# 73��!� 9��&� �� .9�-� �#����$ � 9���_�#%" �5LD �	> 	�/ ���

�� >�# ��#" �� ����� ���!� ���� �� 9���TSS %�+ 73��!� �	> 	�/ .����� 9�I ���	RNA  ��
X#��] �{� )��� ����� �%�	� ���'� 9�>���� `���$ �� 9�-�� �	� �� �#H �����&]�� �	� �+ 3#��"

�	> 	�/ �9�-� C�#H .	 �% ��U���D �0>�� ���
&6� 9H �� ���� 9�!	��3#%�0 ���	 . )*���� �	3�
����� ���	RNA �� 3#���5' TSS ) 5' UTR 7%�3�� ) 9�>0� ���–  )9��&8	�3' UTR 9�-� )                   

7%�=&�� 9�-�� @��? �% � 9���_�#%" �5LD� 3�% 9�!# �� ��$ %���� �� C�3+ �� �� �	> 	�/ . .	
����� �+ �g#" � �#H ��&]�� .	 �� �-�$��0 ,�b� ���	RNA ��7�� # �% )38+ �	���8� 3#����           

1-4 ��� 73� �R��� .  

1 -6 -2 4D.S��/�J �-��� ���8 �	�	�  

����6��� #9H �� ����� �����U���D �0>�� ���X�D �� �8&�� ���8�� ��8�� �� �������� ���
�����3#%�� ���#H ��� .7%�% �+ �#��� �� ��� �	� �� �#H ,3� �?�8� )3#%�� n�&�% �% ���#H ���
7��3#�� 7%�% � 38&��% ���V#� ,�
�� ��A&#� %������
�� *��; �% ���&k	�-'#��� ���� 7%�% ���
�#�!# ��������� 73� 9���2 )EST (7%�% �	X�D 3�	�� ���� �H�����s� ����8�� ���%  n�&�% ���;

38&��% )*��8� %�� .����� �� ����� 73	% �&6�� �� �
5� ��� ������� �	� �+ 3� %�3�� �% �<8�
� ���'�� �� �%�39���3#�/ 3#��% ���V#� ���] �� .����� �	����8� ���	RNA                       %�3#��� ���% ��

E�� ��3#��� X�D �� ����'��8��3	�
# 3�	�� �� �5�; ��� .��8g
�  ��� ��8� �+ �	���/ �%
X�D3# %�/� �8��%�� ) ��� �%�;9H�0>�� 3	3/ ��� 38+ �	���8� �� ��U���D . �� :�l�� �	�

7%��# n�&�% �% ���#H ����� ��� �+ �%���� �% 7m	�  � .	 C�&k	�-'#�����3#�/  �� ���+ ��W ��
7%�%����� ��� ���	RNA �� %��	�%�� )�� 3#��� j;�� 3�=�%%�0 .�#�
# .	�  %����+ �	� ��3	3/

����� �% �8�I 7��� ���D_�� ���	).	 �� �	�\	�$" �!8� ����% `/�<� ���� �y#H j��8y'� ���y ���

+yp�� (�y�� 7%�y� )5( .�y	% ,�by	� �% � y��� �y'#��� )�8y	 C�&k	�-y }E�)Avena sativa L.(  

                                                           

1 - Transcription Start Site (TSS) 

2- Expressed Sequence Tag (EST) 
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��3��� .�5��0m	� )9%�� {	{� `z��	{K� ��� ���� 3�	�5D�> ���" C�#H �	� )�%�o&;� ��
�� � ��
9�-������ )�-�&#H ���	X��I ���'� )@��?�o] ����� � ���	 ��� 7%�� >� #��� .����V� .	� 

����� 3	3/ ���	RNA  �'#���134  �	�<&#� �=/ X#��] � �100 7%�+ 3���� �3���U5+�# � 
����� %�3�� ���EST %�
# ����� �� �� n�&�% �% )6( .  

1 -6 -3 ��%�R�	�� / �(	=� 4D 4	��  

�&]�� � ����� �+ �&;�� �� �\V8� ��W �� )3��� 73� 12!� �#H ���� �#����$ �	%�\� 9���
9H �� �0m	� :��#� �%�
# ����� �� 9����&]�� �% �� .P}3� 9�I  @����V� �� �%�	� %�3��       
�'	�\��  �#����$���#�� ���RNA  �	 73� 9���% �� 73!# 9���% )��
�� �� `��� %��$� �� �?�6

�V\#�  ��� �\V8� �{� )��� .	 �� �=? �#��� �+�'	�\� @����V�� C��#� �8��� �	� �% ��%� .
�'	�\� @����V� :�# � �8��%��� %�3���# [_
� �� .�R��� �	����8��  ��8	� �% �<#" �� �&��<$                     

9�-���	{D �'�# .����� @����V� �� �]�� ��� �% ���	RNA �� �R��� %����+ �� 738#��] �� 3#%�0
�� ��% �� 9" �� �+ �g#" � .�8-� �	�%�� �8�" )3	".   

����� @����V� ����� �� �-	 �% ���	RNA  )���#���g���� � 3�+ >K� �� �?�6 ���� 
����� )���� ��� �% �&5-��3	%�0 �'	�\� � ���	 )7( . �� X��40  �% �	�<&#� .� X#��] � �25 

����� �8P���P� C�=&5D .	 ��� 3���U5+�# ��\\�� � 73	%�0 ���	TSS 9�>0� )��� �	> 	�/ ���                  
3' UTR 3#%�
# i!+ 3	3/ ��� .����6 �+ %�% 9�!# ����V� �	���� # 9H ��&]�� �� �5�; ���

����6 �
� � ���� �#� I �+ %�% 9�!# *���� �	3� � 7%��# ��
���� # ^��� 73�" `���$ ���
����� ����8$ ���	RNA ���K� �� 9H ��&]�� %��� �% %�/�� 7�03	% 3#���3�% �� . �	� �	����8�

����� �3�� @����V� ���� �� 7�� t	�&# ���	RNA %�
# ���
� .  
 ����� )3�� ,�� �% ������� ���	RNA ����V� �����  9������#�� ���RNA  �� �?�6         

,�5� ���C2C12 �g�����  �� 3�� >	�
� �W �% ��� �&5-��60  )����5  ���� 7  7%�=&�� ���
%�+ )8( .�#�0 �� ����8$ �	� �� X�� �+ �$�	 %��<� ��430  �% �	�<&#� �=/ X#��] � �75 

 �� X�� �	���8� ���� 3���U5+�#3700 ���#�� ����6 [_�; �+ �&$�0 ��+ �� )3#%�� 73!# ��� #
3� . ��8g
�TSS  �� X�� �% ��300 3#%�+ ���K� >	�
� �% ��0�% 9H . 9" �� �+�6 :�l�� �	�

���  ���� �+ @��_W����#�� ����� �� �?�6 �$�l� ���	RNA  ���#���� .	 �% 3#���� 
%%�0 ��-�" 73� �&]�8� [�&�'# ���5� �!+ .  

����V�� ���#�� ���RNA 9�-�� >�# ���+ @�#���6 �%��� �	{D.  ),�b� 9��8� �� 
Caenorhabditis elegans ���� C�+ .	 ) ��)3��
# ( ,�#��� �% �+ 7%�� ��%��"2/0  �	 �E�� p" 
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�56��� �56�� �� 93��� �� �8�8/� �� 3�� ��5� �� ��; �	�<# ��E38+ .RNA  �� �?�6 �s+
����� � 73� 1�52� � �3/ ���+ @�#���63	%�0 ���	 )9( . �� X��30  3�� @�#���6 �� X#��] � �

3�" ��% �� ,�#��� �	 p" �% �&$�	 . X	�>$� �� ��8� ,�#��� ���� �% �&$�0 ���;���#�� ���
RNA 9H �� �����`	>#" ������ `� X��+ � �	�%����#��X8� �% ��]% ����-�� ���� 

3� �
�_D�3#� .<��!� @����V��  :��#� ��� >�#9���3#�/  ���� �% �&$�0 ���; �	�W �� ,3�
C�
� :��#�)9�W�� �� ����)��'+��_$" ��A# ( �� 9���D�>8� �738	E" �V��� ���) ��&� ��A#

7��/(��� �&$�0 C��#� ) .  
 �	��� p" �� �� )��� 73� C��#� [���]� �+ ����V� .	 �%)Macrobrachium rosenbergii (

 .	 9��8� ����3#�/ ����� �� )%��% >�# ����� %����+ �+ ,3� ���	RNA ���; ����V� %���                   
 �$�0)10 .(RNA  �5LD �� 73� �8zA  �� �?�6RNA 3�+ �� 4�2&'� �s+  -  73�
�����

)n��-#�D���k�()  )�g���� � X!�"86  �	�<&#� �=/ X#��] � �75 %�
# %��	� �3���U5+�# . 9�I
 �	� C�#H�/��3# ����� [_�;7%�% �	� �{� )%�� 73!# ���	 C�&k	�-'#��� .	 %��	� ���� �� 7%�=&�� %���

����% �+ �$�0 ���;  �� X��102000 UniGenes  � 7%��24 �� 9" 3?�%^��� �'#���                
7� 	�D 7%�% ���NCBI nr  )Swissprot  )KEGG  �COG 9�-�%%�0 ���	 . 
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D �	�)eQTL(  

����� @����V� ���	RNA  ��0��$ �3\#"73	%�03#�  �&$�0 ��+ �� >�# �
+ @�=? ����V� ���� �+
73�3#� .7� 	�/ ),�
�� ��W ���
+ @�=? �#H ��� )QTL( 7�&'0 � &���D @����V� *��; �%� 
C�#H1)GWAS (�� ���; ����V� %���3#��0 . 3#��D )@����V� �	� �%SNP  �
+ �=? .	 �� ��

�� ���; ����� %��� C�% :�# ���	% �� _&�� �V] �	 ,��&'5+ eV� )9�� )3; ,�W ��A#%��0 .
eQTL �� 9�!# �� 9H 9��� �% ������K� ^��� �+ 3�%SNP �� ,�&8+ �� %��)11 .( �	� ��8��

�� � &'�
��\V8� �����$ .	 3#���� �� [�6_V?� �+ 3��eQTL w��2 �� 73���# %��) ��
 .	 ,�b� 9��8�SNP ��6�# .	 ��� �+� �� � 73� j;�� 7388+ �	�\�3�% ���K� �� 9��� 3#���( )

 [�6_V?� �+ 3��� �&��% ��% �� �����$ .	 �	eQTL w#���3 �� 73���# %��) .	 ,�b� 9��8� ��
SNP K� �� �'	�#�� ��&+�$ .	 ��&]�� �+ � 7%�% ����� *�� �� X�� 3#��&# ���>� ��&+�$ �+ %��

%��{ � ��|�� }3� 9H �� 9".(  

                                                           

1- Genome-Wide Association Study (GWAS) 

2 - cis-eQTL 

3- trans-eQTL 
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����� ^��� �+ 9H 9��� c�V� �	����8� ���	RNA �� ������� )3#�� �	�W �� 38#���
� &'�
� �� 9��SNP 3#�� 7%�% 3#��D ����8$ �� �� . ��� � &'�
� ����� ���� 73	� ��
�

9�-� � 9H X	���D ���SNP 3� 7%�% ^'� �� . �+ ��� �	�sQTL �� 73���# 9" �� �+�6 )%��
�� �=	� 9H 9��� �5+ `�A8� �% `<� �!\# X	���D �+ ��� 38+)12 .( ��\�� �� 7�_� )��� �	�

���
�� %��� �%�8��� �% )9�'#� ��� ��
�� �� �
+ @�=? �<#" �% �+ @����# c_?� ��A# �	��
��	E�� �&$�0 ��+ �� >�# )38&'� ��%��]�� �%�� .  
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����� ���	RNA ����� :��#� �� �-	 ,�5� .����	 ���RNA 9" �% �+ ��� j�8� RNA  �s+
����� ���� ,�5� .	 �� �<8� ���	�� ��!8�%��0 . ��� �	� �%RNA  ��� 73!# 4��2&�� �s+

,�5� @��? �� ��j�8� �� %�=8��� n�-�� �'	�#�� � 73� ���%�� 9��3#%�0 .��<� ���� 
����� ���!� �#�2��&+ ���	RNA ��� .RNA  ��cDNA  �o&� ��&D�%" )73� n�-�� �'	�#��

 � 73� 7%�>$� ,�5� �� ���� ��3s+��� )73	%�0ds cDNA �� ��b-�%%�0 . �&
+ �03�g�D ���% ��
�#�0 ���RNA ����� �� X�D @�;�� ���0 ),�5� .� )���	�#�2��&+ �	 73� �3/ ��� �� %�=8� ���

�� 4�>
� `�3#�� . � 73	%�0 �3/ ��� C�%�&�_� .	 ),�b� 9��8� ������� 9" @�	�&�� �� ���	
RNA �$�0 @��? . �+ 3#%�� �D ��\\��5000  �� X�� � 73� 9��� 9H1700  �!	���D ,�o��

	3/ �	> 	�/3	%�0 �	���8� 3 .738�% 9�!# `� :�l�� �	��  `� � ��� �	� �38
#���
 ��� ,�5� .	 �% X	���D �03�g�D)13 .( �	� �% � 	% ,�b�%���,�5� .� ) 73� ���%�� ���

���� C�+ �% ��C. elegans �56�� ��z" �%� �3/ �� wD �+ ��� ���5� 38I ���-����� )
�#�2��&+ �� �	��RNA 3	%�0 ��<� �s+ ��� . ��\\����<� �	�W �� 38&'#���� �	�$��D ���#�� 

,�5�9H 3	3/ �'	�#�� )%�=8� ��� 388+ 3?� ���-� �6��� �� C�3+ �� �% �� ��)14 .(  
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X#��] %�3�� � ,�W X	�>$� �� C� 
������ �&$�0 ���; n�&�% �% � �� )�	�<&#� �=/ ���	
 �	���8� 9�-�����#���$�	 X	�>$� `<� 7�\��� ��� �%�# ��� .9H )�8��� �	� �% ���� ,�b� ���

�\�=5�1  �<#" �% �+ 38&'����#�� %��	� )3#%�� `� �� ��3/ [_�; �+ �#H ��&]�� �% ��=5� �� ��
��3#�� .�� 73� ��=5� ��>/� �% 38#���5'UTR ,�8 �� � �0>�� �6��# )���3' 5LD� 9���_�#%"

38��� �&��% r��&�� .�$�� �% ���#H �	��"��� �W �% �&��6 ��8I :�;� ���� C�E ^	��� � ��

                                                           

1- Fusion genes 
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,�5��� `���$ �#�W�� ���3	" . }{6 � �	����/ )���#H �����b-� ��A# �-�&#H�&�� @E_&]�
��� �#H ��&]�� �% 38#���'38	�
# ��=5� � 	3-	 �� �� �\& . ,�b� 9��8� ��24  � 3	3/ �\�=5� 9H
3 ����� �	�W �� 73� �&]�8� �\�=5� 9H�#�2��&+ �	�<&#� �=/ ���	 ,�W �� ���100 � �200 

 �% )3���U5+�#3  3#3� �	���8� �8�� 9�W�� ���5� ^])15 .(9H �	� �� �-	 �\�=5� ���
VAPB-IKZF3 %��% X\# ���5� 3�� @�!	���" �% 3#%�� �D ��\\�� �+ 7%�� .��V� @��                        

������� 9�!# ��]� ���	9H �+ 38�%�$�� �% �\�=5� ���3#��% ��h6 >�# ���
�� ��� . :�l�� �	�
�� 9�!#9H �+ 3�%�� �\�=5� ���38��� �&��% >�# ,�
�� �&'	� %�-5
� 38#��� .  
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7%�% `�6 X	�>$� ������� ��� ���	RNA 7%�% 9�-�� ) 73� `���$ �-�&#H :�8� ���� ���+
��� .��� ,��$ ���'� 7��6 �	� .7%�% ��	�7H��D �� �?�6 ��� @E�\� � a�>� n��\� �� ���

�� 7��/� 73� �!&8�7%�% �+ 38�% ��8I �+ 3#��% ���# �&6 � �&$�	 ��!&#� ���
� @��? �� ��
%��0 @��? ���!&#� .=#���� @����V� �b+�7%�% %�5#�% �� �-������ �% ���
� @��? �� �+ �	��

 X	�D ���� �<#" �� � �&$�0 7�<� )38&'� n�&�%SNP 7%�% �% �� 7%�=&�� ���&k	�-'#��� ���
7%�+3#� . )����V� .	 �%89  �� 3?�%SNP 7%�% �� �?�6 ������� ��� ���	RNA X��D �%1  

x10 �#�	��� 9��8� �� �	���8� e��? ��� 3#3�)16 .( �	���8�SNP �� >�#                             �� [�
�\&'� 3#���
7%�%����� ��� ���	RNA 3	" �?�6 .����� ��\\�� �� 7��0 .	 ���	RNA �g���� ��� ��� 

 3#%�
# ��/� �	��
�� �����0)17 .( �� X�� 38&'#��� �<#"800  SNP  �� X�� �� �� E�� ��=�+ ��
30 388+ �	���8� �	�<&#� �=/ X#��] � � . �	� �� ���
���	� .	SNP  ����#H ����� ���� ��
9 738�% 9�!# �+ 3� 7%�=&�� �'#��$ �% ��0 �5?� %�m#� ��� >�# .�8-� �	� ���%����+ �� �-	 .  

 ���%����+ �� �-	NGS 	���8� )��� 73� �R��� �0��� �� �+����� �% :�8� � �0>�� �#H ���
�#�
# �� �?�6 ��U���D ���DNA ��� ���#H .����� [�6_V?� �+ .�8-� �	� ���	C�>0�2  �	

�� 73���# C�>0� �	���8������ )%�� ���	RNA �'�# .����� �� �8&�� ��� �	� ��	� ���	DNA 
 �	�W �� �+ 73� ��V; ��V; ���#H3	���� ����� �� 93� ���9�>0� ���� �#�>0��8z �� ����

73���� )3#� .���
�� @����V� �� ��+ �	�:�8� ��� C�E �<#" �% �+ �#�'#� ��� ��) *5z�SNP �� (
 �	���8� %��$� �� �0�>� 7��0 ��3� :��� )3#�� .����� >�# 7����� �&67��0 ���	 ��=# 9���>� ���

 �<8� �	����8� � 7%�� �8	>��D )%��$� ������� :�# �	� ���� ��#��� 7�����	 ����� �� 7%�=&�� �#��0� ���

                                                           

1- Coverage 

2- Exome sequencing 
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��� %�$ .	 .9�>0� 9�I9H �% [��3
� ����U���D �0>�� ���73� j;�� �� �&$�	 �	>� �� �{� )3#�
:�8�3#��%��]�� )38��� �&��% ��U���D ��&]�� �� `�\&'� ��|�� �+ �	�� . �� �-	 .�8-� �	�

���
�����+ �	�� ���%NGS ��+ *��; �% � 7%�� ^'� ����� eV� �% )n�&�% �% ����� ���
��� �&$�	 ��&'0 � .  
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 �	�  

����� � 	% %����+ ���	RNA ���#�� �&$�	 )>�� �� �#H ��� �&��% ��h6 �+ ��� �	��                   
�
#388+ .RNA  385� �0>���# ���)IncRNA( X�D )����8$ :�3�� ������� ��� ���	RNA 

3#%�� 73� �	���8� .��� �+ �#��� �� �������� ��� ���	RNA �#�0 �% �� �<#" @��=&� ���'� ���
,�5� )3#%�� 7%�-# ��-�" 73#� ��� 9����h6 ���0��$ � ����%�� 73!# 12!� [_��+ . [E�
��

IncRNA ���#�� 9��8� �� �� �	���� �&]�8� �+ 3#�� �� @��=&�RNA  ��A# � 	% �0>���# ���
tRNA )�� RNA  � ������	� ���RNA  )7%�� .I�+ ��� ��U���D �0>�� 9�>0� .	 ��

 �� X�� � �&��3# �#���k
�100  3#��% ,�W 3���U5+�#)18 .(IncRNA �� �� 9��8� �� 38#���
7388+ �	�\�1 )eRNA (7��� ��� �D��o�� �	�W �� � �-�&#H��U���D %�-5
� �8	> 	�/ � , ���

 ����� ���� *�;� 9��8� �� )9�&'�����%�D RNA )RNA 9��%�&��;� %��2 )ceRNA (( �� �	 �
,_&]� .	 9��8�3 ��� 73� 3���� �$%�o� @��? �� �+38	�
# ,�&8+ �� C�&k	�-'#��� ) . ,�6 �%

 �+ ��� 73� 12!� �l�6IncRNA �� �����
�� �% 38#���                      �=	� X\# �
	�>�" ��A# �	��
 38	�
#)19 .(  

1 -6 -9 RNA  QV�% �-���	
 �	�)����� ��	�miRNA(  

����� ���	RNA �� �#����$ � %�-5
� )��&]�� )����� �	���8� ���� 3#���RNA  �0>���# ���
%�� �&$�0 ��+ �� >�# .I�+ .73� �&]�8� �� ,�b� �	����� )��% �	��� ���	miRNA ��� �� .

 �	�� ���RNA  ��A# .I�+ �0>���# ���RNA �&'� ���.I�+ ��4 )snRNA( )RNA   ���
7388+ �	3��� >	� RNA ��5 )moRNA ( �RNA 9��% � ��+�� ���%��6 )endo-siRNA ( >�#

                                                           

1- Enhancer RNA (eRNA) 

2- Competitive Endogenous RNA (ceRNA) 

3 - Noise 

4- Small nuclear RNAs (snRNA) 

5- MicroRNA off-set RNAs (moRNA) 

6- Endogenous silencing RNAs (endo-siRNAs) 
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����� �� 7%�=&�� �� 38#�������� ��� ���	miRNA 3#��0 ���; ����V� %��� .������                 
����� ���	miRNA ��� ���!������ ��� ���	RNA ��� .7%�� �� 7388+ ��z" 3#���RNA  �	 �s+

RNA X2� .I�+ ���7��3#� ��8�� �� 73� p�2&#� �	 73� �38�1 3��� .C�=&5D �b+�            ���
����� ,�
�� ���	RNA  �� [_�; �+ �� �-I�+ ���ds cDNA 73� �	3������� )3#� 38���] ���	
%�
# .@��=� �&!�� �	����8� �% ���
�����&�%����� �� ��; ��� !	���" ������ ���	 .@��=� �	� ��

�o$ �% �o=� ��W ���� ���; ����� %��� �3�� ���3#��0 .,�-��� �	� @�o�!� ����� ��
.�&#H )�H���	>�$ )�
����� �% �#����$ ���%����+ �'	� � �	�D `5� �% >�# � ���-� ���8�

%��% ���D ���38	"�$ �	 9�W�� �% �o�2!� ��>�� .	 9��8� �� �-�>D . �+ ����V� .	 �%                        
���� C�+ ��� [���]� ��Panagrellus redivivus  �� X�� )��� �&$�0 @��?200 miRNA                                      

����� � 3	3/���8� ���!�D ������,3� �� 7��
� � 73� �	���8� 9��)�#H ��&]�� ���                                   
����6��� #9H �������� � ��U���D �0>�� ��� ��� 73� �R��� ���\� .	 *��; �% �#H ���)20 .(  

1 -6 -10 �������XY� &>�TZ� ��	� )����� ��	�Ampli(  

����� �� ����# @�;�� ���0���	  7%��# ���+ C�&k	�-'#���9H �� �+3#� %�3�� �<8� � %��� ��
�� j;�� ����V�3#�� .�� 7���
� �&���#���3� 9H �� ���
���	� .	 >���#" .	 �� �� �A# %��� ���

��" ��% �� ���+ C�&k	�-'#��� �����	3. ��8� � 9��� )��+ 38����# ��� �	� ��� �%�	� ���� j 7%��
 �%��3# %�/� 9" ���� `� ���>�� . ��.
+  ����0��z" �8D .	PCR  ����10  ��20  )�0��z" �=/

�� 9���PCR  n�-�� �'	�#��)RT-PCR ( ,�o�� �� 9%�+ 9�5+ ��/ �� � 7%�
# ��/� ��
 �����3/ � %�=8�DNA ����� ���� 3���_D���
�� )�P 8Q� ��� �� ���	�  @E�o��PCR  ��

�����%�
# ���	 .9H %�3�� � %�	� �#�
# %�3�� �+ �	���/ �% ��� �	�%��% %����+ )��� r3#� �� .  

1-7  �
��� )�� *+ 1�' &� ����RNA  

C�=&5D �+ ,�6����� ,�
�� ���%����+ �� �]�� � 73� e	�!� �� ���	RNA                         7%�% e�l��
73� )3#��� X�D ,��� �	� .	 f%�� p�2&#� �&'	�� x�] �����+ .	 ���� C�=&5D C�3+ �+ 3	"

���\� .	 �+ ��� �	� 7%�� �6 7���  �% 9�'-	 �	 ���!� �����+ �� j/��PubMed  � 73� �3�D
����� 9�
� ��8�� ��� %��0 @��? p�2&#� )73� �!&8� . �� X�D �5�; @E�\� �� ��/��� �&���

� .	 :�������V� 7��# ����� ���� �
5��  )���/ @_-!� �� �<#" %��]�� ��?�� 7���
�                          

                                                           

1- Size-selected/fractionated small RNA 
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��%%�0 .����� �5+ ��W �� �+ ��� �	� �&�{0 @������ �� ����D �% i�l �V\# .	 ��� ���	
NGS ����� x�] ��W �� � ���	RNA X	���" �6��W �A# �� `�7��# �A# �� `� � ���  [��	�� ��/�

38&'� ���K� ,�6 �% .�#�=o8� 3	�� )����8$ j	�� ���-� ��
� ���% �� �+ %�� �&=0 �+ 3��� ��
%��3# %�/� x�] �-!� .	 ���� �36�� e��? ���D ��� .7H��D �b+� )�	� �� 7�_� ���                             

����� ���	RNA �� ,��#% �� }3� �	38I388+ . �� ��� �-
� ,�b� 9��8� �
� �	���8� %3?�%
���#���
+ )�#�
# .	 �% 9H ��=5� 3	3/ ���9H �#����$ ����73� �&]�8� ����  � �#�8+

 �	���8�SNP 9H �% ����� 73� �&]�8� ����3 .  
�\V8� �	����8� ��8�� �� �	���
8��� �+ ��� �	� �� �� %%�0 �R��� @����V� �6��W �5+ ,�?�

 ���/��] �� 9�8�
W� �� �� 7H��D `� 38#��&� 9�����+ �	�W �	� `� � 7%�+ �6��W ��A&#� %��� ���
p�2&#� �� �]�� �5�388+ r�% �� 73� {]� @�
�
o� � �� .                                    ��� 3��� C�E �+ ��� �-
�

C�=&5D %�3�� � X��D �
��� ��� V� .	 �% 73� 7%�� ��+ 9�I � %�� ���;�� ,%��� ����
7� !	���"                                         ���� �#���� � ,%��� �	� ����;�� j;��� *5z� �% )3#��% �%�3�� ���� j��8� ��

p�8&/��� �A# �� �	{D�#3�� .  

1 -7-1 ����� I�:E
J [	NE
� ���� �
$% 4�
	\ *'� ��	�RNA                                  *�]^/ /
�������	�  

1 -7-1-1  *Z� :�����_�G	� �EG�� *Z� ���V �ER�	� ��	�  

 �	���8� }3� �0�SNP �#�0 �% �3���U5+�# .� �!	��	� j	�;� �	 �� ���RNA  )���
 >��
� � 1�2!� �� �%�; �
� �% � �&��% ��&
+ ��V] ��# �+ %�� p�2&#� ���=&5D �&'	��

 ���SNP ����� ����V] � �5?� ���3��� ���	 . �#����$SNP  [��	�\� )9�'#� C�#H �%1  �� �% %���
800 ��� 3���U5+�# . ��? ��# �� ,%��� �#����$ �	�9/99 �� 3?�%3��� .C�=&5D �<8�  3	E��

�� ��%�C�=&5D �� �]�� � �&��% eV� �	� �� ����$ �&�? ��# �+ 38+��	�D >�# �� eV� �	� �� ��
38&'� .�� �� ��? 9%�� ��	�D �+ ���% ��v �% �� �&-# �	� 3	�� ,�6 �	� ��X#��] �� 9��� ���

%�
# 9���/ �&!�� . *���� �	3�10 ��V; .	 �� X#��]�  9�'-	RNA  ��? ��9/99                                               3?�%
�� ��? %��	� *�� ��|�� ��W �� 3#���9/99 %%�0 �3?�% .  

9H �	���8� }3� �0�73� �&]�8� ���� ����6 %��<� � ��U���D �0>�� ��&]�� ,3� ��� #
�
+ �� 7��
� �#H �������#��9H i!+ [E�
&6� � ���? )��� 3	3/ ��� %��� �+3#� ���'� �

%�� 3���] ���# .���#��9�-� ���� �	��X#��] ���	,3� ���� �� 3#��% %�/� 73� �&]�8� �#H ���



28  ���� ���	
� �
�� ���� �	������ ��	�RNA 

���V� C3� �% �&6 �	 .	 �+1 �� 73	%�# ��3#��0 .X#��] �0� ��50  C3� .	 � 7%�� �3���U5+�#
 ��? )%�� �&$�0 73	%�# ���V�98 %�� 3���] 3?�% . eV� �	� �%C�=&5D �b+� )��? �� ���

 )�8P���P� )3	E�� ��A# ,�
��454 �� �#��� 9�	" �3#�� �&$�0 ��+ �� 38#��� . 

1 -7-1-2  ;
��9	� :*=� (	�
 ���� ;
��9 ����� �V_  

������� 7���"� ����� @����V� �% X��D ���	RNA ��� p�5V� ���� . 9�'#� C�#H3000 

 [��	�\� �+ %��% 3���U5+�# � �1
30 9H ���� 9"�� 7%�=&�� ��U���D �0>�� ���%�� . 9�3� �	�

 [�%�36 �+ ���8��100  3���U5+�# � �RNA ����� ����%��% %�/� ���	 . �-� X#��] �� �0�100 
 �3���U5+�#) �	�<&#� �=/ X#��] �	50 �U5+�#�3�� ( �� )%�� 7%�=&��1  )X#��] � �100  � �

7%�% 3���U5+�#� ����� X��D ,%��� �+ 7%�+ %��	� ���	x1 ��� . �	����8�30  �+ X#��] � �
C�=&5D �� �?�6 X#��] �/��] X��D )��� ,�
�� ���x30 �� %��	�3	�
# .���&# �%  ��30 

�� X#��] � � ���'� `�6 �+ ���% ��A&#� 9���X#��] �� �%�	�9H ���� �� � E�� 9��� �� ���
9H �b+� ���� p�] X��D9H �� �+3#� ���'� %�3�� �+ ��� �-
� � 3��� �&��% %�/� �� �� ���

9H �	 ��	�D 9����� 9��� @�3# �� �+ �	��3#��� ��% �� )3#�� .������ �����  .	 �-8	� ,�
&6�
9�-� �� x�] 9H .	 3#��&� X#��]��	�� ��$ )38+ �7��3#� ^��&� �+ %���  9H .	4000 

 3���U5+�#)100  �� `�'\� 3���U5+�# � �25000 9H (��� . �%30  X��D �� ,%��� X#��] � �
x30 ,�W �� �-� X#��] �% )100  3���U5+�#) �	�<&#� �=/ X#��] �	50 �3���U5+�#(�� ) 9���

 �-� X#��] .	 ^��&� ��W �� �+ ���% ��A&#�9�-� ���� ���	1200 %�� 9��� ���:  
 9H ,�W4000  �3���U5+�# × X��D30 

100 3���U5+�#
= 1200  

 eV� �% 9H �0� �	����8�1
1200  X#��] .	 �-8	� ,�
&6� )%�� 9��� 9H ^��&� �� �'	�\� �%

9�-� ��#" )38+ ���	50  :50 %�� 3���] . �
� �%30 �����+ �b+� ���� X#��] � � *��8� ����� .
�
� [E�
&6� �&���� 9H�
# �� �% �� �#�
# .	 �% 73� 9��� ���%��0 .�b+� 9�I  C�=&5D ��                              

�� �� 38#���30 �
# %��	� �A# �	� �� �&	%�3�� [E�
�� )388+ 3���� �� X#��] � �%�� . �% �%����
7%�% � 7%�� ���# %��� �&<� X��D �+7%�=&�� ���� ��� ,3� �	�� @��	>/ � �	> 	�/ 9�>0� ���

 �%�# j	�;� �	 �#H %���7%�=&�� �� j;��3#%�0C�=&5D )�� �+ �	��X#��] �#��" �� 38#��� ���
�� 7%�% e�/�� )388+ 3���� �� ��&!��3#�� . 73� :�3�� [���]� �+ ���� ������� ����2'� ���	2 

�� 73���#�� )%���8z ���� 9��� ����RNA 7� 	�/ �� ��&
+ %�3�� �% �� 9�'#� C�#H ���

                                                           

1- Mismatch 

2- Capture-seq 
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%�
# 7%�=&�� .�	��">	� .	 �� ��� �	�� �P P5�
�#1  ��2'� ���� 73� ��IRNA  �� �?�6 ���
7� 	�/ �� �%�3�� %�3���� 7%�=&�� �� 38+)21 .(��\\�� ),�b� �	� �%  ^��&� ��W ��50 

9H ���� �#H 7� 	�/��U���D �0>�� ��� � ��RNA 3#%�+ �	���8� �� 385� �0>���# ��� . �	� ��
 �� X�� �|�� ��W �� 38&'#��� �<#" �m���&��4600 7� 	�/ ���� X��D ����� ��% �� �#H ���

9�>0� � 7%��"����6 �!	���D ���� �� � ��9H ���� �&6 �� 73� ��� # ����V� ���] �� �+ �	��
73�38	�
# i!+ )3#� .�� 7%�� ��W �� �$�+ X��D 7� g�� ��� �-
� �+ �$�0 ���&# 9���

��� �&��3# �#H 7� 	�/ .	 �� �-� ���#�� 9%��" ��% �� �����3 .  
 X#��] ��3\� �I �+ %�� ����� �+ ��� �	� ���'� �	� �� �� # ���� � 	% 7�� @��|� ����

 .	 %�/���� �$�+ ���#�� .�'�# n�&�% �% :�l�� �	� ���� ���;�� � ���" ��� . �� �]��
 �]�� `� ���\� �% � 7%�� �$�+ ,�-��� .	 %�/� @��|� ���� >�# X#��] .	 �+ 3#3\&�� @E�\�

�� ��%� @E�\� �� �� �&
+ �+ 388+10 �
# �$�+ :�l�� �	� @��|� ���� X#��]3��� . jl�� �	�
�� [��b+� �8���� %��% � &'� ����V� �5s+ }�3�� � 7%�% 7� 	�D �	 �5�� �������� )����V� .  

1 -7-1-3 `�� :;
��9 ��`	�  ��	��G	� ���V_  
9�-� ����X#��] ���	,3� �% �� .	 ��� 73� �&]�8� �#H �����3#�/ )14  >�# 3���U5+�#

��� �$�+ .X#��] �� �]�� ��� �-
� 9�I ,�6 �	� �� ��                                   ���;�� .	 �� X�� ����
9�-�X#��] )3#%�0 ���	��� ���# %��� ���385� ��� . �%50 X#��] �� �8�	�D 3?�% )3���U5+�# ��

9�-� ���;�� .	 �� X�� �%�� ���	3#%�0 . `+ [E�
�� %�3�� �	� ���) �� �&
+01/0 3?�% ( �� �
�#�0 �� X#��] ,�W �	� �+ ��� �� �
�7��/��  @����V� C��#� �;��&$�,3� i	��� � 9��� ���

�� �� �&<� �#H3�% .����6 ��A# %���� �� ����'� �% ���9H ��� #�#�0 �% 3	3/ ���                                     �+ ��
7%�%����� ��� �� 	% ���	)7%�% ��A# )���#H ���EST  �	cDNA 385� ��� ( n�&�% �% 9" ��

X#��] �� ���# )�'�#��� ��385� ��� .����� �&��% ���&]� �% ���� �_� ��/ �� ��385� ���
X�D,3� �8��9�-� ��8�� �� �#H ���X#��] ���	�&���D�# ���� 50  �	>� .	 )�3���U5+�#

��� >	�
&� . �L�454 �����+ :�# �	� ���� �?�] ��'� ����� 7%�+ %��	� . .�=���D
7� &�% �% 7m	� �� )>'8	���	����+ � ��X#��] 3���� �� �%�; [E�
�� ��3	3/ �'# ��� �� 385� ���

 3610000 ��� �&!�� �	 3���U5+�# .  

1 -7-1-4  SR  	�PE  :��	LE
� *:8 	� �Y� ;
��9_  
0�y�� �y�#�0y	�s� �yt�� �% ��6��� �� .	y��<� �� 2��&+y �#�)V;y�� �38�RNA o�� )y  �� ,�  

                                                           

1- Nimblegen 
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����&D�%" � �</�&�� ���0��(  >&8� � 3��� �&��3# %�/�cDNA  �$%�o� @��V; ���+ ��W ��
�#�
# �+� RNA �� 7� #" )3	�
# 3���� )388+ �038	�
# �� �� �<��!� ����� @��_W� 9���SR  �

PE %��" ��% �� .��	�s� ,�6 �	� ��� �6��� �% �	����<� %��% %�/� �#�2��&+ . ���� 7�� .	
����� �� @���� ����� ����� �</ @��V; 9%�+ �$%�o� X	�>$� 9�5+ .	 ��<&#� �% �� ���	

��� �#�2��&+ . �	� ��+�#�0�% }3� 9" �% �+ �&��% ������� ���PE  �� 7���+ @��V; �� �?�6
�� )����� .	 �$�l� 3�	�� ��� �#���k
� 38#���388+ .���#�� �b+� �l�6 ,�6 �%7%�% >���#" ��� ��

7%�% �&�% �% �� �� 9%�+ ��+ �� �%�;� SR  �PR 38&'� . ���>���#" �% ��#�� �	����8�                                              
��	�D�&�%1 �
# %��	�%�� .�
� �#�=��&�� C�=&5D7��/� ��� ����� �% �� �% ���	 � 7%�3# �� �<&#�

����� �� �+ ��� �&<� )9�-�� @��? �% � [�����l �	����8�%�� 7%�=&�� �	�<&#� �=/ ���	 .  

1 -7-1-5  RNA  	�DNA  :RNA ����� 	� ���- ��	�DNA _  

9�
�C�=&5D �b+� )3� �+v >�# [_�; �+ �#�0 ��cDNA �&�� �% � n�-�� �'	�#�� �� �?�6 ��
 ��b-�PCR ,�-��� ���RNA ����� �� �#�
# .	 �%�� ���	388+ .�#�
#����� �� �	�� ���	RNA 

 9" �% �+ %��% %�/�RNA ����� `�\&'� @��? �� [���/���� ���	 %��) �% ),�b� 9��8� ��
7H��D �����&]�� �% ���K� �+ �	��RNA .�_+ ��A# ���{0mRNA %��% ��
��.(  

1 -7-1-6  ��	� : ����� �V*=� (	�
 ���� �
��
_  

����� )�l�6 ,�6 �% ���	RNA  %�=8� ,�5� .	 �� �?�6 �s+ >�#9�-����� �	{D . ��
� ��
��	�D 36 �	" �+ 3	" X�D ,��� �	� ��� �-
� ���%�#�
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1- Downstream analysis 
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#�7��#� .���� ������ *?�#�����#� M �� �� " ��$ H�6�� ���/��8 1��
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2- Unix 
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������ ��E� *?�#� �� �[��- �0�#3,� ���� )�&2� �.���� 1�#� ������ =
#������ 1�� ���
RNA  �� �

�� �]�-���#/ .�� f#, �)�D� -�. <�#/ -�� � a#3 � -� K8#� H��5 �
 �. ��$ . #� 1�#�
��?#� ��  Z�����	
�/ �� ��#� �������1�"-" ����8"#� " �� �. F�3. �� ��+, " ��$ ���� g#$ ��
��?#�1 �� #.e � � ��
�#/ '
#(� *��. -�h �� �� -� -������$ . d��#, �G� =
� �� Z��

���� ������ �	
�#, *i. �� ��i. ��/�
� �
 ��-"� �. �#T� �� ����3� #�-�. j
#h =
� �� �� ���� ��
�@O�� ����� #@
��
 �� ���/��8 *?�#� ���	��
 .�-�@�1 2-3 ���� �� -�. *?�#� �� ��. 1�&$ 1��

�� �]�-� �- -�����	. .����#��� ��-���� �� ��#� ��" �3$�� ��8" ��?#� #� 1�#� ���/��8 1�� �	����
�	
�&� j�:�� d� �� �- �>�� �� 1���2� .  

2-2-1 5�J.#� � � :%���& '�(�) �.,/)
�  

����� �� ����������� H�� 1�� ��#, -� PV�&2� �. ���
FASTQ �� !"#$ ��	37���$ . �3T��
��#, U�0"� ���/�� ��� #@
� 1����#�/ -�#0 ���:3 � �-�� �	���� .��#, #
�  #/� ����#� M �� ��

����� ���#@� ���T�3(� ��#, �� P���6� �37
�� ��FASTQ ���#/ *
�T� .��?#� -�1  ��7G�
�� U-�E ��:�. )#3	. ���&I ������ �
�#�/ .������ ��i. ��:�. ������ =
� �-�� �- ����� ��

�� -�#0 � -#���� .��&��� '
#(� H�^  *+, -� �. ���/����� ���#/ �� 1����� ��8" #Y� �� ��  

                                                           

1 - Java 

2- Perl 

3- Python 
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��
��� 2-3 :��	
�� �
) ��.D 
H�.,3� =
�� 5�J.# !�+/U A#
- 5)� '6� R� 5� 5,C��  .A�
3 '#.3 �
�

'6� �+- .)L 
��,��.4 A&�� �� ���`# 
; .&.  
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=�
�� ��	�&h�1JI�k� ���-�3���� �������l�.�� S��#� -� �T
-i� ��/�$��2 �� �
�� �#�m "���#/ .
�-��� ��?#� =
� �8"#������ ���2� #�Y� �
�� 1�� U�Inh� " �� �. �:�. �&$ U�&�&+� -� �-
��?#� -� <���#� ���1 �� �
�&	��- �2�� � ��		..  

2-2-2 5�J.#� 0 � :%�4 %���& �7��.4
�  

<���#� ��� �� Z��3 " =�
�� ��:�. �� 1����� ZR? ��3�� -"��4                         �
 ��-�3���� #�Y�
���������� �� *E�? ���G��3. ���  1��� � �#:	� 1�� .�3�� -"�� ��� �- �(
���� 1�� ����

��&� ZR? .Hp� )�D� ���	I �� ��p� 1��A �� �-�#. ZR? ���� . �#
�=
� ����� �� 1�2� *?�#� ��
��-�� *���� ������ .�3�� -" #@
� KT	�H���"#��� ��5  #D.� ��� -� �. � ���-����8  #W�?

�	37� .����� ZR? 1��Escherichia coli  ��RNA ���&��� ���7�� �,�� 1�� *?�#� -� �����
��$ K0�" ��:� 1�2� �3 � =�
�� .����������� *��� �� ���� ��$�
�#�� �	����6 ���#/ . ��

����� �)�D� ���	I 1��microRNA  s���21  ��22                     ����� )�h ��" �3$�� )�h ����l�.��
�� �����50 �$�� ����l�.�� .��� 1��7.�� " �
�#�� �� ���:3 � �� <���#�7 �-�� H�  *+, -�

��#. *T& � S��0 -� " d6	� *+, -� ��� ���[� '�Q+� " �3,#/ -�#0 vQ�8  �-�� H�3L
#�7��#�
�� K0�" � -#���$ .���� �<���#� ��� �� �2��� " ���� �3 �-� " ��&� *�$ -� �� �� �	����

��?#�1 ����$ �-�" ������ 1�2 .  

2-2-3 5�J.#� 0�6 :%���& 
(��.��2;.# 0��< 
� 
�  

�[9� =3,�
 ��?#� =
� �� Z��1 � � ����� #� 1�#� K8#� .K8#� H��5 ��	� #/�9  -�
 ��$�T� a#3 �������� ���� H�3L
#�7��#� �
 �� �- ��)��&� �. '
#(� d6	� *+, -� �. ���/

��H"�� U-�E -� ���$ ������� �� �#�� �������$ �� " ��1 �� ��10���  �( ������&� ���
 .

                                                           

1- Lowconfidence 

2- Duplicate 

3- Preprocessing  

4- Artifact 

5- Microbiome 

6- Trimme 

7- Filter 

8- Assembly 

9- Reference genome 

10- De novo 
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���� K8#� �
 �� ����� �
 �. �30"�� ���
�:
�#&� �
 ���#/1 �� ��6
���$ . ��?#� =
� -�
����� *
�, #� �"nI �. � � H�V �� ��
 ���	I �� K8#� ����� �
 ���$ <���#� ��� 1��

*
�, -� 1�"-" 1���$�� -��3�� .���� " K� " �	
�#, �
 ���T �Q� #Y� �� ���
=�@	  � � . �#
�
���������� 1�#� ����� �� " ���� y-�� H��5 ��3$�� ��8" ���
����� 1����$ �
�#��  �37
��

���� d�937�#�m U-�E �����$ ���
 .����� -� K
#7� 1�#� S�m� =
�#��	 �
 �� H��5 ����� ����

 �
�&���#(, " *
�T�1��  ����#/ .)�&2��� -�#0 ���:3 � �-�� �. ��
�T� =
#� *
�T� ��#�/
 �"-��- #�
"2 � � .����� �� -� �. � � �:
�#&� *
�, �
 ��?#� =
� �8"#����� 1�� ���


��20�� " ��$���� 1��� � ��$ � #>, �K8#� -� �>�� ���
 . ��3 � =�
�� 1�������� #� �"nI
�������$ J
�#&� 1�� ��H��5 ��/�		�� �� ���:3 � �� �	����3�	��� -� �1 1�� -�+� ����54 

���$ .����� � 1��-���� �� ��#� �. H-�>O *+, -� ����5 1�� -�+� " ���
*
�, 1�-" 1��
K0�" vQ� �-�� �:
�#&� ���� � -#� ����$���#/ .  

2-2-4 5�J.#� 0�
>U :0��< �
/B# .� 0�,9�."C��.� =�.) AB�6�  

����� #/��:
�#&� ����$ J
�#&� H��5 �� ���� �����
-�" �
� �	$ 1�#� �	�����5 1�� " ��
�
�#
"��#�/ -�#0 ���:3 � �-�� �
�8 1�� .�5����� �� �7
�9� -� ���	37� y-�� ������ 1�� . ��

�)�D� ���	I ������1mRNA  s������/ �� *E�? PV�&2� ��-����37� 1��5/1 � � ������. . ��"
���������� 1�� ���
RNA  =��100  ��250 ��-�� )�h ����l�.�� .                )�&2� -�h �� =
�#��	�

�&� j�0� -�3��  ����) �"#3	
� ��������  ��7
��"- !"#$ *Q� #�Y�– �"#/� "  ��p� *Q�A (
 *E�? �$��"- �
��&� H��2� �- ����� �
 �� .H#:3�������  #�Y� #��	�� ����� 1�� 1��

�� �7	
� �
�� ��:� ������� *��. �$��"- �
 j
#h �� �20�" -�h �� �	�����		. ���
 . ��"
��������. ����� 1����-�� �T�m ������ #� ��	� #� .�"�/� #D.� �� #3&. ��200  " ���� ��� �:8

V =
�#��	��"�/� S��#� " ���:3 � �. � � H����� �� =
�@
�8 1�� " ��$ 1�� ��� H��5 �� ���

J
�#&���?�� �� ��?�� �
 �� *E�? 1��1 ���$ ���� ����� #@
� . �� ���  Rm�. 1"- !�W�� =
�
�� #Y�� -. U-�>� �	����� =
�#��	� " ���� =�@	  " �G  ���T �Q� #Y� �� ��" �	��� -� �
��

��� K0�" � -#� " vQ� �-�� d6	� *+, -� U��
�8 �� �. � � H�3L
#�7��#� ��#. *T& ���$ .
)�� ��?#� =
� �8"#�� � �$��"- " �5 1�� .�"-��$��$ *T& � 1��1 ���&� �� *E�? 1��

                                                           

1- Alignment 

2- Burrows-Wheeler transform 

3- Genome viewer 

4- Visualization 
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)�� ����� 1�#� " ��$ j�:�� d� �� J�3G����{�� ��5 1���� �. #��&. 1�#� �	���� ���� 1�� 
-� ��?#�1 ��$�? �� ����$ �3,#/ -�. �� �2��� S�.#� K8#� 1-�@����#/ .  

2-2-5 5�J.#� RQ/4 :5B6
X#� =
�� d�\6  

���� 1���. )"�8�� ����� ������ =
� M �� �. ������� ���2� �. � � ��"�8 ���$ �� ��
�� ��(� �- �$��"- " �5 #� 1������ .#� ��� ����� �
 ���?#� =
� -�               ��20�� 1�	T�

�������
�� MT�#� �5 �
 �� <���#/ .�5 �����$��"- " ���� �- �
�8 1�� �� ���:3 � �� ����
)����?#� �� *E�? ��5 1��1 �&. *T0��&� 1��  .���� �� �. �30" �
 �� *E�? 1�� -����8 ��

��$�?�� -�. ��7�� #�Y� F�� 1-�@� �� 1�8 �� ���$����$�? ���� �-�� �- K8#� 1-�@�
��� -�#0 ���:3 � .�&. S��#� =
���5 �� �>	� 1�� �$��"- " ���"�Q� ��$ �3��	$ 1��                              

����#/ .�� �- ���"�#, 1���-"�#�<-�&$ S��0 -� ����1 ����� 1���?�" S��0 -� �
 H�� 1��
 #�Y� ��$ )��#�RPKM )���2�  ������ �
 #� 1��� �� �$��"- -� ����l�.�� -��� #� -� �����

����� ( �
FPKM )���� ����� ������ �
 #� 1��� �� ����l�.�� -��� #� -� U�2[0 ���2� ���

��$ (��&� <-��/ .����� ���2� U�Inh����� 1���5 �� ��$ ���
 " ���/|
" J�3G� !���� 1��

 �&>� 1��-��2� �. ����5�� '
#(� d($ *+, -� ��	37� ��� ��:�. )#3	. -���#/ . =
� -�
���� ���?#��5 �� )"�8 �
 S��0 -� �/��  �� ������� <-�&$ " �� #
��9� �
 �>�� 1��

RPKM/FPKM �� �]�-����$ .  

2-2-6 5�J.#� R:- :5C�
N#� G�,e# P��.- !�� =< =
��  

�� ��$�� ��8�� ���� U�Inh� �. ���@	��"#/ =�� ��T
 #
��9� �������&� 1�� ���:3 � �� �- ��
����� ����&� �7
�9� 1-��� 1�� .Zn3�� ��8" *��� �� S�.#� " ����� ���2� -� =�&� 1��

)��#� �. � � H�V �H�3L
#�7��#��#�/ U-�E 1��  .<"- �1-��� 1��-���� #D.�)��#� 1�� �- 1�� 
 -� ����I�&6�1 ��-�� ��� .<"-)��#� 1�#� 1-��� 1��*+, -� 1��                               �]�-� d>� " d3(� 1��

��$��� .  

2-2-7 5�J.#� R,(� :���� �7
6��K#5/�#7 �� 
�� 
#��<  

���� 1�� -�+�^�
 -� \
�3� " ��^�� �	�� 1� �h -� ����5^� �� " ������ J�3G� *?�#^ Z�  

                                                           

1- Count 
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��/�
� �� ��� -�
�� ���"�#, �� ��. �3$��#� " �$��"- " �5 -�3��  �� 1��
� ��&�� �� ���
� � -��-��#� . �� 1��
� ���2�#/-"#� =
� " ���� a#3 � -� ����5 1��#/-"#��� �� �� �	����

�������� �
 ��� �+G$ 1����#�/ -�#0 ���:3 � �-�� ��$ 1-�R/-�� ��� �� 1�� . =
� �� )�D� �

#/-"#���Integrative Genomic Viewer  )IGV (�� d��#, �- ����� =
� �. � � �. �-"��&$ 

����� ���
RNA ���� #
�  �� ��#&� �-	. ����(� ����5 1��� �)3 .(�-�@� -�1 2 -4 *
�, 1��
 ���&� "� 1�#� ����� �:
�#&�)���&� �
1 ���&� �
 " ���$1 )����� �� ��$ -�&�� ( 1-�R/-��

 ��$� � .����� ���2� �. ��$ �8�� �
������ 1�����&� �� *E�? ��$ ���
1  #3(�� ���$
� � .#/-"#��� -�#0 � -#� " vQ� �-�� H-�>O *+, -� ����5 1����#�/ .  

  

  

��
��� 2-4 :�.Q/4� Integrative Genomic Viewer )IGV (%���& 5)
	��� �
� 
�
�RNA  7� A�
J

C. elagans  =<abu-1 
# =
:� ��+�� .�+/�� =
:� 
�f
� A/4� %���& A/4   +�
- 7� A�
J �
�

�+/�� =
:� 
/��
4� %���&'6� ���
�� 
� �+- �
��� 1
����J 7� A�
J �
� .  
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2-3 '���( ����������$)�  

2-3 -1 5�-
J=< ��
��  

�8"#� �� ��
 �� �� ����3 � 1�#� �. H�3L
#�7��#� U�2��[� )�&2� 1������� U-�E ���

���5 �� �3 #>, ��#�/��$ ���� 1��1 � � H��2� .������� �� -� 1#3(�� U�Inh� �	����

*Q� #�Y� �5 -�3��  �� �[��-�"�/� " �7
��"- 1�#� =
�@
�8 ��m� 1����-"� d��#, �
�8 1�� .
�5���$ �
� �	$ � � =�&� ��� �
�8 1�� .�5 1�#� �8"#� PV�&2��8 1�� �
 *��$ �


#/� �	$1 � � ����� �
 " ���&3?� �5 . #�Y� �
��-���� �&. �� �37
�� #�-�. 
L BLAST 
�5 �� �- -���� �������#/ �
� �	$ �5 �� �#��&I j
#h =
� �� �� �	. �7
�9� ��$ �3��	$ 1�� .

�5 #� �"nI�$��"- !���� #
�  �=�l�"#� #/��- 1�� #�Y� �
�8 1��RNA �-�� 1�� ��� �	�� #/�
�����$ �
� �	$ �	���� .  

���� �. 1�-��� -������ 1�� ���
RNA �5 -�� =�37G� 1�#� �
 1��-����8 J�E�� �-                     
�� �
 ��		.#�7�2 ��$�? 1�#� -�.����5 =
� 1-�@��� �3,#/ #Y� -� ����$ .��$�? 1"- 1-�@�
�5 ���T �Q� U-�E �� �. �
�������$ �	������� �� ���� =3��  1�#� ��$ J
�#&� 1��

�$��"-�� ��6
� ��	�� 1����$ .)����� ��3�� 1��RNA  1-�3�� )tRNA  ���RNA  1��
 ���"��T
-snoRNA �#�m " �� (��$�?�� ZR? " 1-�@����$ .�5 
L =�l�"#� #/��- 1�� �� ��

��@
������ 1��1 �5#&� ��$ �3��	$ 1��
������ �>��(� �� �>�� �#��&I " ��
�#/ J }�T	3 � ��
����$ .  

2-3 -2 
/g ��	
��5���Q# �7
6� 
�<  

������ �8"#� )�&2� -�h �� �0�#3,� ���� �5 �� �3 #>,U"�:� " �� =�� �>�� ���� g�[  1��
� � J�3G� �"#/ �	O �
 "� .�� #�-�.���3 � ����� U"�:� #�Y� J�3G� �$#� 1��1#��#� "�3  �


 -��9�p
4  �� #3&.01/0                         ���2� �. 1�? �� -���� � #>, ��#. ����. 1�#� 1-��2� ���	I �� �-

�5�
�&� ���:3 � ��$�� ��#. -�. *��0 �� 1�� .�G  1��-��2� �� ���:3 � U-�E -� �3? ���#�/
$ �8��� �5 ���E �� #�-�. �>3�� -� � � =�&� ������� �� ��#. -�. �. �	. 
? " �� *E�? 1��

� � -��$� " �G  1-�. .��	m ������I�&6� 1�� 1 ��55 �� d��#, �- 1-���� �� �. �-"�        

                                                           

1- Identifier 

2- Pipeline 

3-  2-fold difference 

4- p-value 

5- Gene set enrichment analysis  
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��� "1 �5 ���I�&6� �
 -� ��8�� 1��1 �� ���� 1�	T� #� �	������$�?�7
���"#/ ��$ 1�	�
�"�, 1�#� " ��$�
�&�1 -� �"#/ �
 -� ���. #�Y� �	��� �
 �� �7
�9�1 �5 K0�" ����� �-�� ���

���$ . �� *�(3� ��5 � #>, �
 �)�D� ���	I ��200  1"�? �. � � =�&� �520  -�3.�,
�$�� �7
��"- . 1�-�� �. ����5 #/�22000  1"�? �� � �5800  �
� ��$�� �7
��"- -�3.�,

�	2� ~�, ��2W")�&2� X� � -����$�? =
#��"#/ 1�#� ���:3 � �-�� 1-�@��5 1�	� ���                            
�37��5 � �	$2 �� �$��)4( .�37�����$� �	
�#, �
 �5 � �	$1�3 � ��� �. 1-�h ������ �

��$�? J�3G� U��
�8 �� �- �5 �
�� d� �5 �
 " ��#. �7
����$�? =
�	O ����� �3$�� 1-�@�
�$�� . ���	I ���� �7
��"- -�3.�, �
 )�D��37� -�3.�, �
 ����� =�l�"#� �
 " ���#�/ �
 �1�

 �� ����$ *+3�DNA �$�� ��� .�	m �������I�&6� 1�� 1 ������� 1���#��&I �� �3 #>, ��5 
�"�,��20�� " �37
� 1���	
�#, ���$ �
�&��� d��#, ����  1���� �. �-"� ����� 1�#� �	����

T� ��W#,�5 �
� ��	
� #� �	 -� )n3�� -�O� ����  �
 �
��&�$��� #�7� �
 -� ��8�� 1��
d�Y	�4 ��$��#�/ -�#0 ���:3 � �-�� �#�� �
 ��� .  

2-4 �� ��+ �����,	 � ����  !��"  

���/�	O *?�#� -�.��� �
#
�� ��-��� S�m� -�1 ���� ������� � F��[� 1#�� �� . ������ 1�#�
����� )�&2� ���
RNA ��1�"-" �*?�#� S��0 -� �- ������ #�7� �����8"#� ��� 1��#3��-�� " ��

 ��?#� #���&� d� #� ��6� ���:3 � �>8 . �-�� 1��-���� ��
� ���2� " ������ �/��{�� *��� ��
�]�-� ��� -� ���:3 �1 �&�1    ���O �?�" ���,�#/ 1#�-�. M��- �
 S��0 -� ������ =
� *?�#�    

��@��#�� � #� .�,#(�� �)�? =
� �� #W�? )�? -� " � � �3,#/ U-�E �	��� =
� -� 1��
� 1��
��)�&2� ��������� ������ =
#� ���
RNA H#� -���� �
 -� �-��&� �#8� �?�" 1-��,� . �� ��-���� =
�

����#��� ���:3 � �
���� �. �		. -�. <�#/ �
 S��0 -� �- �>�� ���� 1#�-�. M��- �
 -�
 1-"��#/ �?�" ���,�#/�#. .��&� ��$ �-�$� ��� PnT0 �. ���/ #�-�. �� �. ��-���� =
� �� )�D� "�

�� ���8� 1��-�. <�#/ �	���� �+G$� ����� 1�#� �- �� U-�TI ��	
�&� ��6
� �2� *7� ���

Galaxy )galaxyproject.org/) (1 ( "Chpster )chipster.csc.f) (2 (�	37� . =
� #� �"nI

 a#3 � -� ��� 1-�6� 1��-���� ���-�������	$�� . " K
#  ���,�#/ 1#�-�. M��- �
 ��-���� =
�
�	37� ���:3 � *��0 ��� � �� " ��#. �]�-� �	���  .���:3 � ��"1 �	
�� H��37� �>�� �� � � .  

                                                           

1- Overrepresentation  

2- Gene Ontology 

3- Hierarchical 

4- Dysregulate 
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2-5 ./) 0�	��1	������  

 � � H�V���������� �. � ���
RNA ���� �� �
V�� -��7� d6?�� ����� �- ���	. . �
 �>	�
�� ���&� �����60 ������ �@� 100  �	. ����� 1���)6/0 �@�/ ����� ��� ( =
�	O �	����� �.                                                

�@�/  �
��)GB ( �Y,�?�#��e 1�#�1��  � � .�G  U��"���1-��,�  �
���� !�� " ������ ��
 �@37��-�� .�2��[� �
 ��$�� ��(� H�6�� �� �� H�3L
#�7��#� *T& � ��� #/�1  �O�. a��9� -�

�����
�- �
 1"- �����1  �� �>6�4 �@�/  H�- �
��)�Y,�?1 �,��+� � #3 � ��( �200                                     
�@�/ 
� �-�� ���� 1�k, �
�� " �75/2 �@�/ ��$ H�6�� ������#��
- �I#  ��#� . =�	O -�

���� �[
�#$����� ���
�� )�h �� S$ �
 *0��? H��5 �
 1"- �����6�� .g#h ��O 1��
���{�� �(
�������{�� M
�#$ 1�-�� #��� ���:3 � -�#�� �� �>�� -� " ���� 1#����� ���$ 1��

1�#8� ���� 1�#� �@3:�� � \
�- 1#�� ���
 . #/� �'[  =
� -� �&$���G�� ��#8� ���
�- 1"- �-1 
 �+G$���� H�6�� *0��? �
�� �16 �@�/  �H�- �
��2 �#�  �
 �8-�� �-�� �
��48 �#�  " -�"#�  �
��

6/3 �@�/ $�� �3$�� -��3�� -� ������#��
- �I#  ��#��� .  
���� )�l7� U���� �.#� �
 �37� �
 �. �30"���
�- ��$�� ��1  =
� �
#
�� 1�#� �-����3 �

 �,�. �� � 1��
� -��7� ���� �	����� �. ����"#��7�� .�37� �
 1�#�1 ���� ������ ������ 1��
����� ���
RNA ��T$ �
 �1  �� ��� �� 
.�	��200 �3� �
 " ������#� ��E�� �Y,�? �
��                            

����#/ . ���
*? ��- �� �
�� )�? =

"#  #�Y� #@
� 1�� 1�"�Q��� d6? P��-"#W �. 1#�� 1��
 ��/� ��� ���-�� -��3�� -� �- ���T �Q� ���� " �Y,�? ���
�$ .�/|
" =
#3>� �� ��
�����  1��1 

 ��#. =�- �����0 �1#���#��e 1�k,1 � � ���� 1�	T� #� <���#� ���� �,�
-� " ���� .  
=�	{&� �&$ ���� 1-��>@� *Q� �� ���� )�93�� �#� �� �
������� H�� 1�� ���
RNA  M�Q� ��

$�� ��/� �������� .��� #
� =
#3>� �� �3?�@�/ �
 ���� 1�	>� �� 1-�� #T�, 1��  ����� #� ���
)125 �@� ����� #� �
��(���� )�93�� � � =�&� ��[ �" �� H�� 1��1  �-�� 1"- <-�@� �d.�#�

�
�"�Q� �
 �7
��I�  ������  ��#
�� M �� ��$ ��6
� 1�����6�� )�h �� ���"- �
 �� . ��
����� )�&2� ��#�-�. ���&I ��/�
� ���
RNA ��-��� a#3 � -� ���� 1�	>� 1"- 1��
� )#3	. .

�� �>�� ��"���  )�93�� 1�#� ���� �-�� ���� �	����1 ����- ����#�@� #Y� -� " ��#. �T �Q� � . -�
 �-��� �� ��#��� � *? ��-K
#  " #���		. ����� ��@(
���� �� �. � � �� #�1 ���� �3 ��� ��

�7
� �-�� �. ��$ �� �- U�Inh� 1"�? 1��
�&� )� -� #�-�. 1�#� �7p� j
#h� .  

2-6  3�4	�5�6 7�$  �� ��8�	 ���  

 =
�	O 1"�? F�3. =
�O �-�� -� )�D�^� � J�3G� ������ 1��-���� �� ���:3 � �@��@ . ��E��  
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�� �. ��$�&$ )�D� ����I�&6� ��&� �� ���:3 � �� �- ��1 ����
�&� �#8� ���� .*
�, ���� 1��
 a-�� �� F�3. �
�7�" -� ������ 1�#� -����http://rnaseq-book.blogspot.fi/ � � a#3 � -� .

����#� �� �. ���@(
���� =�99Q� d� " �����-�:����� =�++G3� d� ��	
� 1�#� �
�	$� �7
��
)�D� �	���3� ���-����I�&6� "� ��		. )�T�� �- ��1 � � ��$ d��#, -�. #� 1�#� �&	��- . �� ��


�I�&6�  =
� " ���#, M� 1��-���� ��R�-  " ���� -�#0 ���:3 � �-���I�&6�1 H#� �� �#@
� -��,�
Chipster �� ���:3 � ��-�� ���,�#/ 1#�-�. M��- �
 �.�
�&� .�&�1 H#� ���:3 � �-�� 1��-��,�
)�D� -��	37� a#3 � -� ��@
�- U-�E �� " ���� ��� =3� ��� .  

2-6 -1    =
#.3 P& �
������ 7� ��
(,6�R  

�� ��>	(�� F�3. ��/�	���� �� �. ��$ �

.�	�� K
��� �� *��I d3� 1 �3���"� #�Y�2  �-
�	
�&� S+� .�� ���� ��(� F�3. =
� -� �. ���#, M� ������ 1��-���� #D.� �#
� d37�  1"- ���$

 
.�	�� *��I�#8� ����#/ . #/� �&$�&� " ���� �"�	
" #�-�. �
����� �� *��. -�h �� �. �
	. U#8�>� 
.�	����� ������� �
 ���7� �7
� =(��-��
 d� " 
.�	�� d� j
#h =
� �� �� �
���
�- 1"- �- �"�	
"1  ����#8� 	.�� .��Q� �-�� -� #3(�� U��
�8 1�#�1 �� �3���"� ������ ����

 ��http://www.ubuntu.com/download/desktop �#. �28�#� .  
 =
�)�D��&� 1�#� S+� 1��-���� " ���� �$�� �- ������ 1��-���� �� 1��
� ���2� ��1  #��#, �>��

� � F�3. =
� S��[� �� .� � a#3 � -� -���� �� �
�7�" 1"- -���� #� 1�&	��- U��
�8 ��" .
 1��6� =�$�� �� ���:3 � ���-���� =
� �� �� S+� " ������ 1�#� =
�@
�8 *? ��- �
Chipster 

�I�&6� " ������ 1��-���� #D.� 1"�? " ��#. -�. �3���"� 1�	T� #� �. � �1 ����� � K8#� 1�� .
��&��� '
#(� #
� -� �. ���/ ���$�&$ ������� =
� �� ����,�#/ 1#�-�. M��- �
 j
#h �� �

 1"- �>�� �� " ��$ 1��6� =�$�� �-�" ��	
� �
 " ��#. ���:3 � ��-����� M
�&� ���:3 � ���#,�� .
�� �]�-� �2� �G� -� 1��6� =�$�� S+� 1�&	��-��#/ .  

�$����
�� K0�" ��:� ��$ �3$�� 1���i. �� 1-��#���$ .�� d��#, �- ����� =
� �#
� �. �-"�
��&� �������� P���6� �- ������ *?�#� P��2� ���3� . #�Y� �	3� ���  1��#@(
�#
" #� �"nINotepad 

� " �"�	
" -nano  #�Y� �i. �++G� 1��#@(
�#
" �
.�	�� -�Notepad++  "Rstudio  1�#�R 
 " �"�	
" -�emacs )��"�,� ���,�W� 1�� (��-�� ��8" ��� 
.�	�� -� . 1��-���� =
� �� ���:3 �

                                                           

1- Linux 

2- Ubuntu 
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�� ��E�� P��
�$ �++G���$.  � �� �- �i. �
�#
" �#
��G� ���&� �@�- �� ���:3U"�:3� 1�� 
�� � ��i.����(� S��#� =
�� " ��#. #�1 U�-�3 �1 ���#� "��2 �� *�>7���#/ .  

 �. ��/#� �&$�� "#�"- �
�8 U�-�3 � �
 �i. ���$
 *
�� ����37�  -� 1#3(�� U�Inh� �.
�	
�/ �� �[��-	. �,�
-� ����� 1��-�. " ��8�� 1���� . 1�#�R �� � -�3 � �� ���:3 � �� ����

»? «" �
�&	��- �-�3 � H�� 
L ��&� �6378 �- ��8�� 1�� .�)�D� ���	I ��?lm �Q:E1 
 -�3 � 1�&	��-lm )�� �.���� 1�#� �- �[� 1���� <��#� ���� ��� �����
�&� . U�-�3 � 1�#�

�� �
����
 -�3 � �� ����man �Q:E ��1 �,�
 � #3 � �&	��- . �)�D� ���	I ��man less 
�Q:E1  -�3 � 1�&	��-less �� ��� �-�	. .H#� �� }��#� 1���&	��- ����#, M� ������ 1��-��,�

 S�m��Q:E -�1 H#� ��&� �7G�����8�� ��-��,� .=&6�� =�	{&� #�Y� ���2, 1��
SEQanswers )http://seqanswers.com/(  .Biostar )http://www.biostars.org/ ( ��-�� ��8" ���

�� �.���� ������ �� }��#� UV��  ���� g#[� �>�� -� �- ���#. .  

2-6 -2  ���3� 0.� 7� ��
(,6�Chipster 

�� ��/�	���� #/�)�D� �	���� *
�� )�? =�I -� " ���&� ������ �- F�3. =
� -� ��8�� 1��
 " ���#, M� 1��-���� �� �. �	37��R/BioConductor �� ��		. -�. �� �- �������� ��&� �	����

H#� �� ���:3 � -��,�Chipster �	
�&� �#8� .Chipster H#� �
 -� ��@
�- U-�E �� " ���� ��� =3� -��,�
� � a#3 � .=
� H#��I�&6� �
 -��,�1 ���� ������ 1��-���� �� K��8 J�3G� 1���#�-�. 1�#� ��

���������� 1�#� ��&8 �� " �
�8 *7� ���
 ���
RNA � � ��-"� d��#, .���. ��-���� =
�1  *?�#�
����� �� ��:�. )#3	. ��#�7� ������ " 1-��� 1��3 �� �$�� �-�	�� .�&$ ��������������� �  �� �-

�[9� #������ ��#. �-�" #�Y� 1� H�� 1��)FASTQ(J
�#&� � ��)BAM (<-�&$ )"�8 �
 ��
	. !"#$�� .  

 ����	�� #Y� ��Chipster �����  �
1  �	�
n.–  #� -�"#�  1�	T� �
 U-�E �� �. � � �"�8
 a-�� -� 1��6� =�$�� #
�+�http://chipster.sourceforge.net/downloads.shtml  *��0

� � � #3 � .���. 1"�? 1��6� =�$��1 �I�&6� " ������ 1��-����1 ���� " ���� K8#� 1��
�����1  � � ���:3 �) y-�� P�3T7� ��"���$�� .(H#� �
 �� �. � � H�V1��6� -��,� #�Y� �� 

VMware  �
Vitual Box  1�#�1�#8�  1��6� =�$��Chipster  -� ���:3 � 
.�	�� �
 ��� ��"�	
"
��$ . #/� �&$��#6�1 �	��� -� ��T01 �� -�. =�$��-��� 1��6� 1��
 ���� ��E�� �
 �� �. ��$

                                                           

1- Command 

2- Argument 

3- Pathway analysis 
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 �&. S+� 1�#� �+G3��
#�@� .�� =�	{&� �� ���� -�"#� Chipster  �#>� ��� ��n	, -�(. -�
 �,#/)http://chipster.csc.fi/ .(�	�>� �$"- ����� )�93�� ���� *��� �� �<"- =
� �3T�� �7�� . -�

���G� �. ��-�E��G� �	. �6378 �- ����� ������ �� �
��� �� �
 �#/-"#� 
�&� ���:3 � H��5� ��
��������$ �-�" ��&>� 1#�-�. H�� �� �
� .���.� ��@
�- ���
�-������ ��� ��#
R� � � .  

 �� ���:3 � 1�#� ��i. �
�&	��- �	OChipster � � ��$ �]�-� #
� -� . �� }��#� U��� �3T��
� � ��
�#/ �]�-� ������ �� �� }��#� *+, -� ���/��8 -�h �� ������ #� *?�#� . �� 1#
�+�               

�Q:E1  1#�-�. M��-Chipster �-�@� -� ���1 2 -2 � � ��$ ���� �
�&� .  
•  F�G3�� ��Import files ���� ��� �-�" �����$ .*
�,�#6	� -� d� ��1 Datasets )�O " V�� ( "

�#6	� -� d�1 Workflow )�O " =�
�� (�� #������#/ . 

• �#6	� -� ������ 1��-����1 Analysis tools  U-�E ���3 �1�	�  � � ��$ ���� �
�&� ��$
)� �- " V�� .(�&.� 1"- ���. �� " ���� �O�. 1�&	��- =3� �
 1�-�� 1-���� #�1                         

More help ���,�
 � � -���� #� 1�&	��- �� ���� . 

• �&.� F�G3�� ��1 Show tool source code ����&� �Y?n� �- -���� �
 KT	� �i. ���� .� ��-���
�� f#, ��� 1��#3��-�� �� �	�����#8� ���$ .�� ��E�� ��" -���� 1��#3��-�� #
��9� �. ��$

���� �� ���� S �	� #Y� �����#/ )#3	. ��� . 

•  1�#�1�#8� �3 � ��� �� }��#� *
�, �37
�� ������� �
1 ��&� F�G3�� �- -���� ��� " -���� . �2�
 1"- �
�� ���#3��-�� ���&3?� #��_� " )#3	. ��Run �#. ���. .�� ��2W" �����#8�  �� �-

 �E- �	�
�� *	� -� �O�. v�D� 1"- ���.��&� . 

•  �
 �. �30"1�#8� �� *�&�� ������*
�, ���$�#6	� -� \
�3� 1��1 Datasets �#6	� "1 
Workflow �� #������$ . *	� �� S �	� 1�� -�+� <"- " *
�, �
 F�G3�� ��

Visualization )� �- " =�
�� (����&� 1�� -�+� �- \
�3� ���� . 

• �#��e 1�#� �
�� ������� 1�� File/Save session �#. F�G3�� �- .�&� �-�. =
� ��1 *
�, ���
���� �#, " ��(��h�T�-���1 ) U�Inh�-���� �� }��#� \
�3� *
�, �
 ��6
� -� �. �
��#3��-�� " ��

��$ �3,#/ -�. �����(��#(, *
�, �
 S��0 -� �1zip �� �#��e��#/ .�� =�	{&� �
 ����
 ����� �. �-�. <�#/1�#8� �I�&6� 1"- ���. �
 �� ������ *?�#� ��6�1 ���� U"�:3� 1��

�� d��#,��&� �#��e �- ��-"� . 

•  -��,� H#�Chipster  �
lab book �� 1-��>@� �� � ��$ H�6�� �. �{�� ���
�&� . ���. ��
 �O�. Rm�. �
 *�$ �� �. ����
� 1"- ��#. *	� -�Workflow �� �� � �
 ����
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1- Intergenic region 

2- Batch effect 

3- Heatmap 
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prinseq-graphs.pl -i graph -html_all -o QCreport 

3 -2 -3 Trimmomatic  
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�
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0* '-��: 3��� w?� �	 
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5%���  ;�
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- �	 
0 .�� 	�T!� ,�� ,
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�
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1- Hard-coded 
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�%
�
$ 1� �d
� "
01
! #
�
�   3��� "1
E�
-;�� ��;�� �	 �@�� "	�?9T�	 "
0 . 1� 3�
�'$� 
!
�� *�q% �	�� u
��� P
$� �! ����� .��� #$��H R��/ 1�   .
��H M� �	 �6��� ,�;�] .���

���% ��<� ."� 	 �< ��   
0��
H S�% 1� 
0 "
0FASTQ �� �� 3��!;%�2 T
% 3���H ;�%��� .
Trimmomatic "�
E� ;�] 	�T!� M�1  =��$ �6
� ,���!
�!   3��!��<� �����9 .  

3 -3 ����% �	
	� !& '()�� �*!+�!" 

3 -3-1 '
�  �!�"  
�! .
�
�/� .�T
� 1
! #
�
� �� .
�% �	 1
! 5%���;0� . P

X� 	� #
�
� ,��Phred  �[�	�

����2 .��$
B� "��!" Phred  �;O x\$   3;2 ��$
B� 1
! .��! 3
�'2� G
�'�� N'�	
@� �;'!�
 	� �d
�10- �� r�Q��2 . 
! �!��! 1
! .��! 3
�'2� x%
2 �9� *G
^� .���O �!01/0  *;2
!

 1� �	
�O 1
! #
�
�/q log( )10 0 01 20= − × = ��! ;0��� . 1� #
�
� ���
X� ������0  
�40 
;�'E0 �
z'� .��
H 	� "
0FASTQ 3�
�{ "
kH 50
� "��! "	�?9T�	 1� ��;O� "
< �! *"1
$

 "
0�'��	
� M�� 
!ASCII �� 3�
�'$���2 .��
H "
0FASTQ  |"	�?9T�	 1� �6�HSanger 
�� 3�
�'$�;��� . ,�� 	� "	�?9T�	 "��! �'��	
� ,
��$   �$ASCII �� 3�
�'$� ��d 1���2 .

5����  	� �� #$� ��{ �! I1� 1� ��� "
01.8 I�%��
H *
�l���l� 	�TH� "
0FASTQ �%�9 �! ;
��� "�
�� �'��	
� ,
�	
�]   #C2 �� ;%;2ASCII #$� 3��! ��d .�%
�
$ �

�T< 1� �0
9: "��! "
0

 K6'&��� *#
�
� "	�?9T�	 #��H �
B
Q�� �! .���FASTQ  ���% ��<���)1 .(��% �9� ;
%��
3��� ��
� "	�?9T�	 �� *#E
] .
'�
0FastQC ��%: ;%����� ;0� +
&�� . ��;�� �! 1

% �9�

��
H "
0FASTQ  *#$� �@�� ��
� "	�?9T�	 �! ��
� "	�?9T�	 M� 1�Trimmomatic �� ;%���
 �	 	
� ,��;0� I
4%� .  

���] 	� 1
! #
�
� ���
X� ����������� ";�! "
0�� 50
� �!
�;!
� .Q�� ,��� 	� �%
$: �! S
���< "
0	����%5%��� G�/ 	� �	 1
! #
�
� �� "��� .
�% 
0�� 3;�� *;�0���2 .  � �0                    

I�% 	�TH�FastQC   PRINSEQ U	�T9 	� �	 
0	����% S�% ,��"
0�� �[�	� .
2;�0� .3	
@%" 3-2 
����� #
�
� "
0	����% 	� 1
! �0 "�1� �! �!
�FastQC 5%��� "��!3��� ��
�'%� #�< "
0 "
0

 G
^�) 	����2 3�	"  ���6$GM12892 ( �	5�
�% ��;0� ..
�0 �q��� 
0	����% ,�� 	� �� �%�9
�� *��25%���N
X'E� "
02 5%��� ��  �'2�� ���
! #
�
�P���� "
03 ,
�
- #
�
� "��

;%	�� .
�'%� �! .;2 M��T% 
! ,
�_�05%��� "�� 50
� #
�
� *
0;!
� .  

                                                           

1- Multithreated 

2- Forward 

3- Reverse 
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)�� 3-2 :
	���  �!�" (�����#� '� '
� #� ��'� 0� 
�
�B (��C�FastQC ����D ��#� E�F$G. �
�)H
� ( �

 I�JK.)L��
� (���� 0� M��#.�
N. �
� .0�OD (����� L���  ��P (� �'
�  �K8�. #� (� '
�  �!�"
����D
. Q
R� �( 
�S�� . (�T.y 04K5 � ���� Q
R� �( 
!�" 6�'
�$.� �
��(' 0%.���  
�
�. U(
=)25 

 
�75 S�(� (
. Q
R� �( �'
�  �K8�. #� ��#� '
�  �!�" #��
F.S�� . �.#8 VD�S%�� Q
R��  (�SF.
�S%�� Q
R� 
�� VD � 0�
�.� 
. L�)�
�.S-
� .0%�.' �!�" W��#� 0� �.#8 � 
9�(
� X�42 �
� �
�


. Q
R� �( :�KY � W2
%. XZ�DS%�� .L��
� U(
= #+� '� #$�" X#�10  '� B�S" #� (� 0�
�. #+� 
� S-
�
 �K8�. '� #$�" �'
� �
�25  XS-
�FastQC �SR� \�
. (�
� (S�
�� .  
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#
�
� =�1�� �$	�! �! 3 �O #
�
� =�1�� �@%�@] �$	�! *1
! #
���� �0 "�1� �! "1
! "
0
5%��� ,
@%

��� T
% 
0��2 =��  ;
�� ;%��� .�� 	
� ,�� 
!�O��4� .���5%��� 1� "� �	 
0

;%	�� ";! �6)� #
�
� �� ���% 3;0
�� .I�%  � �0 	�TH�FastQC   PRINSEQ �� 	����% ;�%���
#
�
� ,
@%

� =�1��5%��� "1
! "
0;�0� �[�	� �	 
0 .3;�� #�
� 	� #
�
� ,
@%

� �'E�
! G:

5%��� #��^�� 1
! 
025 ;2
! ���
! 
� ..
�03	
@% 	� �� �%�9" 3-3  *#$� 3;2 3��� .
�% N0
5%���5%��� N0   N
X'E� "
0�  � � ;� " 
� P���� "
0 1
! #
�
� �� 3��! 5%��� .�
6


#$� ;! �
���O 
�%: .  
5%����� �	 ,
�
- #
�
� 
! "
01
! " 
� "
0���% 5���
- 
�   3���% "1
E�
- 
� .��� .

 ,
�
- #
�
� 
! "
�'%� w?� "
��� �! 
��� 5����  ��  3��! 5%��� �)� w?� "
��� �! "1
E�
-
5%��� 1�#$� 
0 .�� �9� ;
0���%���5 *;
�� ��
� 5���
- 
� "1
E�
- �	 ��
�'%� #�< "
0

 5%��� M� �� �'�  �� ;
�
�% r
&'%� �	 "	�T!�).: #�< 
� (�� w?� u
��� }�� �! 	�
� *��2
5%��� R!
D���
H 	� 
0;2
! �< �� "
0  .5%��� �� �%
�1 	� S�Q�� ,�� 
0" 	  =<��                          

.
���!
� �� "�
�1 #
�0� *;%��9�	�� . ���1I�% 	�TH�K����05%��� �� �	�� 	
q'%� 1
$ #�< "
0
;��

! ��
H  � 	� �%
E�� u
��� 
! �	 3;2 .�'�%"  5���
- *"1
E�
- �! 3 �O �� #$� ,�� N��

�� T
%;%T! N0 �! �	 u
��� ,�� ;%��� .5%��� 1� ���! ���1�� 5���
- ��
� 	�/ �! 
0 ;%�2 ��
$  
5%����� T
% 
0;%��9 w?� *.;2 3
��� ,
�0 �
�� �! �� ;%�2 3
��� 	;X%: ;�%��� .  

3 -3-1-1 �'
G"
�  

I�% "
0	�TH�Trimmomatic  *FastX   PRINSEQ ��5%��� ;�%��� #
�
� "
��� �! �	 
0
;��
�% "1
E�
- . #
�
� "1
E�
- 	�T!�FastX �� 31
<� ;d	�   #
�
� ���;� 	�;X� M� �� ;0�

 1� ���
! 
� 	�;X� ,�� �'E�
! �� ��
01
! N
q�� *;�2
! �'2�� ��%:;%�2 .PRINSEQ   
Trimmomatic ��5%��� "1
! #
�
� ,
@%

� "
��� �! �	 "1
E�
- ;�%����'�%   3��� I
4%� 
0" 

I�% ,�� �� #$� ,�� N���� 
0	�TH�5%��� 
! ;�%���;��� 	
� ��
�'%� #�< "
0 . 	� ��1 	�'$�
Trimmomatic 5%��� ��
�'%� #�< "
0)PE ( 1� �'�� .
21
! #
�
� ,
@%

� �� �	20  #$�

)AVGQUAL:20 (�� "1
E�
- �	;�
�% .��
H�� �< ��   "� 	  "
0;%�2 3���H ;�%��� :  

java -jar trimmomatic-0.32.jar PE -phred64 reads1.fastq.gz 

reads2.fastq.gz paired1.fq.gz unpaired1.fq.gzpaired2.fq.gz 

unpaired2.fq.gz AVGQUAL:20 
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�(
)�� 3-3 :B#� '� 
	��� #�  �!�" 6�'
�$.� (����� (��C�FastQC  �!�" L�)�
�. ^�'�� 0" ����D �( 
�


. Q
R�S�� .����D E� E�F$G. �
�)H
� (����D E� � I�JK. �
�)L��
� (���� (� _
4�#F� �
N. �
�
 ����D Q����. �� /.
-)6 S�(� ( '� #$�"  �!�" L�)�
�. 
�2 S%$G� .  �!�" L�)�
�. _H��K.                                

����DL��
� I�JK. �
� 2� #� .  
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Trimmomatic �� �$	�! �� ;��5%��� #�<5%���   ;�2
! 3;%
� ��
! 
0�! �	 
0  �'$	�
��
H 	� "
0paired1.fq.gz   paired2.fq.gz �� U	�T9;�
�% .��
H �< �� "
0

unpaired1.fq.gz   unpaired2.fq.gz 5%��� " 
��
0� #�< �� ;�'E0"
0 .
2
#$� �'H	 #$� 1� ..
�0�d��	� �� �%�9"  �
���X� 
4��� 	� *#$� 3;2 3��� .
�% T
% 3;2 �[�	�

82 #�< 1� ;d	�3;%
� ��
! 
0;%�:  

TrimmomaticPE: Started with arguments: -phred64 

reads1.fastq.gz reads2.fastq.gz paired1.fq.gz 

unpaired1.fq.gz paired2.fq.gz unpaired2.fq.gz 

AVGQUAL:20 

Multiple cores found: Using 16 threads 

Input Read Pairs: 34232081 Both Surviving: 

27981021(81.74%)Forward Only Surviving:  

3162984(9.24%)Reverse Only Surviving: 609823(1.78%)Dropped: 

2478253(7.24%) 

TrimmomaticPE: Completed successfully 

�� ��1 	�'$� M�� 
! V$�� �	 ��!
�� ��
� "1
E�
- .���PRINSEQ ���% ��<� :  

prinseq-lite.pl -fastq reads1.fastq -fastq2 reads2.fastq -

phred64 -min_qual_mean 20 -out_good qual_filtered -out_bad 

null –no_qual_header –log –verbose 

#�< 	� 3;%
�
�
! "
0qual_filtered_1.fastq   qual_filtered_2.fastq 
U	�T9   3;���9 ��
H�< �� "
0 qual_filtered_1_singletons.fastq   

qual_filtered_2_singletons.fastq 5%��� " 
� T
%�� ;�'E0 ��
0 #�< 1� .
2
�'H	 #$�;%� .3;��� K
d��" –verbose �� u�$ ��2 =�
�    ����� .��'! ����<� �	 G
�%� 

3	
�:   3��� ���% 3;0
�� �	 
0) ��
H 	�~�1  P�'$� 	� T
%#$�.( –no_qual_header                           
 �!PRINSEQ �� 	�'$�31�;%� 50
� #�< �� ;0�" ��
H|F�
'% "
0 FASTQ"
< �! *                             

»+ read name « 1� 
��� *5%��� #
�
� V� �0 	� �'
��$ .���O �!»+ «;�
�% 3�
�'$� .  

3 -3-1-2 ���#��  
"
01
! �9� 5%��� "
�'%� 	� ,
�
- #
�
� 
!3�
$ *;%�2 ��
$
�2 
0l3�	 ,��� lw?�  *
�%:

5%��� .��� 5���
- 
�'%�  � �0 1� 
01
! 1� ��
�� ��;�� .��� 5���
- 
� ,
�� G�/ M� 
� 
0

                                                           

1- Log 
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#$� .����� U 	 ,�� �� �� w?� T
% �	 r�� #
�
� 
! "
0;�� . ,'H	 #$� 1� 50
� "��!
������� 
0�#H�9 �q% 	� �	 1
! �0 ��
� 	�;X� .�� . "
�'%� 1�3'  
�5'  �9�   3;2 S �2 	
� 5%���

,
�
- 1
! M� #
�
��� w?� *#$� 3;2 K���� �!	
� V$�� �� ;2
! ";� 1� �����9 . �@����
-
 ��
�FastX  "
�'%� 1� �	 
01
!3' �� 5���
-;�� . �� PRINSEQ   Trimmomatic �� ;�%���
5%���;��
�% 5���
- 
�'%�  � �0 1� �	 
0 .5%��� 1� ���! #$� ,��� .�] *;%�2 3
��� 	

E! 
0

5%��� 
0�@����
- ������3
��� �!	
� V$�� 3;2 K���� G�/ ���;� M� 1� �� �	 ��
0 *;�2
! ��
�� w?�;��� .PRINSEQ  *Trimmomatic   Cutadapt  3��� �%
�
'�- ��
�'%� #�< 5���
- 1�

 5%��� M� #�< *5���
- ;��:�H �/ 	� �9� �'� �4
'% 	�   *� �! #$� 1� T
%��;�%���                                     
��
H �	 5%��� "
0;��
�% }�� N0 ��1��� �! .  

 	� ��1 .
��HTrimmomatic 5%��� "��! ��
�'%� #�< "
0)PE( �'�� 1
! #
�
� �� �'�  *
 1�20  ;2
!)TRAILING:20( "
�'%� 1� �	 
01
!  *3' 5%���   3��� 5���
-3
��� "
0 1� ��50  1
!

 5���
- 1� x-)MINLEN:50 (�� "1
E�
- �	;�
�% . ,�� V$�� "1
E�
-   5���
- ����� u
���
�� ,

�� .
��H 	��	���! "�
�1 #
�0� 1� *A
Bd ��
��� 
! 
�%: .��� #$��H ,���!
�!   ��2

#$� :  

java -jar trimmomatic-0.32.jar PE -phred64 reads1.fastq.gz 

reads2.fastq.gz paired1.fq.gz unpaired1.fq.gzpaired2.fq.gz 

unpaired2.fq.gz TRAILING:20 MINLEN:50 

.
�0�d�� 	� �� �%�9" �� T
% 3;2 �[�	� �
���X� 
4��� 	� *��� 3;0
�� .���82                1� ;d	�              
#�<��
! G�/ "
��� �! "1
E�
- x\$   5���
- 1� x- 
03;%
�;%�:  

Input Read Pairs: 34232081 Both Surviving: 27992914(81.77%) 

Forward Only Surviving: 3114023 (9.10%)Reverse Only 

Surviving: 780195 (2.28%)Dropped: 2344949(6.85%) 


�
� "�4'E< "
< �! M� #1
! �� 5���
- *.
�1 M� 	�3�4�- U 	 M� 1� ;%���" .�Tz�1 
3�4�- M� 	� 1
! #
�
� .: 	� �� ;�� 3�
�'$�" �%
'$: M� 
! �!	
� V$�� 3;2 K����"  ,
��

�� �E�
X���2 .Trimmomatic  5%��� "�;'!� 1� �	 3�4�- ,��) "
�'%�5' (�� .: "
�'%� �!;%�Tz� .
 �� PRINSEQ  �!�� �	 31
<� ,����2 S �2 
�'%� I�;� 1� 5��- �� ;
�� r
&'%� �� ;0� . ;�
!

 "
�'%� 1� 3�4�- ,�� .;%�Tz� �� ��2 �<��5' �� u�$ ��1 �! �� �%
�1 
� 5%��� 1
g: �� ��2
�%
'$:" ��2 }�� *;��% i�X$ �q% �	�� .��
� 	� "
�'%� 1� .;%�Tz� ��3' �� u�$ 
! �� ��2

                                                           

1- Sliding window approach 
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� �! .;
$	3�4�- M" ��
9 �	�d U�! *u$
�� #
�
� 
! .5%��� .�]�� 
0u
2 ;�%��� ��
0
 "
�'%� 1� 3�4�- .;%�Tz� ������ *;�2
! �'2�� �%

� 	�   #
�
� 	�5' 5%��� ;
��� u�$ "
0

3
����� ����2 . R
�6� �!	
� V$�� 3;2 K���� G�/ ���;� "
��� �! "1
E�
- 
! 5���
- �9�
 �^�� *��25%��� 
0��;%�2 w?� ;�%��� .5%��� 
! ���� ,���� ;�;�� ��
�'%� #�< "
0��2 .

��
H 1� 5'�< w?� �! �4�� 5%��� M� ,'H	 #$� 1� ���1�� T
% 3;2 #�< "
0��2 .
PRINSEQ w
D�%� T
% �
�
q�� ��
$ 	� *5��- #�< �! 3 �O#$� ����?- .Trimmomatic  31
<�

��31�;%� �� ;0�" -�� 3�
�'$� 3�4�- .: 	� #
�
� ,
@%

� 1� 3	���0   3;2 N
q�� 3�4�;�� .
 �� PRINSEQ �� �	 .
��� ,��31�;%� �	�� 	� �� ;0�"  3�4�- #��� "��! �6��� ,��                                     

N
�C��%
'$: 
! �'E�
! #
�
� ���;� 
� ,
@%

�   3;2 "�
9" �
X� �q% �	��;%�2 �E .  
 	� ��1 	�'$�Trimmomatic 3�4�- M�"  "
�'%� 1� �	 "1
! �$5' �� �� �'�    ;%�Tz�

 1� �'�� �! #
�
� ,
@%

�20 5%��� *;$�!�� U�! �	 
0 ;0�)SLIDINGWINDOW:3:20 .(
5%��� ,
�_�03
��� 5���
- 1� x- �� �	 ��
0 1� ��20  ;�2
! 1
!)MINLEN:50( "1
E�
- *

��;��. .
�0 �� �%�9 ���� 3	
2�;2#�< *��
H 	� 3;%
�
�
! "
0�� U	�T9 �%
9�;< "
0;%��9 .  

java -jar trimmomatic-0.32.jar PE -phred64 reads1.fastq.gz 

reads2.fastq.gz paired1.fq.gz unpaired1.fq.gzpaired2.fq.gz 

unpaired2.fq.gz SLIDINGWINDOW:3:20MINLEN:50 

.
�0 �� �%�9 .
�% T
% ��1 	� 3;2 �[�	� �d����;0� *4/64 #�< 1� ;d	� 1� x- 
0
�� ��
! "1
E�
-   5���
-;�%
� .31�;%� 5��TH� 
!" �� 3�4�-N��� "	;� �	 5���
- .������% �� .

 3�4�- �9� *G
^� .���O �! *;2
! "1
! #�04/73 #�< 1� ;d	� 5%����� }�� 
0;%��9 .  

Input Read Pairs: 34232081 Both Surviving: 22045360(64.40%) 

Forward Only Surviving: 7811189 (22.82%)Reverse Only 

Surviving: 607284 (1.77%) Dropped:3768248 (11.01%) 

�E�
X� 3
9;�� 1� *"� 	� ��1 .
��HPRINSEQ 3�4�- M�"  "
�'%� 1� �	 "1
! �$3' ) #�<
K�
&� (�� 1� �'�� 1
! #
�
� ,
@%

� �9�   ;%�Tz�20  ;2
!)1t(5%��� *�� 5���
- �	 
0;�� .

5%��� ,
�_�03
��� *5���
- 1� x- �� �	 ��
0 1� ��50 �� "1
E�
- *;�'E0 1
!;�
�%.                             
#�<3;%
�
�
! "
0 ��
H 	� "
0window_1.fastq   window_2.fastq    3;2 U	�T9
��
H �< �� "
0window_1_singletons.fastq   window_2_singletons.fastq 

5%��� " 
�#�< �� ;�'E0 ��
0#$� �'H	 #$� 1� .
2 .  
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prinseq-lite.pl -phred64 -trim_qual_window 3 - trim_qual_ 

type mean -trim_qual_right 20 -trim_qual_rule lt-fastq 

reads1.fastq -fastq2 reads2.fastq -out_goodwindow –out_bad 

null -verbose -min_len 50 -no_qual_header 

.
�0 u
��� ,�;!3��� .
�% T
% �d�� 	� �� �%�9�� *��228133789 )81 ;d	� ( 1�
#�<   5���
- 1� x- 
0�� ��
! "1
E�
-;�%
� :  

Input and filter stats: 

Input sequences (file 1): 34,232,081 

Input bases (file 1): 2,567,406,075 

Input mean length(file 1): 75.00 

Input sequences (file 2): 34,232,081 

Input bases (file 2): 2,567,406,075 

Input mean length(file 2): 75.00 

Good sequences (pairs): 28,133,789 

Good bases (pairs): 4,220,068,350 

Good mean length(pairs): 150.00 

Good sequences (singletons file 1): 3,008,972(8.79%) 

Good bases (singletons file 1): 225,672,900 

Good mean length (singletons file 1): 75.00 

Good sequences (singletons file 2): 769,471(2.25%) 

Good bases (singletons file 2): 57,710,325 

Good mean length (singletons file 2): 75.00 

Bad sequences (file 1): 3,089,320(9.02%) 

Bad bases (file 1): 231,699,000 

Bad mean length(file 1): 75.00 

Bad sequences (file 2): 3,008,972(8.79%) 

Bad bases (file 2): 225,672,900 

Bad mean length (file 2): 75.00 

Sequences filtered by specified parameters: 

trim_qual_right: 3330145 

min_len: 50879967 

3�4�- U 	 "��! ,�T@�
< M�"  S��4� U 	 *.�Tz���<�1 K����0 	� �� #$� 1
$BWA 
�� ��<���2 )11(  #
�
� 5���
- u6g� T
% �
�� ,
�0 �!  BWA �� 3;
�
% T
%��2 . *U 	 ,��
5%��� #$�	 #�$ 1� �	 
0) "
�'%�3' (�%
'$: 
! �	 1
! �0 #
�
� *3;
��-"�    3��� �E�
X� ,
��

� 
�� S��4� *,'H	 �6< 
! .
�T�0�� #$� �! �	 
0�	 : . ,����
! �� �'
���� 	� 5%��� ,��
X�";! 	�;2 �� 5����  *;�: #$� �! ���4���2 . 	�T!� 	� U 	 ,��Cutadapt �� ��<����9 .  

                                                           

1- Running sum method 

2- Badness 
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Trimmomatic �� �[�	� #
�
� 5���
- "��! �X
�D� U 	 M� �
��Dd� �� ;��MAXINFO 
�� 3;
�
%��2 .5%��� ,'2�� �@% ,
! G�
�� "	����! *U 	 ,�� "��<� 1� w;0 ,��� ;� 
� "
0

#$� 
D� "
01
! w?� 
! ;�6! . 	�U 	 ,��*  �'��	
-  �w;0 5%��� G�/1 #&$  "�
92 
5%���   3;2 #H
�	� "
�'%� 1� 
03' �� ��$
B� 1
�'�� M� 1
! �0 	�   3;2 5���
-���9 . M� �9�

3
��� 5%���.� 
� M� *;2
! w;0 G�/ 1� ��3 �� 3�����2 .5%��� "��!6! "
0 �'�
�- ,�� *��;�
U��
- 1� #�
�% 	�   �'H
� 5��TH� *
D� G
�'�� 1� �d
�4 �� ����H �H
Q� "
01
! ,'2�� �@%� 	 .

�� �	 x%�
! ,��#&$ �'��	
- 1� 3�
�'$� 
! .������% G�'�� "�
9 .#&$ �'��	
- 	�;X� ,
! "�
9
5%��� *;2
! ���
! .: 	�;X� 	;� �0   3��! M�   ��dBd 
0A
��! ;�0��� �� . ��1 5���
- .
��H

 	�MAXINFO  
! �!��! �	 w;0 G�/ 	�;X�50 #&$ 	�;X�   
! �!��! �	 "�
97/0 �� �q% 	���
9 .  

java –jar trimmomatic-0.32.jar PE -phred64 reads1.fastq.gz 

reads2.fastq.gz paired1.fq.gz unpaired1.fq.gzpaired2.fq.gz 

unpaired2.fq.gz MAXINFO:50:0.7 MINLEN:50 

 �
���X� *"1
E�
-   5���
- ,�� 	�99 5%��� #�< 1� ;d	��� ��
! 
0;�%
� :  

Input Read Pairs: 34232081 Both Surviving: 33724880(98.52%) 

Forward Only Surviving: 63886 (0.19%)ReverseOnly Surviving: 

4564(0.01%) Dropped: 438751 (1.28%) 

#&$ �'��	
- �9� �! "�
98/0 5%��� #Bd *;!
� 5��TH� 	�   �'H
� "���! 
�%: G�/ �! 
0
#�< ;d	� �4
'% �! 3;%
�
�
! "
082 �� 50
� ;d	�;!
� :  

Input Read Pairs: 34232081 Both Surviving: 27993319 

(81.78%)Forward Only Surviving: 3113077 (9.09%) ReverseOnly 

Surviving: 780359(2.28%) Dropped: 2345326 (6.85%) 

3 -3-2 E`4. �
�'
�  

����� �/ 	� 1
! M� �9� 
! 5%��� 	� *���% 3��� +
&�� �!
�N �� 3��� .
�%��2                                   .
���$�K��	   
01
$3�	 
01
$;%	�� N��� "
01
! 
! �	���! "��! ��6'&� "
0 . 
�%: 1� ���!N  
0

�� ,�T@�
< #!
> 1
! M� 
! �	 
�%: �@�� ���!   3��� ,�T@�
< �H�
C� 1
! M� 
! �	;��
�% . .�]

                                                           

1- Target read length 

2- Strictness 

3- Penalty 

4- Bonus 
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N �� 
0� �! �4�� ;�%���$���.
�� 
� �0
�'2� "
05%��� �?� *;%�2 V6g �!
� ��;�� "�	�� "
0
 "�
�1N E�
!;%�2 w?� �' . #
�
� U	�T9PRINSEQ  	����% M� ��
2 1� S�� N  #$� 
0

)3	
@%" 3 -4 (�� �� ;d	� .: �! .��� 3
@% 
! .���N ���% 3;0
�� �	 5%��� �0 "�1� �! .  
  

  

�(
)�� 3-4 : &(��+PRINSEQ  E`4. �
�'
� ,�8� '�)N 
� .( ��
a 
�'
� '� S�(� ��N  
`%� � ���� 
�
92452  ��
a ����DN S%$G� .  

 ;��:�H"1
E�
- 	�PRINSEQ �� N0��H �	 .
��� ,��                          ;d	� 
� ��;�� �^��;� .��'! �� �	 :
N  5%��� M� �� �	 ��
0#$� 1
4� ���% ,

�� *;2
! �'2�� .5%��� ��1 .
��H #�< "
0

  � 1� 5
! �� �	 ��
�'%�N  w?� *;%	��  �� "1
E�
-;�
�% .  

prinseq-lite.pl -fastq reads1.fastq -fastq2 reads2.fastq -

ns_max_n 2 -out_good nfiltered -out_bad null-no_qual_header 

-log –verbose 

#�<3;%
�
�
! "
0 ��
H 	� "
0nfiltered_1.fastq   nfiltered_2.fastq 
��
H   3;2 U	�T9� "
0 �< �nfiltered_1_singletons.fastq   

nfiltered_2 _singletons.fastq 5%��� " 
�#�< �� ;�'E0 ��
0 1� �	 .
2
3��� #$�;%� ..
�0�� 3��� .
�% T
% ~� ��
H 	� �� �%�9 *��233546906  1� x- #�<

3;%
� ��
! "1
E�
-;%� :  
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Input sequences (file 1): 34,232,081 

Input bases (file 1): 2,567,406,075 

Input mean length (file 1): 75.00 

Input sequences (file 2): 34,232,081 

Input bases (file 2): 2,567,406,075 

Input mean length(file 2): 75.00 

Good sequences (pairs): 33,546,906 

Good bases (pairs): 5,032,035,900 

Good mean length (pairs): 150.00 

Good sequences (singletons file 1): 58,095(0.17%) 

Good bases(singletons file 1): 4,357,125 

Good mean length (singletons file 1): 75.00 

Good sequences (singletons file 2): 141,443(0.41%) 

Good bases (singletons file 2): 10,608,225 

Good mean length(singletons file 2): 75.00 

Bad sequences (file 1): 627,080(1.83%) 

Bad bases (file 1): 47,031,000 

Bad mean length(file 1): 75.00 

Bad sequences (file 2): 58,095(0.17%) 

Bad bases (file 2): 4,357,125 

Bad mean length(file 2): 75.00 

Sequences filtered by specified parameters: 

ns_max_n: 1170812 

3 -3-3 
�(�$����  

.
�0 *;���9 A���� G � �CH 	� �� �%�9�����	�'$� Ut	   
�l���l� "
0454  "
0	�'-��: 1�
����� 3�
�'$� �!
����� ;��� 3��� T
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%: 1� 5
- #$� I1�;%��9 w?�   5���
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0 . ,
�_�0

.
�% ��
$ �� #$� I1�
01  
0�91
g:   "�kO ;�] "
0�9
$
�2 �
q%�;%��9 w? .�6O ����� Ng	
�� �q% �! 3�
$ 	
� ,��5�
] 
! ��  ;$	#$� 3���0 ��
0 ..
�% ,�� ����� #E&% �0 ;�%
� 
0
5%��� 1� "�@�� 5&!�� 
0����� 	� ��
0
D� ;�%���I�% �4
'% 	�   �'2�� �!
� 5���
- "
0	�TH�

� �! 	�
� �'E�
!��<��" R!
D� I;O 
!G;��� *
0
02 ;�2
! N��� "
01
!   . �� �'�  ����� I �
RNA ����� M]�� "
0�� �!
�5%��� *;%��9�� 
0 	�'-��: �! ;�%���3'  3� TH��2%; . #
�Q  ,��

"�$��$ 5%��� �
��Dd� �	3 ��;��
% . ���� "�$��$ 5%��� ,��.:  "
�'%� 	� 	�'-��: �� #$�
3' ��#$� #&$ .: +
&�� ,���!
�!   ;2
! ��T< ;%��� .3��� �9� ����� I�$ 3
@�
- M� 1� 
0

3���" ;2
�% P�'$� 	� 	�'-��: ����� �
O�/� �� #$� ,��� *;�2
! 3;2 �'H�9 ����O .  

                                                           

1- Tag 

2- Indel 

3- Read-through 
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 *;2
�% I�6�� 	�'-��: ����� �9�TagCleaner ��5
- ��%: ;%��� ;�
�% ��
!)12 .( ,
�_�0
 	����%k-mer overrepresentation I�% 	�TH�FastQC  	����%  TagSequence Check I�% 	�TH�

PRINSEQ �� N0��H �	 
0	�'-��: 	�k� +
&�� .
��� T
%;%	 : . w?� "��! ��<�� "
0	�T!�
 ��
2 
0	�'-��:Trimmomatic  *FastX  *TagCleaner   Cutadapt ;�'E0 .I�% ,�� ,
! 	� 
0	�TH�
Trimmomatic *TagCleaner   Cutadapt ��R!
D� I;O 
! ;�%��� 	� �	 
0	�'-��: *3��� �6!
X� 
0

 .
�% �����   5%��� �%
2�\�0 ���;� �� ;�0;! �	 .
��� ,�� �!	
� �!   3��� 5���
- 
�'%�  � �0
��
@! �q% 	� �	 . ,
�_�0TagCleaner ��G;��� 
! ;%��� �6!
X� T
% N��� "
01
!   
0;�
�% .

Trimmomatic #$� =��$ .5%��� #E&% ���1����� 
! �	 
03
��� "
0 ;
$1    3��� 5��-
5%��� "��! 
��� �	 ��
� ������0 
! �!�� �! �� ��
0�� R!
D� 
0;
$ ,��2 I
4%� *;�2
! �'                              

��;0� .I�% ,����
�'%� #�< 1� 	�TH�3��� �%
�
'�- 
0 ��   T
% �	 ��
�'%� #�< �
O�/� ;%���
;�� 3�
�'$� 
0	�'-��: ��
$
�2 "��! .I 	;�
�
- U 	 �
��Dd� �� U 	 ,��2 �� 3;
�
% �! *��2

 "�$��$ 5%��� �� #$� 	��'$� #X
X� ,�� "
��� ��D� ,��   �'H�9 �	�d #�<  � �0 	�
����� ���
��� �!
����9 .5%��� u
��� ,�;!�� 
0 +
&�� �� ;�0� 31
<�   3;2 K����0 ;�%���

 ��
9 I
4%� 1
! M� #�� 
! �'� ��T< "
0	�'-��:)3	
@%" 3-5 .(�'�% 	��� �<�� �	�� ;�
! �� "�
 	�'$� M� 	� 	�'-��:   ��
� *����O 5���
- �9� �� #$� ,�� ��
9Trimmomatic  *��2 u
���

'-��: �! �	 5���
- 1� �6��� ,
'E&% �'E�
!��� +
C&� 	� ..
$: 
0	�'-��: �)� ��
$
�2 ���1 1� ��
#$� ��T< "
0	�'-��: .  

3���3;2 5���
- 	�'-��: "��! ���� G
^� "
0;%� . "
0	�'-��: ��1 	�'$� �� TruSeq2  �	 
�l���l�
5%��� 1��� w?� ��
�'%� #�< "
0;�
�% . 	�31
<� *	�'$� ,��" ;
$ 	� R!
D� I;O  � *

�%
'$:" ����
93  
! �!��! I 	;�
�
-30�%
'$: *"  
! �!��! 3�
$ ����
910  	�'-��: G�/ ���;�  
 3;2 ��
$
�2 
! �!��! I 	;�
�
- #�
� V$��1  �	�d �! �� P���� 5%���   3;2 �'H�9 �q% 	�

5
-�� w?� ��H#$� 3;���9 }�� *��2 .  

java -jar trimmomatic-0.32.jar PE -phred64 reads1.fastq.gz 

reads2.fastq.gz paired1.fq.gz unpaired1.fq.gzpaired2.fq.gz 

unpaired2.fq.gz ILLUMINACLIP:TruSeq2-PE.fa:2:30:10:1:true 

                                                           

1- Short seed sequence 

2- Palindrome approach 

3- Clip 
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� &�( (��C�Trimmomatic 
.
�(�$���� 
$a S���� ��� �( �
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��5 �
����D (�  !5 �
�S�� b�;R� �#2�#2 ����D  �KY� \� (� 
�
`$�� . 
�
`$��  !5 ����D ��
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� (� I�JK. ����D � H
� (� E�F$G. ����D .( S�!2 c�( 
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	��� �;� 0� � �S- b;R.�S- d
T	� X 2� �S��#+ b;R. �
�2 c�( 
� 0" �S- 
�
�S�� . L�� 0" 
$8�
 �;�
	��� XS-
� �
��" 
8
T	� �
`$�� 0� Q� �#2�#2 ����D 
�
�3'  
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. 
`$�� Q� (���#+ .Trimmomatic 
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��" �
�(�$���� L�� S�����  
� d�C

�S- b;R. (S�#Y  .O�S�
�� efa � ���� b�;R� XS�� .  

3 -3-4 ����D ��P
�  

5%��� G�/ =�1�� G�'��#$� ";
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�
� G�'�� 1� ��&! .���O �! 
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0	����% 5%���
0 �� �[�	� �	;�0� . "
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 ��
2 5���
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4-1 �� !�  

����� ��	
 �� 
� ����� 
� ����	������� 

 ��� ����� ��� 
� ��	� �� ��	� �� ���
��� �� ! �"��#� ��� ��$%� & 
'(�� 
��#� � )��� 
! �� ���$� .+��	����,� �� �-�� ����

./����� 0��	1 �� ��,�� ��� 23	� 4�'5�	,6/�	� �� 4�/7 8� �� �� 

 ��( 9:#� 

 ��&;
��� 
'1	< �#�� �=
 -� ���$� ./��� .��,�./��� ���� ���/7 �%�>�� ?�@A)� 23	� 4�/7 �� ��

�� 

 ������( & �='63 �� �/���7��(�/&� & ���
 
� ���3 ��� ��( 
'1	< �)�.C : EF1
0=�� (��
 ��	� & H�	
 
I��� �� ��%� �-��)�.C :0#( EF1 (�� 
'1	< ��
 
���( . 4�/7 8� 	<�

 	<� �� J�(�K/ L	'�� �� 23	���
 �"�� M���(�/&� �-���� J�(�� H�( 
'���( ��� 
� ����
./��� �; ��3��,� 4�'5�	,6/�	� 8� �� �� �����/ ���� .  

N� 
�+��	�� J����'� E�./��� �-����� �#��! ���;	1 8� 23	� 4�/7 8� �� �� .
./�����%O%� & H��� H���
 P�'K6/ ������ ��3& ./��� �� .4�/7 

 ���Q ���� �� H��� R�$� ��/���

����� �&�Q &�7 & ����	,� 	%S/ ���FT/� 	%U �����,� �%O��> 

 ��(�� VW�
 ��� ��� ����
X)��� �� .��
 ������ .+��	�� J��� 	� H&A@X��Y� 4�@ �� ���� ��-��Z���� & �� �(�/ 

 ����

����� ����Y� & ���/7 ���� -����
 
"3��� J��'6� ���� . 	'#%� �%�[�� �����/�3�&	'��� ����
�7 ��./��� 
=%'/ �� & �/��� ��#�������� ��� ����RNA  +��	�� 4�/7 �� 
'��%��/ ?��\ 
�

���/�( ../��� �	%<�3�&	'��� �%� �� H�( .��	%� ��� �%%�� & �� ]%T\�&�Q                                                                
 �&$<�– ��� ���(� ���
 �&	'��� .Z��^%� �	�-  & H��� �&�T� .��	%� X)��� �� ����� ���

����&	'�� ����(�� 
'(�� Z�) -�� ����$� ��/��� .  

��/	� ���/� EF1 ��� ��./��� �-����F� & ����	�� ���
�%�- �� H�( +��	�� ���� 

�� �1	�� ���/7�/�( .+��	�� �����$����� & �-�� �����%�� _5� & H�( �1	�� $%/ �-�&

%(�Q 	� ��'K� ��%
�� �1	�� 0#( EF1 �� ���^/	<�/� .  
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�
��
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H�
��/	� ��� +��	��`&� 

 
'(�� ��3& �-��	� �� ��O':� ����� H	%!	� ��(                       
.��!�� ��"�#%� a�1 ������
 .Fonseca  ����,�� &)1 (
���Y� 8�� 
6�� ��%� ��                            

+��	�� 4�=/� ��-���� �/��� -&� 
� �� V& �� ��3�� ��	"1 & H��� �����/)2 .( Z���� ��) 
�
+��	��d	) -� & 
'6� ��
 
� �� ����,'�� -� ��	� ��-��
���/ ��� ��	� +O':� ���e<                                 

�@	��� H���'�� �����;	1 
� �#:����
 .�� ����'� �����$�� ��/���4�^�� ��  4�@ 
� ���-�%'��
X��Y� J�� & H�	
 ���	� �� ��-�� ��%
 	��� �
O\�1 -�� ./��� �K6/ �"3 & ��S'/� ���� ���

�����/ H���'�� ���"'/� ��3 .+��	����,� �%�>�� �� ���%�)� ��$%� ��-�� ?��\ 
� �� ����
��,� �%�%
`��$< ���� �� �����/ )log P 10 -  =Q  . �=��� ��P J /H���� ��#�  
,��� Z��'Q�

��� J�(�� 	^�� ��3 
� XO�'� 	S/ ���� ./��� .(��,� �%�%
 
'(�� �^'6� E��@ ��! 
� ����
�^/�^� �"/; ��	'�"� 

1 ���(�� .+��	�� -� ��	��� ��-�� ��/���./��� 
Y / ��! �� 

 ����

��,�H�( ���� �%� �&�6� ?��\ 
� .(�� �� i���'� �� �/���,������/ 2�-�� X��Y� ��� .  
+��	�� .��	%� ���-��H�(2 ./��� 9':� 

����� ��� ����RNA `&� -� J��'6� ���

./��� ����	�� ��	� ��O':��� H���'�� H�( .��	%� ������
 .�� ���;	1 ��� E��( �/���
?N�F�� ������( ��	� ����� � ����	�� 8� ��	3�3 _5� 

 H��� �/&$<�  �� ���"/ ����	��

�� ��������	< .
%(�Q 	<�+��	�� J�(�� L	'�� �� ���/7 ���^/�� ��-�� ��	� �; -� ��/���
./��� ����3���
 H���'�� H�( .��	%� ��� .���� H�( 4�=/� 8%���'6%� ����-�� 

 
/�<

 ����Engstrom �� ��#/ ����,�� & J���+��	��.��	%� ���-�� 
=%'/ 	S/ -� H�(� 
 ?&��'� Z���� 9%:#� & X��Y� 4�@ E�T� J-�� �T\ J.��	%� 9%:#� �	,O�@ J����	��

 ��'6�)3 .(  
�O\�O��@ ��	�� +��	�� 8� V�:'/� �� 

����� ?����Y� ��	� -�� ����RNA  	S/ �� ����

+��	�� 
� ��; 

 ��� ��� ��( 
'1	< 	<� k	%� �� ��� -�%/ H�( .��	%� ��� ���/�3 	S/ ����
 �� 
'(��/ �&	'���microRNA ����� ��+��	�� -� H���'�� J��(�� H�( ���� 	%S/ 
'��%� ���-��

Bowtie )4 ( ��BWA )5 ( ��	� P����� 

DNA H�( �Q�	)��� V�OY� J�/� ../��� 	<� .%� ��
��,� 4�'5�	,6/�	� �� 4�/7 -���+��	�� ��� 0� -�� J�/�	< ���� ��-���/�( H���'�� ��/��� . ��&

./��� 	<������ ��� ����RNA �&	'��� �&�Q 

 ���/7 ����,� H��� �� -� H���'�� J�/�	< ����
+��	�� 8�.��	%� -��  	%S/ H�(TopHat )6( JSTAR )7( &  ��GSNAP )8 (��� ��&	� .  

                                                           

1- Uniqueness 

2- Spliced aligner 

3- Junction 
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4 -2 -1 Bowtie  

Bowtie Z&��'� -� �,�4	/ ��	�+��	�� �����$1�
Y��& 
� 

 H��� -���  -�%/ & N�� �@	�
��� 
'1�� �%��K � J
S1�Q 
� 	'�
 .4	/ ��� 	����3 .��	�& �&� �=��� �� 

 ��$1�Bowtie2  H���

./��� ��	� Hq�& 
� & ��O� ���) -�50 -�� ����$� �� (�� & ��� i����+��	�� �/��� �-��
M�,(Z���� ��	� �� ����� $
	�� J��� 4�=/� ����	< .4	/ ��� �OK> .��	�& 

 ��$1�Bowtie1  J���

��./��� ��	� �	'#%� �%��6Q �6/���H���
 ����(�� 
'(�� 	� . �'1	< 	S/ �� ��,�� ��&
����� �� M�,(�(��/ �� �� .�O@ 
,��� 0U�Bowtie2 ��/+��	�� �/���( .��	%� �-�� �	3� �� H�
�� ��& J����/+��	�� ����� 8� ����@ 
� �/���+��	�� ���� �-��H�( .��	%� -��� 

TopHat2 ��( 
'1	<��
 
� .���� �%�[���� H��� ]%��� 0#( EF1 �� 

 
/�<  J��(
Bowtie2 ������	�� �/�����
 ��$�� 
� P��% '6� �� 4�'5�	,6/�	� ��� �-��eXpress  Z����

 ����/)9 .(  
Bowtie2 
S1�Q -�%/ & N�� �@	� 
� ���%'�� ��	��  8� -� H���'�� �� �� 23	� 4�/7 J0



���/� FM  -&��� E��K� `&� ���K� 	� 

- �� E�@ 	O�&
���/ J��
�� ���e<����/ .4	/ ��� ��$1�
+��	�� ���;	1 �@	� 	'#%� .��$1� ��	� ��'�� J�-��8� 4�=/� ��  ��s1 J��%���! ����	��

�� �&�T� �� �='63��
 .Bowtie2 
OQ	� ��� ��� 
�Y> ��! J����'��� ./��� -� 8!�
 ��
)�� H�%��/ �%� P�QAY\� 

�/�( (H-�3� 
,��� �&�� ���  ���� 0"K� �� �"/; �%� �� M�,( ��3&

+��	�� J��( H��� 23	� ���-���� �-������/ .�� 	���
 �/��� 
O\�1 & H�	
 Z	'�
 �� �%� Z�)
X��Y� 4�@ ����� & 9:#� �� ����
 .  

Bowtie2 +��	�� �%��& &� �������� �-�� :����� & �"'/� 
� �"'/� . �"'/� 
� �"'/� �%��&

�� 

 ��� �; ���-�%/� �/�( +��	�� ./��� �� ��-�� .�� ����� �%��& �� ��& ��	� ����

 8� �� ��3�� ���-�� -����/ .��	%� J����	�� ?�-�%'�� �-��	t
��Q �"3 �� �"'/� &� 	� �� .
�� 
'1	< ��
 
� �/��- iOU� 

 �"'/� 
� �"'/� �%��& 

 ��(Bowtie2  ����TopHat2 �	3�                               

��E,#� �%��& J��	<��� 	� . & H��� 	�\ ����	�� -�%'�� ��	'"� J�%��& ��� ����&�� ��	� ��
�� 	6
 �; -� M�,( & X��Y� 4�@�/�( .Y� 4�@ 8� N�� �%�%
 �� -�� 8� �� X����&��                                      

R�$��� 

 J�%��� ���%�)� �� -�� 8� �� X��Y� 4�@ 8� �� 
6�� � �� �	�                       ��Y� 8� �/���

/��/���� J�(�� �	%<�� �1��
 .�� 	���
��&�� �/��� ?�@A)� ��; 
,��� & H���'�� ���� ���

 J	%� �� �/�( 
'1	< 	S/ �� �'6��� -�� �%�%
 �� V�:'/�����/ . ���	'����� 	��� � 0%S�� ��3 
�
�� Ja�1 ����� & ��%���! ����	�� ��	� 
/�<��3 ���	'����� 	��� � ?�K%
	� -� �,� -� ����
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 H���;)O%� 2�	� �)very fast( 2�	� J)fast( L�6Q J)u	1 .%�) (sensitive (default) ( �O%� &
 L�6Q)very sensitive ((���/ H���'�� .  

 Ju	1 .%� E,( 
�Bowtie2 �� �='63 ����	�� ����! ��	� �=/; �� �� ��
 ��� & ��

�� 
���� 

 ���� _5� & 
'1�� ��� �='63 �&� H�( Z��@� ���&�T� 
� �� ���Q ��	'"

�� `��$<����/ .4	/ J�(�� ��3�� ��6,� ���	( �� V�� ����	�� ��! 	<� 
� �� �"/; -� �,� ��$1�
��$^��3 ����� JH�	
 V�:'/� �1��F� ?��\��,� ��%
 ��� � & H�	
 `��	< �� �� ��	� �� ����

�� .��
 J./��� �#�� �� ���%�)� ��� 1 ���� ��#/��� . ��	� 	�- �� H�( 
I��� Z�t�Bowtie2 
H�T/� +��	��./��� �-���� ��#/ �� 4�/7 �� ����� . 

 ���/ 
3�� ����Bowtie2 �� 
� �/���

+��	�� ��	� ����./��� �-����( 
'1	< ��
 
� 4�'5�	,6/�	� �� �� . �� $%/ �	���
 ��� -� ���t�

�%�- �� 0#( EF1� ��
�(�/&� �-��  ��eXpress ��� H�( 
I��� .  


���/ 8� ��O/�� �� ����� 23	�  


���/ 23	� 4�/7 ���Bowtie2  -� ����- ����� ��	������/�3  ���6�& ��Bowtie2 )10 ( &
 ���6�&Illumina iGenomes )10 (��� L	'�� �� . ���� 
���/ ��� ��	
 ��O/�� ���- ��


���/ 

 ���/ E\�Q ���%�)��  
� v��	�Bowtie2 ��� H�( V�:'/� .
���/ �	�- ��	� ���$� ���
.��	�& �OK> ���Bowtie �/��� ?&��� J .���� �%�[��  J��� H�( H��� ��#/ 	�- �� 

 
/�<

�� 8�
 �� & �/��; 
� ������'�� Bowtie2-build 
���/ 8�� ���/ ��=�� �F:( . 	� ��
 ��� �,�� Ja�1 ���	%6� -� 4��

���/ -� P���� �%���:��  ���/7 /E��1 ���FASTA  ���� -�

E��1 ����@ 
� H���
 
�	@ ���GTF4�/ �� 

 ��T/ 
� J �(�� 
'(�� � ��Y� ��&-��&	
 ���
) PAt�1  	��	� ��chr1(�%�
 H���'�� J .�� P���� 	<� 8�
 �� �� ��%� �%����HTSeq  J�%���/ ��


Ensembl ��:'/� 8� �/����(�� V�� V� . �	�-GTF  ���Ensembl  ��
 ��� ��	� �T%T\ ��	1
�/��� .GTF  -� H�( ��O/�� ���iGenomes .:��� 

 
'(�� �1��� ���
��/	� ���� ��/���� 

Cuffdiff �/	%< ��	> H���'�� ���� .  
H��� ��E��1 JZ�t� ��� ���FASTA  -� E\�QEnsembl 
���/ ���� ��	�� Bowtie2 
�� H���'����( :  

 L��; ��http://www.ensembl.org/info/data/fp/index.html  J���/�3 
��$< & 	S/ ����� 
DNA �%�
 V�:'/� �� . E��1dna,toplevel.fa.gz 
�� �&�Q 

 ��� 4-��&	
 J��� E��1 8� �� ��

 ����� -�%/)E��1 -� ���dna_rm  &dna_sm  �&�Q 

DNA �%�
 V��'3� J��'6� ���	,� .( 
3��
 E��1 ��� 

 �%�
FASTA 4&-��&	
 	� H&A@����� & EK��� ?��Y> �&�Q J����� x%��O��� ��� .
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4&-��&	
 -� � 1 �%���:� 	<��� J�%�
 H���'�� ��E��1 �%/��� ���FASTA  	� ��	� �� 
/�<��3
�U�� 0� �� �� �"/; _5� & H�	
 ��O/�� 4&-��&	
�%���/ 4 .  

 ��O/�� �� 	�- E��1�%�
:  

wget ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-74/fasta/homo_sap 
iens/dna/Homo_sapiens.GRCh37.74.dna.toplevel.fa.gz 

 H�	#1 ���Q -� �	/; &)x�- ( y����%���/:  

gunzip Homo_sapiens.GRCh37.74.dna.toplevel.fa.gz 

 ��'�� 8�
 ��bowtie2-build ��-�6� 
���/:  

bowtie2-build –f Homo_sapiens.GRCh37.74.dna.toplevel.fa 
GRCh37.74 

 .:� ��'�� ��� �/����)GRCh37.74 (
��� 4�/�  ��	1 �� 
���/ E��1 .( �� 

 ��� 
���/
bt2 �� H���'����(:  

GRCh37.74.1.bt2 
GRCh37.74.2.bt2 
GRCh37.74.3.bt2 
GRCh37.74.4.bt2 
GRCh37.74.rev.1.bt2 
GRCh37.74.rev.2.bt2 

 E��1FASTA +��	�� ��	� 4�/7�-��  ����Bowtie2  -�%/ �����6%/ . �� 
���/ ��� 	<� ��&
 ����TopHat2 �� H���'������� 
^/ �	/; �'6��� J�%�
 .��� ��
 ��� ��	��  �"3 �� 	S/ ���� E��1


��� 4�/ �� X��Y�� �%�� 4�/ 	%%z� J9��(:  

mv Homo_sapiens.GRCh37.74.dna.toplevel.fa GRCh37.74.fa 

+��	��./��� �-��4�/7 �� ��  

Bowtie2 E��1 ���FASTQ  &FASTA E��1 ����@ 
� ���� ��&�& ����	�e� .E��1 ��� ��
���/�#� $%/ H�	#1 ��/��� .+��	�� Z���� ��'�� 8�./��� ��	� �-��8� ��� 	�- �� ���"'/�

��� H�( H��� ��#/ .
/��/ 	<�� 	S/ ����  H�( 
'6,( ��&�& E��1 ��! 
��(�� J�'6���                                  
���E��1 �� �� ���
 ��A@ ),  (�/�	< ��3 0� -� :  



84  ���� ��	
�� 
��� ����
	��� �
� 
�
�RNA 

bowtie2 -q --phred64 -p 8 --no-unal -x GRCh37.74 –
Ureads1.fastq.gz -S reads1aligned.sam 


��� 4�/ �=��� ��� 
���/�  23	�)-x ( -� ?��K@GRCh37.74  ��&�& E��1 & H���)-U ( �� $%/
 ��	1FASTA  H���)-q ( ��%
 ���e<$�� -� &Phred+64 �� H���'�� ����/)--phred64 .( 
�

E��1 	<� 

 ��( 
3�� ���� 
',/ ��� ���FASTQ  ��%
 ���e<$�� & H��� 	����3Phred+33 
 -� �=��� �� �'6��� J�/���–phred33 ���/ H���'�� . ����@ �� E��1 8� i��> �� �3&	�

reads1aligned.sam  
'1�� `��^/)-S ( &./��� E��( �'6��K/+��	�� ���                                              �(�� H�#/
)--no-unal .(+��	�� �� 	�N�� �@	� 
� ���%'�� ��	� ���$�� ��) 
� H�/-��	� �#� �-��

�� ��	> H���'�� ���� �/	%<)-p 8 . (
��$<�� $%/ �	^�� ���'� ������ �/�( H��� 9%F:� ��/
+O':� ���	'����� & �"/; -� ���<; ��	� 

�� ��(4	/ ������� 
� �������/ 
�3�	� ��$1�                                        .

����
\A� �� 

 
/�<� �� H��� $%/ H�( 
I��� J��(42/47 ./��� -� �\�� 
/�^� ?��\ 
� ��
 {	/ & H�( +��	�� �O|
+��	���-�� $%/  �� 	��	�68/82 ��� H��� �\�� .  

34232081 reads; of these: 
34232081(100.00%)were unpaired; of these: 

5928253(17.32%)aligned 0 times 
16232369(47.42%)aligned exactly 1 time 
12071459(35.26%)aligned > 1 times 

82.68% overall alignment rate 

 ���./��� ��	� H�( 
I��� ��'�� 
��#� ��'�� ��� �� �; ?&��� �"�� & H��� ���"'/� ��3 ���
 ���� ��&�& E��1 &� 

 ���)-1  &-2 :(  

bowtie2 –q –phred64 –p 8 --no-unal -x GRCh37.74 -
1reads1.fastq.gz -2 reads2.fastq.gz -S paired.sam 

./��� 

 ��( 
3�� ���� �� ��(�� �/�6,� i%�	� ����� ���$� E��1 &� �� �'6��� ��Bowtie2 
����/ ��	��� J��3 8� ����@ 
� �� �"/; �/��'� .�1 	<�E� J�(�� ��3�� �	'#%� ��� �� �"/; �'6���

 ���
 8�
 �� & H�	
 i�	� X��Y� i%�	� 
� ),  (���/ ��3 0� -� . ��	� Hq�& 
� J	'����� ����!
./��� �����,� J
�Y> Z�) 	t
��Q 	%S/ J���"'/� ��3./��� ���� ��XKY�� ?��\ 
�1 ) ��


O\�1 & �"3� ]%T\ �K6/ (./��� �'1	< H����/ �� �'1	< 	S/ �� & �� H�#/ ��3 ���
��'6� L	'�� .����
\A� �� 

 
/�<� �� $%/ H�( 
I��� J���/ H���#� ����19/39  -� �\��

./��� ��3P� %>� ��  & XKY�� ?��\ 
� ��� 8�83/26  ?��\ 
� ��K,� -� .%� �"/; -� �\��
H�( +��	�� XKY���/� .+��	�� �O|
 {	/ �� 	��	� �-��67/81 ��� H��� �\�� .  

                                                           

1- Concordant 
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34232081 reads; of these: 
34232081(100.00%)were paired; of these: 

11633330(33.98%)aligned concordantly 0 times 
13415597(39.19%)aligned concordantly exactly 1 time 
9183154(26.83%)aligned concordantly >1 times 
---- 
11633330 pairs aligned concordantly 0 times; of these: 

1999775(17.19%)aligned discordantly 1 time 
---- 
9633555 pairs aligned 0 times concordantly or 

discordantly; of these: 
19267110 mates make up the pairs; of these: 

12546751(65.12%)aligned 0 times 
4349286(22.57%)aligned exactly 1 time 
2371073(12.31%)aligned >1 times 

81.67% overall alignment rate 

Bowtie2  ��	1 �� �� ����	�� }��'/SAM )Sequence Alignment/Mapped ( ����/�'�� 


+��	�� ��	� ��3���� 
I��� J��� ./��� ��� ����/)12 .(����.:� �� 

 
/�< ��� ���� ���
�� H��� ]%��� EF1 J��(
1	\ ��	��� J�s1 �� ���3  ����SAM  �	���� .��	�& 
� ��BAM 

���/ E��K� .  

4 -2 -2 TopHat  

TopHat 
��/	� 8� & H��� ��;��
 
S1�Q M	F� 	S/ -� & 2�	� P�'K6/�                                  �� Z&��'�
+��	��./��� ��	� H�( .��	%� �-������� ��� ����RNA ��� . �&� �=��� ��TopHat2  -� 



Bowtie2 +��	�� ����� ����@ 
��� H���'�� �-�� ��
)Bowtie2 %'#� $%/ ���� �/�K����/( J
$
	�� ����( .4	/ ���./��� ��	� ��$1� 

 ����75  H�( 
�%"� J�/��� Z�) 	'#%� �� -�� ��3
��� .TopHat2 +��	�� ���;	1 8� -�
OQ	� ��! �-���� �&	%� �� ��3�� ?��\ �� 

 ��



%(�Q ����./��� ��	
 +��	�� �� J���/7 ���^/�� �&	( 4�'5�	,6/�	� �� ����( . ��
 ���
+��	�� �T\./��� ��( Ve3 -� JH�%#:� ��K"� �� �-���7 
� �� & H�	
 ��/��� VW�
 ���

�� � ��� �� ����	�� ���;	1 �O|
 �@	��#:� ../��� 	<� J�/�	^/ +��	�� ��TopHat2  ��"'/�
��/ `	� �� �"/;��� .X��Y� 4�@ 
� �K6/ 

 ������ ���� ���� ��%��� E�T� �� 
'(� ���	����

./����/�#/ +��	�� ��� �,�� �%��� �%�%
 �� ��� . �%�[��TopHat2 �� ��	� �/���
���=��3 9%:#���( 
'1	< ��
 
� ���/7 ��� .4	/ ��� �	�-�� ��$1�./��� �/��� ��%� �� �� ��

� %�O� Z�F�/� v� /1����/ +��	�� J .  
                                                           

1- Fusion breakpoint 
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��,� `&� ����TopHat  ���%'�� 4�'5�	,6/�	� ����	�� �O\� .:� 
� E��()
OQ	�� 1( J
 4�/7 ����	��)
OQ	�� 2 ( H�( .��	%� ����	�� &) EQ�	�3  ��6 )H��^/� 4-1 ((�� 

 �(��

��� H���	< ��	"1 	�- �� �"/; ?�%�$3 ../��� ���	�/� ?��\ 
� �6:/ ���"'/� ��3 ���
1	< 	S/ �� �� _5� & H�( +��	�� J
�Y> �"3 & Z�) �'+��	�� �� X%�O� ���"'/� ��3 ���

���/�	< .  
  

  

�)
*�� 4-1 : )� �,- �����. 
/����� ,0���1TopHat2  .�	� (����� 4��5 
� 4�67��89���� 
� :; 
�
�

<
8!�,=� 
�
�<
8! 4��5 
� >��,?! @ �,- ��A� BC�; D
EFG :� H,��
! 
�
�,���I . �I�TopHat2 

�������@,J! )� :; ,�
�� �) 
�
�� ���,��� :EFG )� H��)
; K��� �,- ���E� <@�60��� @ LC                            

<
8! M��)4�� �
*�� H,���I 
�
�:�N
� <� )� �) ����� OA; )��1�� <
8! 
!��5P�� �� 
� ���; 
�
�                              

M�EG�! Q��R
���S	
� �� �
0*�� �@
N :; �����.,�
�� �) HM�� 4��E! 
=����. �
� .T (
	��� �
�

M�EG�! )@
?! 
!��5��S	
� �
�� :�
�� @ :61
� ,���. U� :� �����. ����� D
EFG @ �,���I �)�VI                          

<
8! �,=� 
�
�)
*� P�� )�)B� 
� � �,- XY=! �)
6�,�� ( K���Bowtie2  P�� 
� )� :; �
Z��                     

)@
?! HM�� :�
�� D������ 
!,��- .[ (������:EFG �
�@ �,- �,�
\9C �*�,8� :� ��                                                      

������
! �
?�� ����� OA; �
�,��- .  
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1- 
%(�Q ?�@A)� 	<�� ���^/ �6:/ J�(�� L	'�� �TopHat2 ./��� 4�'5�	,6/�	� �� �� ��
+��	�� ���-�� .4	/ �������� ��$1� E��1 8� -� H���'�� �� �� �(�/&� ���GTF/GFF  -�


���/�  4�/7Bowtie2 �� y�	:'������/ . _5�Bowtie2 
���/ ��	� ��� ���e<
+��	�� & �-�=� 4�'5�	,6/�	�./��� �-�� �� ���� 
'1	< ��
 
� �;��( . �3&	� ��

 ���"/TopHat2 +��	�� J��,� 
� 4�'5�	,6/�	� ������� ���/7 ���)H�( .��	%� (
�� E��K��/�	< .  

2- ./�����/ +��	�� 4�'5�	,6/�	� �� PA��
 

 ���� ���� J�/�(Bowtie2  +��	�� 4�/7 ��
���/�	< ../��� J
OQ	� ��� �� ��) 
� 

 ����
'��%� ��,� �/���	< ����) 8� 
�

�&$<�(��,� J�( ������ ���� ../��� ��&H�( .��	%� ���� ��,� �/&$<� ��! ����
��/�/�	< .  

3- ./�����,� 

 ����H�#/ ���� H�( �	|� 8!�
 ?��Y> 
� J�/�) u	1 .%� ��) 
�25 
-�� ��3 (��,� 4�/7 �� P���=� &�� ���� �/�	<)H��^/� 1 -4 .( 	<�TopHat2 ./��� �� ����

H�&�T� �� 

 ���%�� H-��/�� 
�Y> �� J	���
 ���� H�( +�	�� �&	'����                                 ���� & x!
��,�4	/ H�^/; J�/�	< ����
%Q�/ �; �� �� ./��� E|
 ��$1�� ��,� ���/7 -� �� H�	
 ����

X�	) ��� �%�>�� ���H� ���� Z��^%� �&�Q 

 .��	%� ��� 4�O�� �#��	%� ���                            
)GT-AG  JGC-AG  ��AT-AC(���%� �� J. �%�[�� 
OQ	� ��� �� TopHat2 Z���� & ��

�� �='63 �� � %�O� Z�F�/� v� /����/ .  
4- ������&�=� ���/7 ���1 �%�>��H� ��� ���� 
���/ & 
'1�� �/�%� 0� 
� .��	%� ���e<

��,� ./��� ?��Y> & H���	< ���� H�#/ ����Bowtie2  ?�&�=� �� 

 Z�F�� ��� ��
�� +��	�� J��� 
���/�/�(.  

5- +��	��
�Y> ��� EQ�	� -� E\�Q ��3  &4 +��	�� & H�( H�/�K6! 	^��,� 
� E|
 ���
�� ��=�� ./����/�(.  

6 - +��	����
OQ	� �� 

 ��� 2 
'1�� ���'�� �&	'��� 8� E��� 
� -�� ��! ��$%� 
� J�/�
�&$<� �� J.��	%� �%�>�� ?�@A)� -� H���'�� �� P���=��� +��	�� ���/�( .  

7- 0%�F� �"3 
,��� ���� �� �	%<+��	�� 4��
./��� ��	� ����,� ��! ����� ��� ����
 J�/�( `��$<TopHat2 ./��� ����� �'1	< 	S/ �� ��Z���� J?N�F�� -� 

 ���� & ��

�� �/�K%'#� H	%U
K��T� 
� �K6/ J���
� �� 4��>� �"/; ����	�� -�%'�� ��=�����/ .  

                                                           

1- Flanking 
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H���;
���/ �-��23	� ���  

 -� H���'�� �"3TopHat2  J����  ��	� EF1 �%�� �� PAK> 

 �(&� �� 23	� 4�/7Bowtie2 
 ]�	#�
���/ J���	<��( ���e< . �%�[��TopHat2  E��1 ���-�%/FASTA ~���/7  �� ��� 	���'�

�� H���; 
���/ 

 �'>& JX�	) ��� -������/ MeQ �	/; J��( . E��1 	<�FASTA  ���� ��
E��1 

 ���'
	��� J�(�K/ ��3�� J�/��� ��sQ 
���/ ���TopHat2  	� ���	3� E��1 -� �	/; ���

 
���/���� ����� .���- ���;	1 ��� 
'K����� 	� .
%(�Q 	<����^/ E��1 ��	1 �� ���/7 ���
GTF/GFF (�� ��3��� �)13(./��� �6:/ J�� +��	�� 4�'5�	,6/�	� �� ���/�(. GTF  ���
Ensembl  ��http://www.ensembl.org/info/data/fp/index.html  V�:'/� �� & H��� ��3�� ���/�3
S/ ����	 
��$< &�GTF ���(�� ��	'�� �"/; 
� ���� .
1	\ ��	� 	� �� ���3��	3�                  
+��	�� 
���� �� 

 �-��H���� �-��/���(�� J
���/ ����� ���/ H���; EK> -� �� 4�'5�	,6/�	� .  

tophat2 -G GRCh37.74.gtf --transcriptome-index=GRCh37.74.tr 
GRCh37.74 

 ��
%(�Q E��1 -� �=��� ���^/GRCh37.74.gtf  &GRCh37.74.tr 
���/�  ���/7Bowtie  ��	�

���/ 8� ��=���  ���'5�	,6/�	�Bowtie2 
��� 4�/ 

�  �;GRCh37.74.tr �� H���'�� J�(��

��� H���	< .4&-��&	
 4�/ 

 ��� 	
W 
� 4-N E��1 �� ��GTF 
���/ �� &�  � ��Y� ���� ���/7
(�� 
'(���� .Bowtie2 �(�� 	%6� ��� �&� ���� . �	�-TopHat2  H���'�� 
���/ �'��� ��	� �;-�

�	
 ����� .1��E�� ��=�� 	�- ����/�(:  

GRCh37.74.tr.1.bt2 
GRCh37.74.tr.2.bt2 
GRCh37.74.tr.3.bt2 
GRCh37.74.tr.4.bt2 
GRCh37.74.tr.fa 
GRCh37.74.tr.fa.tlst 
GRCh37.74.tr.gff 
GRCh37.74.tr.rev.1.bt2 
GRCh37.74.tr.rev.2.bt2 
GRCh37.74.tr.ver 

+��	��./��� �-����  

TopHta2  E��1 ��/ &� 	�FASTQ  &FASTA �� ��&�& ����@ 
� ���	�e� .E��1 ���
/���.�� �� H�( H�	#1 ��/���).gz (��(�� .Z����� ��& ��).tgz  ��.tar.gz ( H�( -�� 

 ��� 4-N &  
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��/�	< 8%,�� E��1 ��! ?��\ .Z�t�+��	�� ��	� 4-N ?���'�� 	�- ���
/�<��3 �-��� 
./��� ���,�� ��� ���"'/� ��3 & . J4&$� ?��\ �� ��&TopHat2 ��./��� �/���,� ����  ��

��
 X%�O� ���"'/� ��3 ����	�� 8� �� .  
 ��'�� &� ���� ��$^��3./��� �,� ����� +��	�� �������/ ../��� J���� &� 	� �� �� ��

�� +��	�� ��6/� 23	� 4�/7 �/�()
��� 4�/� 
���/� GRCh37.74( . 8� -� �6:/ ��'��                     

���/� 
���/ 4&� ��'�� ��& H�	
 H���'�� H���; .%� -� 4�'5�	,6/�	��  �%Q �� �� 4�'5�	,6/�	�

 E��1 -� H���'�� �� & ��
GTF ���-�� . �� �� �"/; �'6��� J�(�� ��3�� ./��� E��1 ��! 	<�8�
 
 ���
 ),  (���/ ��3 0� -� .4	/ &� 	� 

 ��( 
3�� ��$1�Bowtie2  &SAMtools  	%6� �&� �'6���

��(�� . �	�-TopHat2 
'6� ��� -�4	/ ���\ 
� ���$1��� H���'�� �O��� ?������/ .  

tophat2 –o outputFolder --transcriptomeindex=GRCh37.74.tr –
p 8 --phred64-quals GRCh37.74reads1.fastq.gz 

��:  

tophat2 –o outputFolder –G GRCh37.74.gtf –p 8--phred64-
quals GRCh37.74 reads1.fastq.gz 

 ��!Sanger )phred+33 ($�� �� -�� ��%
 ���e<TopHat2 H���
 +%\�� ���� �e� J���� 
-phred64-quals H��� �� ���e<$�� ��/ ��� �� ��	< H�&$1� $%/ -� E\�Q 

 Z�t� ���

 ��( H��� ��#/ J��'6� �������� �OK> .��	�&) -�--solexa1.3-qual �� 0� H���'�� ����
���/ .(�@	� ��	� �=��� �� ��� 
� �#:� ��	> H���'�� ���� ���$�� ��) 
� H�/-��	� �#� J���;	1

 ��� 
'1	<)-p 8 .(H��� 	<� 

 ��( 
3�� 8� �� �� E������'�� H�( 
%"� H	%=/- 9':�
 	'����� �'6��� J��(��--library-type  ��( 0%S�� $%/).%���� H	%=/- �&�� u	1 .(

TopHat2 
��$<+��	�� ��	� ���#%� ���< & �-��`��$���� ��� .�� Z�t� ����@ 
� ����
./��� H�	
 +��	�� 4�'5�	,6/�	� �� �"�� �� ��)-T (+��	�� ����� 	t
��Q �� 	� ��-� 
� ��

 ���/ `��$< �� ./���)-g (.%� ?��\ 
� ��� � ��� 

 �� 	��	� u	120 ��� .  
align_summary.txt �� ��#/ 

 ���3/79 ./��� -� �\����,� ��H�( �����/� :  

Reads: 
Input : 34232081 
Mapped : 27140089(79.3% of input) 
of these: 1612317 (5.9%)have multiple 

alignments (2771 have >20) 
79.3% overall read mapping rate. 
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+��	�� ��'��./��� ��	� �-����� H�( H��� ��#/ 	�- �� ���"'/� ��3 ��� . 	
W 
� 4-N
./��� ��� i%�	� 

 ��� �� ��(�� 0� 	� XKY�� ���� E��1 &� �� ��TopHat2  
� �� �"/; �/��'�

��
 ��3 0� �� �T%T\ �T/ .                                         ���
 -� H���'�� �� �� �"/; ���� J�(�� ��3�� ./��� E��1 ��! 	<�
 ),  (
O\�1 8� $%/ 
@��=� &� 	� �%� & H���/ ���& �� �"/; i%�	� ���� 
� & H�	
 ��3�  �� ����

�1	< 	S/ .  

tophat2 –o outputFolder ––transcriptomeindex=GRCh37.74.tr                        
–p 8 --phred64-quals GRCh37.74reads1.fastq.gz reads2.fastq 
.gz 

����� -� �,� �\�F'�� ���	'TopHat2 ����	�� ��	�
O\�1 J���"'/� ��3 ����  �/&��
./��� �%� ��S'/� ���� �'�3 ���)-r (
@��=� L��� 	� �'6��� 

 ���� H�����	< 0%S�� �� .

.%� ��� � u	150 ���(�� ��� i���� �=��� �� 

 . �	�-H-��/�� H��� �� a�T�� ���$� Z�t� ���
 �� 	��	�200 ./��� Z�) & H��� $%/ ��75  ��� -��)50  =75  ×2  - 200 .(���� ?��%S�� ����          


� 
/�< XKY�� ?��\ 
� ��3 8� 

��� 4�=/� ��)
O\�1 & �"3 ��� ��S'/� ���� (��,� ����
�	<� )--no-discordant .( 	<�TopHat ��,� 0� �� �� ��3 8� �/��'/ J��
 ����                    

./�����,� 
/�<��3 �� ���$� ����� ������
 .�� ��&.%� ?��\ 
� 

 �%O��> ��� ���� u	1
 �	
 �z� �� ��� H�( +�	��)--no-mixed .(  


\A� J�	3� -� _�� �� 
I��� 	�-��( :  

Left reads: 
Input : 34232081 
Mapped : 27143093(79.3% of input) 
of these: 1014796 (3.7%)have multiple 

alignments (3621 have >20) 
Right reads: 

Input : 34232081 
Mapped : 22600062 (66.0% of input) 
of these: 759539 (3.4%)have multiple 

alignments (3193 have >20) 
72.7% overall read mapping rate. 
 
Aligned pairs: 21229613 

of these: 702920 (3.3%)have multiple alignments 
336032 (1.6%)are discordant alignments 

61.0% concordant pair alignment rate. 
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TopHat �� �%��� �3&	� E��1 ��!��
 :  
•  E��1accepted_hits.bam +��	�� �&�Q ��	1 �� ��BAM ��� .+��	�� ���K� 	� ��

�� i�	� ��&-��&	
 ?�F':��/�( . 

•  E��1junctions.bed  ��	1 �� H�( �1�� �/&$<� ?N�F�� �&�QBED  ���)14 .( Z�F�� 8�
 C�O� &� E��(���(�� C�O� -� 4��
 	� Z�) 

H-��/� 
� ��� E��).%� ��	��<��;1   	�

�� �� Z�F�� �; 

 �#/������ J�/�(�� .H���� ��#/ -�%'�� ���� +��	�� ����� ��� ����
���$� Z�F�� 

 �� ���/�(�� . 

•  E��1insertions.bed a�T�� �&�Q��� H�( �1�� ��� .chromLeft H���� ��#/�  -�� ��	�;
�� a�T�� -� EK> ���/7�(��. 

•  E��1deletion.bed MeQ �&�Q��� H�( ������( ��� .chromLeft H���� ��#/�  -�� �%�&�
�� MeQ ���/7�(�� . 

•  E��1align_summary.txt �� {	/./��� ����� & ����	��3 & �� ����	�� ��! ����� ���
�� `��$< ����
 .  

4 -2 -3  STAR  

STAR +�:� 

 H�(� Spliced Transcripts Alignment to a Refernce ) ����	��
�(�/&�23	� 8� �� H�( .��	%� ��� (
��/	� 8� J���� +��	�� ���3 P�'K6/ .��	%� �-��

 2�	� ��%6� 

 ��� H�(�	3� ����( . �� 
6�� � �� 
��/	� ��� Z�t� ����@ 
� Ju�@ ��TopHat 

S1�Q 
�� ���� -�%/ �	'#%� . ������� ��STAR )11  
���12013 ( 

 ��� H�( 	
W ��Y���

31  �����^%<RAM  ��& H��� �1�
 `�� & ��6/� 4�/7 ��	�
���/ 	<��  �K���� ��) 
� 23	�
�� J�(�� H�( 
%"�4	/ ��� ���� �� ��6/� 4�/7 ��	� �� ��$1�16  �����^%<RAM  $%/�	3�  ���/) 
�

��( 
3�� 	�- i��Y� .(�O@ 
,��� 0U�STAR  ��& J��� 
'1�� ?	"( .'@	� ��	� Hq�& ��) 
�
���� $%/ �	^�� ���- ����$� .4	/ ����� ��$1��='63 8� �/����#��	%� ?N�F�� ��	� i��|��/ �2 

��� 4�=/� .�%� 
� �-�%/ �	�-Z��^%� J�"/; �%�>�� ���� �� �OK> ?�@A)� 
/�< Z�) �� ����� ���
����/ �&	'��� .STAR ��Z���� J�#��	%� ?N�F�� ����� 	� �&�Q ./��� 8� �/��� 4�@ & ��

X��Y�%�%
 ����� ����"'/� �� & H�	
 +��	�� �� ������/ 
O�� � J�%��� � .4	/ ��� �%�[�� ��$1�
��./��� �/��� �'Q & ��O� ���mRNA ��,� �� E��
 Z�) �� H�	
 ���� �� 4�^�� 
=%'/ �� &

./��� Z�) .��$1�4	/ ��� 
� -�%/ J���� .��$1� 0� ��$1����� .  
                                                           

1- Overhang 

2- Splice junction 
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 ����$�STAR                                        E��> Z�) 	t
��Q P�QAY\� 

 ��� ��	,�&� ���K� 	� ����- �Q ��
��,�����1 �� H�%��/��( .STAR  ����Y> 
� �� ./��� 8�).%� E,( 
� 

 Ju	150  Z�) -��
�/���(�� 
�Y> 	� ��	� 

 �� �#:� ��	'"� & H�	
 0%6 � J
 ���� ��,� �/����� J������ . _5�

��,� �� H�/��%>�� .:��� ������ 

 ��
�(�� �&� �O%� J�#��	%� Z�F�� 8� ���� �� �/��� . ���
��,� E��> �%� 	t
��Q ����'� ��='63X��Y� ����
���; i��> �� 4�/7 -� & 
'1�� �� X%>� ��� ���

�� H���'�� H�	#1	%U ��/�6�����/ .
OQ	� ���  J4&�STAR �H	=�� 8� �� 	^��,� �� �� ���%� 
X��Y� 4�@ ��	� �� ��,�� ��� & H�- �/�%� ���/7 ��	1Z���� J�� 0��	1 $%/ �#��	%� ?N�F�� & ��

����&; .�� ��	��� ���$�� ��) 
� ���%� ��3 ��� 
OQ	� ��� �� �>� & �%��6Q �� �/�(
���� .��$1�.  
STAR �� 
� �� �#��	%� ?N�F�� �/������%� �/ -� ?��\ .�� ��&
%(�Q �� �	/; �������^/ ���


���/ ���� 4�^�� �� ?N�F��� �1	< ��
 
� $%/ 23	� . �/&$<� ���-�� -� ������ ���� ��� ��
H�( +�	�� 	���
 ���� 

H�/	%< & H���� �%�>�� &� 	� -� J�/��  & H�( X%�O� 0� �� .��	%�

����� ��� 4�/7 ����� 
� ���� H�&$1��/�( .��,� �) ��./��� J���� 0� & 4�/7 ����� �� 0� ��� �
������� +��	�� .��	%� �%�>�� ����/�( .��,� �#��	%� ����� �� ./��� 8� 	<� -� H�( ����

��,� ��� ?�F':� J��
 ��K@ Z�F�� ����� X%�O� ���/7 ?�F':� �� ������	< .  


���/ 8� ��O/�� �� ����� 23	�  

 -� .%���	3� STAR � 4-N�
���/ 8� 

 ��  �� H�( 
'��� 	S/ ���� 4�/7 ��	� 23	�
��	< �1���� .4�/7 -� ��	� ��	� ��)�	� & �����< J`�� J��6/� (
���/ 23	� ���STAR  
'���

 ��'6� L	'�� �� ��O/�� ��	� & H�()fp://fp2.cshl.edu/gingeraslab/tracks/STARrelease/ 

STARgenomes/ .(
���/H���'�� ����� �� ��6/� 4�/7 ��	� ?&��� �
�/� �� �����  
'��� +O':�
��� H�( .
���/ J��� ��) 
�
�O
 �&�Q .��/ 

 ��� sparse )8|�|� ����� 
� ( ��	� J�(��


S1�Q �� H���'��� ��� H�( 
'��� 	'�
 .
���/ �%���:� 	<��  ���� J��-�6� �� ������ �F:(
 �� �� 	�- ��'��STAR �%6���� :  

STAR --runMode genomeGenerate --genomeDir /path/to/ Genome 
Dir --genomeFastaFiles fasta1 fasta2--sjdbFileChrStartEnd 
annotation.gtf.sjdb--sjdbOverhang 74 --runThreadN 8 

                                                           

1- Maximum mappable length 
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��$<� --genomeDir H���� ��#/� 
���/ 

 ��� ���'
	����  23	�) ����� E��(
E��1 J�	���� 4�/7
���; ���� E��1 -� ��	� & �/�6��,�
 ��� (�1	< ������ ��	> �; �� .              


��$< �--genomeFastaFiles E��1 $%/ ���FASTA  
���/ ��	� �� 23	� ����� ��(
��	"1 ������/ ./ ���;	1�� ��( 
���
��$< -� H���'�� �� & ����� ��! `&� 8� �� �/����                                

--runThreadN �	3� ��	< .
%(�Q 8� -� �%���:� 	<���,� �� �#��	%� Z�F�� ���^/ ����
 �%�
 H���'��)H��� PN���� 

� ��� ����(
���/ ���� 4�^�� �� 

 ��� 4-N J�  8� J23	�

��	< 0��	1 �#��	%� Z�F�� 23	� E��1 .
I��� ��	� J��� H�( H�- Z�t� 

 ���'���  E��1
annotation.gtf.sjdb �&	'��� ?�F':� �&�Q 

 J ������� �� H�( +�	�� ��	1 �� ��

STAR  	'����� -� J���–sjdbFileChrStartEnd �� H���'������/ . 4�/7 ��	� �O��1 �%�!
hg19 �� �� �/�6/� 23	� -� ��������/ ��O/�� 	�- �\�F'�� 8�% .�� �; ��3 
� E��1 8� -� ����
GTF  	'����� 8� ��--sjdbGTFfile  H���'���	
 .                            	'����� ���� J���� &� 	� ��

–sjdbOverhang �%�>�� -� E\�Q ����� Z�) +�	�� ��	�%< & H���� 4�O�� ��� 

 H�/	

���/ ���� 4�^�� �� �'6����  H���'�� J��( 
'1	< ��
 
� 23	���	< .H��� ���Q �� ��� Z;

 ./��� Z�) ��	� �'6��� ��� �1 - ��( 0%S�� .�� u	1 a�1 Z�t� �� i%�	� ���� 

 ��(
./��� ��75 ��3 ��'6� �-�� . 	<�./��� 	��� � -� H���'�� J����� 	%z'� Z�) �� ����R�$� J	�
]%T\��� 	� .
S1�Q 0=Q ��� 4-N 	<��  ��	� -�%/ ������	3� STAR �� J���� .��
 ����


���/� 
��$< ��	� 	�N�� 	��� � -� H���'�� �� �� 23	�� --genomeSAsparseD  ����
) Ju	1 .%� ��� �1 ��� .(
���; 8� -� 
��$< ���� 8|�|� ��/�6� �� 
S1�Q ���-�%/ 

 	� ��

�� .��
 ����	�� �@	� ��;	��� H���'�� J�������/ .  

��,�����  

��,� ��'�� �� 	�- ����STAR 
���/ 8� -�� 
%(�Q �/�6/� 4�/7H�( ���^/�  �#��	%� Z�F��
 ���6�& -� 

 
'��� .%�STAR  ��� H�( ��O/��)�.C :a�1 8�%�(�� H���'�� J��
 :  

STAR --genomeDir hg19_Gencode14.overhang75 
--readFilesIn reads1.fastq.gz reads2.fastq.gz 
--readFilesCommand zcat--outSAMstrandField 
intronMotif --runThreadN 8 


��$<� --genomeDir 
���/ ���'
	��� 
� �'6���� E������'�� ���K� 	� 

 23	� ���
���/ H��(� J��� H�( ��O/�� �� 
'��� a�1� . -� ��� _5�--readFilesIn  J E��1 ����)��� (
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FASTQ �/�( H��� 9%F:� .E��1 ����� ���/�( H�	#1 ��/��� .                                         4-N ���	( ��� �� ��&
���	� 8� ?��\ 
� H�	#1 ��	1 ��	
 -�� ��	� ��'�� 8� 

 ���1 
��$< 
��                                              

--readFilesCommand  ��( H��� 9%F:�) -� �=��� ��zcat ��� H�( H���'�� .( 	<�
 ���
 �� �� �"/; ���� J�(�� ��3�� ./��� E��1 ����! ),  (
O\�1 8� & H�	
 ��3�                                                       ����

E��1 ����/ ��	"1 -� EK>�1	< 	S/ �� 0� �� XKY�� �K%�	� �� ��3 ��� .                                                 	'�����
--outSAMstrandFieldintronMotif H	%=/-� SAM �� �/�6� �� XS  

 H���/ 
1���

�%��� ���$%��/; ��	�
��/	� -� �%���:� 

 ������ �� �'��� Cufinks  ��&	� J�%�
 H���'��
��� .
K�3 Z	'�
 ��	� $%/ 	^�� ���'� ���	'����� ��'1� +O':� ���STAR  ]�	#� ����� XK)

4	/ ��� ������� �� H�(���� ��3& J��$1� .+��	�� �%���:� 

 ��� �,�� JZ�t� ����@ 
� ���
a�KY/� 4�@ ����� 8� -� .%� �&�Q+��	�� �� H�( 
I��� ���� �#��	%� ?N�F�� �&�Q ��

./��� ���� H�( �/�K%'#��%���/ �-�6
�� �� C�/� ��%6� ��� .  

�3&	�  

 	K���� -�2013E��1 J�3&	� E>��Q 	�- ��� ���STAR ��'6� :  
•  E��1Aligned.out.sam +��	�� E��( 

 ��	1 �� ��SAM  ���)./��� 

 ����

H�#/ +��	����/ 	� �� �� �/��	%<.( 

•  E��1SJ.out.tab -	� E��1 8� 

+��	�� ?�@A)� �&�Q & H��� i�� �� H�( ���� �&� ��
��� �#��	%� ?N�F�� . 

• E��1 ���Log.out  JLog.final.out  &Log.progress.out ���� 

4�/ -� 

 
/�< ��(
E��1 J����%�H�T/ 
� 23�� ?�@A)� ���/� 

 ��'6� RN ����  �	,O�@�	3�  �� 
I���                               

������ .E��1 ��� �%� �� E��1 J��Log.final.out ��� ������	� �	'#%� �%��� -� . �	�-
H���;��� ��,��� 
I��� ��%�� ������� ../��� ����� 

 ���/ 
3�� ���� J./��� Z�) & ��

./��� -� ���K%
	���'6� �'�3 ��� . 

 

                                                           

1- Argument 
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��
������� ������ ��
� �� ��Chipster  

Chipster  -�Bowtie2  JBWA  &TopHat +��	�� ��	�./��� �-�� 23	� 8� �� ��
�� H���'����
 .
/�<��3 �����$��./��� ��	� $%/ �� �� ���"'/� ��3 & �,� ���

��� L	'��.  
• E��1 ./��� ���)FASTQ (
'�� �� ��3�� �����$�� -� �,� & �Alignment  ��

�%����/ V�:'/� .
��$<  & ]%T\ 23	� J	'����� E�� �� & H�	�
 V�:'/� �� ����	�� ��� 
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4-3 $���%
��
�� ���&�� ��
� '�����(�� ) �������� ���)                                  ���


��
������  

E��1 ���SAM/BAM +��	�� ���� PN���� 

�� ��=�� ��-��`-��	� ���-�%/ J�/�( ����
 E��K� 	%S/SAM/BAM i�	� J
���/ J�-����'6� 4�U�� �� �-�� .
'6� &�� 4	/ �O\� ���$1�
 ����@ �T�SAMtools )12 (H��%� & 

 �; ��&�3 �-��Picard  ���� 4�/)15( ��� ��	� J

`-��	���� L	'�� �� �� .Picard �=����K'@� ���- �� & 
'(�� �	'#%� �����$��1 E��1 J��
�:�
/�	%< -� 	�SAMtools �� ��'1���
 . ?���'�� -� ��	� �&� �=��� ��SAMtools  ��) 
� 



�� 2>�& H���'�� ���� Z������ $
	�� J�/�(��	< .  
•  E��K�SAM  
�BAM : i�	�+��	�� �-�� ��	1 �� ��BAM 
1	\ 
� 	=�� �s1 �� ���3

����	< . ��	1 -� �'�� �%��� �����$�� 	t
� �%�[��BAM  ��	1 -� 	'#%�SAM                            H���'��
�����
 .�� 
'(�/ ��T/ 
� ��'�� �=��� �� ��&�& 

 ��(SAM )-S( �3&	� JBAM )-b ( &

 �3&	� E��1 4�/alignments.bam  �(��)-o.(  

samtools view -bS -o alignments.bam input.sam 

•  E��K�SAM  
�BAM A)� �'1	< 	S/ �� &	'%�	� ?�@2 )-h(:  ��A@ �� 	'%�	� v�Y�@ 
����� Z�) & 4�/ 
� 23�� ���@A)� �&�Q & H�( �&	( 23	� ���)@SQ(
��/	� J�  ��=��               

H���
�  E��1 ���)@PG (i�	� &H�T/ & ���$� E��1 �-���  �;)@HD (��� .  

samtools view -h -o alignments.sam input.bam 

•  � 1 	'%�	� ��	
 ����-��)-H:(  

samtools view -H alignments.bam 

                                                           

1- Validating 

2- Header 

./��� ]%T\ 9%F:� �� & ���"'/� ��3 ���GTF  E��1 �� �F:(FASTA  �� 23	�
�%�
 Z	'�
 . 

• E��1E��1 H����� }��'/ ��� ���BAM  ���K� 	� H�( i�	� ?��\ 
� & H�( 
���/
��'6� ?�F':�  . 
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• i�	�+��	�� �-�� �� ��BAM ./��� 4�/ ���K� 	� �� ��&-��&	
 ?�F':� ���K� 	� ��)-n(: 
	<�&	� ���/7 ���i�	� 
� $%��/; �����$�� -� ��	� & & 
'(�� -�%/ ?�F':� ���K� 	� �-��

��
 �����$�� $%/ ��%� �-��i�	� 
� iOU��/��� -�%/ 4�/ ���K� 	� �-�� .  

samtools sort alignments.bam alignments.sorted 

samtools sort –n alignments.bam alignments. 
namesorted 

•  

 ���/ 
3�� ����SAMtools �����	3 8� �&� �/���1 ��
 ��
 . ��	
 i%
	� ���	����
E��1 -� $%�	� �"3 _,%/�� ���	%6� �� ?���'��
Y��& ���� ��,�� JR�$���� 	�e� . 
�

 	�- ��'�� JZ�t� ����@ �3&	�SAM  ��$1� 4	/Bowtie2  
� ��BAM  	� �	/; & H�	
 E��K�
 ����@ �T� E��1 8� & H���/ i�	� ��&-��&	
 ?�F':� ���K�alignments.sorted.bam                           ��=��

����
 :  

bowtie2 -q --phred64 -p 4 -x GRCh37.74 -U reads1.fq | 
samtools view -bS - | samtools sort -alignments.sorted 

• 
���/E��1 ���e< ���BAM ?�F':� ���K� 	� H�( i�	�:  
���/ 2�	� ����-�� J���e<
+��	���,�� �� ��� & H�	
 	�e�	<�&	� -�%/ �; 
� �'�� �%��� �����$�� -� ��	� & ���/7 ���

�/��� .
���/ E��1 8� 	�- ��'�� ����@ �T� ���e<alignments.sorted.bam.bai �� ��=����
 :  

samtools index alignments.sorted.bam 

• 
@��=�	�- ��=��+��	�� -� �� 8� ��	
 9:#� �� �� 4&-��&	

%Q�/ �� �%���  ��&-��&	

)+��	�� �=��� ��H���( 4&-��&	
 -� ��� 18 �� y�	:'���/�((:  

 ��� 4-N ��'�� ��� ��

�(�� 
'(�� ��sQ 
���/ E��1 8� .  

samtools view –b –o alignments.18.bam alignments.bam 18 

• ./��� ����� ��	
 ��	"1��,� 4&-��&	
 	� �� 

 ���� �������/�(:  4-N ��'�� ��� ��
�(�� 
'(�� ��sQ 
���/ E��1 8� 

 ���.  

samtools idxstats alignments.sorted.bam 

                                                           

1- Stream 
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• +��	�� ��	
 	'O%1��,� �%�%
 ���K� 	� ������ .	�� 	�- ��'��+��                           �%�%
 

 �� ����
��,� -� 	�N�� ����30 �� 
^/ J�/������� :  

samtools view -b -q 30 –o alignments_MQmin30.bam alignments 
.bam 

• +��	�� ��	
 	'O%1� 	� ����� � ���K	� 
�%�-� 
/�#/���/1 SAM : 
��$<� -F ./�������  �� 

 


/�#/ ��� � ��(�� 
'(�� �� H�( 
'1	< 	S/ �� ���/) �� 	��	� �=��� ��4  H�( 
'1	< 	S/ ��
 
� 

 ���./��� �������,� ������ H�#/ ���� (
��$< & H�	
 �-�6
��� -f ./��� ���


/�#/ ��� � ����� H�( H��� ���/) �� 	��	� �=��� ��2  ������ ���� 

 ��� H�( 
'1	< 	S/ ��
��,� i���� ��3 8� �� ./��� 8� 

�� ������( (�� 
^/ ������ . ?�%�$3 -� �A)� ��	�

/�#/ 	��� �
��/ �� ?�%\�F� ����SAM  ��� ��	> 
���Y� ���� ��)12.(  

samtools view -b -F 4 –o alignments.mapped_only.bam 
alignments.bam 

 
samtools view -b -f 2 –o properly_paired_reads.bam 
alignments.bam 

• H���; ���&; ��� 
���,� ���
�%�- ���K� 	� ����� /�#/
��/:   

samtools flagstat alignment.bam 

./��� ����� 	%S/ 
��� ?�@A)� �&�Q 	�- `��$<��,� ���./��� & H�( ���� ��3 ���
H�(� ��3 ����� & ]%T\��,� ���4&-��&	
 
� H�( ������� +O':� ���:  

52841623 + 0 in total (QC-passed reads + QC-failed reads)                
0 + 0 duplicates 
52841623 + 0 mapped (100.00%:-nan%) 
52841623 + 0 paired in sequencing 
28919461 + 0 read1 
23922162 + 0 read2 
42664064 + 0 properly paired (80.74%:-nan%) 
44904884 + 0 with itself and mate mapped 
7936739 + 0 singletons (15.02%:-nan%) 
999152 + 0 with mate mapped to a different chr 
357082 + 0 with mate mapped to a different chr (mapQ >=5) 

                                                           

1- Flag 
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H���;�� ����	�� ���
'6� 8�
 �� ��/���� 4	/ ���$1�RseQC  EF1 �� 	'#%� ?�%�$3 �� 



%(�Q 	� ��'K� ��%
 �����%�� �TK� �� & 0#(�� �1	�� ���^/�/�	< 
K��T� J��( .RseQC 

./��� ����� 	%S/ ����	�� �����%�� 

 ��� ��'��� �5�	,�� ��! E��(+��	�� ���  JH�(
.:�./��� -� ����H�( +��	�� 
/�^� ?��\ 
� 

 ��
O\�1 2�-�� J�/�� �'K6/ & �O���            -�
��3��,� �/�6,� �%�>�� �� X%>� ��) 
� 

 ���� ������ Z	'�
 �� J�/�(�
�� .                                    �K6/
��3��,� ���H���� ��#/ ��6,� �%�>�� �� X%>� ��) 
� H�( ����� ./��� -� 

 ��� ����

�&$1 -� �(�/ PN��'Q� $%/ �; E%�� & 
'1	< ��#�� ��6,� ?��Y>�	%t,�1 PCR ��� .H���; ���

���� �� ����	�� ��/��� ��$�� ��bam_stat.py ���; ��� 
�:  

python bam_stat.py -i accepted_hits.bam 

�� ��=�� �� 	�- Z&�3 ��$�� �����,� �%�%
 	<� �; �� 

 ����/./��� ���� -� 	�N�� ��30 
 �(��)�� 	'����� ��&$1� �� �� 
/�'�; ��� ����-q ��� 	%%z�(./��� H�^/; J � O� 
/�^� ���$� ���

���/�	<.   

#======================================================== 
#All numbers are READ count 
#======================================================== 
Totalrecords: 52841623 

QCfailed: 0 
Optical/PCR duplicate: 0 
Non primary hits 3098468 
Unmapped reads: 0 
mapq < mapq_cut(non-unique): 1774335 

mapq >= mapq_cut(unique): 47968820 
Read-1: 26128297 
Read-2: 21840523 
Reads map to'+': 24085239 
Reads map to'-': 23883581 
Non-splice reads: 35970095 
Splice reads: 11998725 
Reads mapped in proper pairs: 39702036 
Proper-paired reads map to different chrom:0 

                                                           

1- Over-amplification 
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4-4 ����� ���������*+�� �� ��� '���,  

./��� �-����F�
�%�- 8� �� H�( +��	�� ���� �� ���/7 +O':� M���� ��	� �/���
�� 
%\�� ��%6� $%/ E%�� �%�� 
� & H�( 2>�& �%����( .�� ��(�(�/&� ��'��� �%/��� ���

 .(�� JH���/ ?&�s> �� ���3 ?N�F�� ��	� �/�K%'#� & �%��� JH�	
 �-����F� �� ���3             
�&$<��<��;	� ��3& 4�@ �� ��3& JH�	
 Z	'�
 �� +O':� ���./��� -� ��O� ��� �� +@�s� ���

Z���� & H���/ ���	� & ��SNP �%�
 ������( �� �� .
�� -�� 0"� �"����; 	� �� 

 ���                                   �%/���
H���
%(�Q �� �� ��'������^/�%���/ 
6�� � 23	� ��� .  

 ����!	<�&	� H��� �-����F� 
� ���> ���/7����� ���
O�3 -� 

 ��'6� ��;��
 �����  �"/;
�� 
� ����Integrative Genomic Viewer )IGV) (17 (JBrowse )18( JTablet )19(  &

	<�&	����/7 ��� UCSC )20 ( &Chipster ���/ H��(� . ���	<�&	� 
'(�� ����'� ����	,O�@ ��

�� ]�	#� &� ��� V�'
 ��� M���� -� 	��	1 �"/; .�� 
%\�� ��&H���( 

 ��(� Hq�&�  Z�/�&7

Briffings in Bioinformatics 
�%�- ��� ����� �-����F� ���� ���3 E6/)21 ( ?N� � 


H�/-��;
�%�- �� ���  ����!	<�&	� ��	< 
���Y� J���� $%/ ���/7 . -� �	�&�F� $%/ 4&� EF1 ��
	<�&	� ���/7 ���IGV  &Chipster H��� ��	������ ��� ����RNA ��� H�( 
I��� .  

4	/ ��! ��$1�Chipster �� ��	> H���'�� ���� V�'
 ��� 	���	� ��	%< �	F':� �1	�� �e� J�
 -�	<�&	� �� 
I��� �=��� �� $%/ �; ���/7��( .Chipster H���
�%�- �� �� ��� 
%(�Q���^/ ���

&�� ���)SAM/BAM $���% ) �� '-��
�� ���Chipster  

• Chipster 
'�� �� �Utilities  	� ��'K� ���'� �����$�� �����SAMtools ��� . ���
 ����$��SAM  
� ��BAM E��1 JH�	
 E��K� _,���� & ���BAM                   Ji�	� ��


���/ J���e<
@��=�	�-����	�� ����� JH���/ 4�U�� & �	%< & 4&-��&	
 	� ��-� 
� ��
 �� E|
+��	�� � 1��� ����� & H�	
 `���(�� ��=�� �� �������/ . ����$�� -� ��	�

�/ E��1 ���-�%/�
�� �BAM ��'6� J�( H��(� �; 
� PAK> 

 .1 &� 	� ����� E��BAM 
�� 
���/ &  V�:'/�H�	
 E��1 ]%T\ 9%F:� -� J	'����� E�� �� & E\�Q ���%�)� ��

���/ . 

• RseQC 
'�� �� �Quality control ��� ��3�� .4	/ ���H���; ��$1� ���BAM  J

O\�1 2�-��                       	� ��'K� ��%
 �����%�� & H	%=/- 
� v��	� ?�@A)� J�O��� �


%(�Q���� 0#( EF1 �� 

 ���^/ �� 2>�& ���	� & �T��� `��$< �� J�/�(����/ . 
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Ensembl  & H�	
 �-����F� E��( E��1 ��	1 ����! -�BAM  JBED  JGTF  JVCF  &tsv 
�� �/�K%'#���
 .�� ��	���
R�$� �%���O
�/ ]Y� �� ��/��� ����/?&��� JH�	
 �� ��3�� ���

 H�( 
K��T� .(�� ��
��� ?��\ 
� & H�	
 �/�	�� �� 23	� �����) .(�� 0� & E|
 .(�� 0�
H	%=/- 9':� (�����/ 
SQA� ��. E��1 ��	� ���BED ��,�� $%/ -�%'�� �-����F� J��� 	�e� .

H��� -� ��O':� ���/� 

 ��� ��� ���� �%��� 

 
[/;�� �� �������/ �-����F� 	^��,� �� �� . 
�
 Z�t� ����@��H��� ��������� ��� ����RNA  ����� &�5|
1 
���;$�� ���� 

 ?NA'�� ��
�� H�%=�����/ 
SQA� 0� ���
 �� �� J�/�( . ��!Chipster  X%�O� 2��3 $%��/; �%T� 8� ��

4	/ 8� 
� H��� �&�& & y&	� 
� �-�%/ �e� J��� H�(��$1� �6%/ �3��� . -� �%���:� 	<� 
'K��
Chipster %/��'� ���� J�%�
 H���'�� �-����F� M���� ��	� �"��� E��1 ���BAM  ���& �; 
� ��

�%���/ .E��1 J���� ��� ��H��� ���� 
���/ & H	%�W J�&�& �%Q �� & ��
��� ?��\ 
� ��( ���e<
����( .  

                                                           

1- Copy number 

��������� �����*+�� �� �� �� '���, �Chipster  

E��1 Z�t� ����@ 
� }��'/ ���TopHat2  E��( 

accepted_hits.bam  &deletions.bed 
�� �-����F� J�����	<.  

• ��/����%  E��1 -�BED 
 H���'�� ���� 8�
 8� ����@ 
��%� . ��� �6:/ ���	����
 E��1 ��H	=�� 8� -� ��3 	^�� ��%���/ . 8%O
 ���$� E��1 �&� ��S�� ����H�	
  �� ��

 �&� _5� & H�( -�� H�	'6< 
T�\ ���/ 8�Detach  8%O
�%�
 . 

• E��1 ���BAM  &BED  �� V�:'/�H���/  E�� �� &Visualization  �-����F� `&� J
Genome browser  �� V�:'/�H�	
 H-��/� _5� & � ��R�$� .���/ ��	� E�� J	�

 	t
��Q�%���/ . 

• �%��� ���� -� &�Genome < J
��$ �hg19  �� V�:'/�H�	
  �&� &Go  8%O
�%���/ . ��
�� -�%/ ?��\/����% H	>	> �
	Q ��R�$� J.(�� L�% � 	%%z� & L&�� � �� ����/

8!�
 ����/�%�
 . 

•  E��1 -�BED MeQ ��	"1 ���	� ��	� H�( ��3 H���'�� 	��� ?��\ 
� ���%���/ .
 MeQ 8� �&	( ?�F':� �&�) ��'�1 ( 8%O
H���/  	<�&	� & �� �
	Q ��,� ��� 
�

�%�� .�� �%�[��/����%  E��1BED  -�%'�� ���K� 	� ��)./��� ����� MeQ -� 

 ����
�� �/�K%'#����
 ( ��'� ����@ �&� ��	
 8%O
 X�	) -� &4 / i�	� J�%��� . 
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4-5 �/0�  

��,���%O%� ��������� ./��� �� ����RNA  8� 23	� 4�/7 8� �� H��� �%^�� ���K��T� ��

+��	�� PN���� &d	) -� ��-��
���/ ��� ���;	1 ��� 
� ��%#:� �@	� ��	� +O':� ���e<

�� H���'�����
 . -� ���%6������/�3 �&	'��� �&�Q��,� ��	� ���	���� & H��� �� 0% '6�	%U ����
./���+��	�� 8� 
� 4�/7 �� ��%� -����� -�%/ �#��	 .�/����& �� 
"3��� ��S�� 
� �%�[�� ���

����� ����Y� & J���/7+��	�� J����-�%'�� 4�^�� �� -�� �%�%
 �'1	< 	S/ �� & �O��� ���� ��-��
a�KY/� 4�@ -� -�Z���� & �������/ �/�K%'#� �� .��,� ��3 
�./��� ������ J4�/7 8� �&� �� ����
� 8� �� �� �"/;��,� $%/ 4�'5�	,6/�	���/ ���� .��,� ��	� 4�'5�	,6/�	� �� �����/����/�3  8� 



�� � O� 	%6� �"�� J����/ ��3& �"/; ��	� 23	� 4�/7��	< .  
+��	�� V�:'/� 
� -�����/�3 ���� �^'6� .���-; M�� & .+��	��	<� Z�t� ����@ 
� ���

 ����	�� �T\ & ��(�K/ -�%/ ���� �#��	%� J�(�� 
'(�� �%���BWA �� V�:'/� 8� �/���
�(�� V�� . J�(�� ������	� �	'#%� �%��� -� �@	� 	<�Bowtie2 �� 
%\����	< . 	<� ���/�3


%(�Q & 
'(�� �&	'��� J�(�� 
'(�� �O��
 P�'K6/ 23	� ���^/TopHat2 ��+��	�� �/��� ���
H�( .��	%�� ����/ ��=�� ���� .STAR X��Y� 4�@ �� JH�	
 
O�� � 	'"� ���	3�2�	� .��� 	�

+��	�� JH����� & H���/ ��=�� �	'#%� ��� i��|��/ `&� 8� �� �� �#��	%� ?N�F�� �/���
��
 ������( .  

E��1�� ����	�� ��� 	%S/ ��O':� �����$�� �� ��/���SAMtools  &Picard ����/�( �-�& .
$�� ��� Z�t� ����@ 
�./��� ��;��
 ����-�� ������,� ���
%Q�/ 8� �� H�( �����                                          �� �%��

./�����,� �����,�� �� 
/�^� ?��\ 
� H�( ������ 	�e��/-�� . 	%S/ ������$��RseQC  ?�@A)�
./��� ���� �� �� ��"� ��%
�� 0��	1 H�( +��	�� ����/�&; . ����!	<�&	�  ��	� ���/7

+��	�� �-����F�
�%�- �� ��� ��'6� L	'�� �� ���/7 . H�( 
%\�� ?�( 
� �-����F�
��� .��/ �$%! �%� �	�-H��� �� 	S/ ���� ����^�� 9%:#� �� �/��� ��-�  ��6/� 0#! �#%�

�	%^� .  
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5-1 ��� �  

����� ��	
 ��
�� �� ��� ����RNA  ������� ���
 ������������ �� �� 	� �� ����� ���
��� .�����"� �#�� $������ ���� % �� ��&�� ��� '���
 (�)�*� +�,-. �/ � �0�� �*� ����                      
������� �	1 � �2�� 3� ��� 4 $� � �������� ���� .�546�� $7 �� 89�                               �� �:;��#�� ���

����� 	#<� 0�� �*� ����PacBio ����� $
 ��� '�� $=��� >* ������� 3#1#��? ��� ���� 3
@�7����5#
 � A @�B �� ��� ��7�� �� ������� % C�� 	D�2 @�2 �� ��� ���� $)��� 	�E? $� ��

����� �� @�
,� ��B�
� $)%	F ��
 $� 0�)G�	7*��	� �������� . $� ���#)�� ��	� �
4 �� C��	�� �
����� ���
 ������������� ����G
� 3A�
 +�,-. �� �� �/�H ���� ��� .(I�J�  ��	� 6�� ��

���� ��&� ��
 C�� 0�K�� .�� ����� L	)�� �� M&	� 0��N 3� 	F� ��	� �
 ��� ��� 4 $� �H �� ����
��
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�� �� (I�
,�
��� ���?���� 7� �� ��� 	�)����X� �� 	#9 $�$#/� $� \��	� ����  ���� % � $��;��)
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 C�� ����� �� 	��	% �� . $
 ��� '�	G� 	B�� $� R�D�� C�� ��� 0�I ���
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	� ���� ��	
 ��
�� �#1#
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'��� ����H ��� $� �� ��#5
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 �� ��� .����� �� 8� � ����
����� ���	
 ��
�� �� 8��&�	� $� 	K � d�5-��� ����� >#� d�5-��� �����	F . @	) 
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��� 0�K�� ��	
 ��
�� R�� 	� �� ��. �)*��� �� .  
$)*� �� �e% C�� ��	�� 0	���>%���7� 	� � )�� ��	
 ��
�� �$)*� �� � ����� 0	� ���>%�
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 ��
�� .$
�� 0	� C�� +��J $� � '��� ���K�	#9 ����>%�
� )*� L	)�� �� ���
4 . $
 ��
� $&�� ���� >#� �K �� �� �������"� 6�� 	� �� '��1)�� � ��
�

� $� �P)*� ���	
 ��
�� �&�	�'��� Y#
	���� 6�� � �� .(I�
,�  ����	)����? ���� ���� 	�
�� $
 ��� $� $)*� C��	�� � � ���� '��� 	##`� � ����)�� +��J �� �)2 ���	)����? � 6�� �� '��1

'����� ��	
 ��
�� �&�	� ���*7� ��� �����$<2Q� ���. �"� $����
� 	##`� �� .  
$��*� c�	:� �� �e% C��� R�	� �H �2 6�� � ��	
 ��
�� ����� . �� 0��
 	� fG�

$)*� ��/A� 0	�$4�
K� �� '��1)�� �� �/�H �	���
 � '�� �%	,� Y;) � ���>%�� '��� ��*7� ���
�� '��� ��:���� .$4�
K� C��� '��� 'N�	? �� ��ENCODE ����� ���� � '��H ��� $� ���

� )*� �	% 3� ���/)�� �1& .�	�'����� ��	
 ���"� �� '�������� �� �/ � @�g� C�� �� ��� ����
 0�����	
 ��� $
18 ��7� ���*��'���	F ������� '�� '��1)�� ���� .����� �1& ����� ���

 ���% �� ���/)��wgEncodeCaltechRnaSeqH1hescR2x75Il200AlignsRep1V2.bam  j�	;)��
 ��� '��$
 L��H �� http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg19/encodeDCC/wg 

EncodeCaltechRnaSeq/ ��� L	)�� ���. .$4�
K�� '��� �J�2 ��� �/ � � '��� 3A�

 ���2344000 ��� ����� �1& . ���� C��	�� ���	&� ��
����� ����;� ��I�B ��� A ����� .  

5-2 "#$%&  

$:������� ��	
 ��
�� ��� ����RNA �� ������� C#)*;� �� ���������� $
 � ����EST 
)$��:� ��������� '�� ��#� ($�� ���)�� ��� 1990 9H��  ��
� @���� ����	F)1 .(6���	?                       

EST $��� ���� �� ��� ��	
 ��
�� � �� �)2 .($���'�	F �� ,� $� �� ������ �� � ���
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EST ��7� �� $��:�$���"� ^�	B �� 	P� ����G
��)1& ���1 ��� . 3� 	F� @�g� ��� 4 $�
���B ����G
� �� 	�40   	P�� ����� �� ��� �1&95  ����� �/��:� �J���� $� �� �/�H � )*����

 ��� 4 $��� ��_4��  
 Z�	,� .$��� �� �,������ �� � �� $��F��& +��J $� ��	
 ��
�� ���
�	&� $��� 	� ���� �����	F .�54 �5J� �2�	� 8� �� � $52	� �� C�� �+�#�>& �� 	##`� 89�

�� d�*"� ������ ��	
 ��
�� � �H	%���	F :1 (����� C)%�� ���*7� '�P�N $� ^5,)� $
 ����
 � � )*�2 ('� �� ��:� $
 ��������
� ��K��� �������� '�P�N 	� ���� �� ��� ��� . �� �7�

+��1��5J� ���  C#�EST '��� � ������� �5,% ��� ����RNA  $
 ��� C��EST  �/ � (I�
,� ��
'� �� ��:�� ������ � +�,-.'��� �,#�B ��� � )*� ��>& ��� Y�� ���	�� ��H��
 ���

��'��� C�� $
 ���'� �� ��:� ��� ������ ���
 @�B� ��� �� .�54����� $7 �� 89� �7� ���
0	1)5?*� �������� 0�� ��
� ���? �� ������ @�B �X
 ���� �I�� ��#*� 8K2 ��� �� ��                

'��� ��7�� �� ������������� @�B �X
 ���� 8��	% �����H .  

5-2-1   ��� )*�+�,#�$�" ���-  ��! "#�$� �� ������������  ��!  

'��� ����� ��� EST ��
�� ��
� �����	� $
 ������� 0��N�� $)%	F ��
 $� �� ��	� �����
0�)G�	7*��	��� '��1)�� >#� �������	F .�54��7�� �7# 7� 	<� �� ��
 C�� �� � $7 �� 89� 	�E?

�
� ��	. '��1)�� ���� 	P�� ��� �����	#F .+��1� ��
�� � 0��N ��	
 ��
�� C#� � ���# � ���
���� ��&� 0�)G�	7*��	� ��	
 . 	� '�Q4������ ^
4 �)��� 7� �� +��1 C�� �� �5J� +��1� �����

'��� �&�	� �0��N ��	
 ��
�� �� $
 ���'� �� ��:� $
 ��� �-� ����� 3� @H� 	�               
$#2��� �� ����N���� . '�P��& 3� �� 0	%�>�� C�� A ��� C7
� ������� ��	
 ��
�� �� ���

 $
 ���� $)��� ��&� ��*7� ��N$ #�� �� �N 3� �� ���*7� ��>F� $
 ��� ,� ���� C�� ���
��>F� �� Z5);����� ��&� ������ $� $)*� � 	P�� ��� . �� �N ������� ��	
 ��
�� �� C��	�� �

�,#�B'	F �H �� $
 '�� '��� ��:� ����
� 3� +��J $� ���2 C�	���2 '� �� ��:�� ��>F� � ��
L�. ���3 '� �� ��:�� � )*� �:��	#? M��.� .d�,:�� ���	#? �� 	O� )� '	F +I�e�� �� ��

�� C�>P��&���� . 3� ��� 4 $� �)*��� �� � $
 ��� �7� @�7��� 3� ���� �	1 � ������ 3�
� �����-'	F @�B �� �	#*� � '�� '��� ��:� ���� �#7:� ����
� 3� �� �� . ���>F� '	F 3�

 0	%�>�� 3� �� ���7� �/ ��� '��� ���
���� .�� ��>F� ��
� ��� 0	%�>�� C�� A �� �����
���� $)��� ��_2 Z5);� .$4�
K�� $
�� $
� ���� ���>F� ����
� 3� �� C7
� ���	#*�� 

                                                           

1- Pairwise overlap 

2- Node 

3- Arc 
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0	%�>����� C7
� ��� .�� C7
� ���	#*� ���,����� ���� ����� . �� �

 ��#*� ���,� �/ � ���
,.�� 0�)G�	7*��	� �� �/�H����� ��_2 � .3� ���A  C�� $� ��	� �? ������ ��	
 ��
�� ��

0	%�>�� 0��
 $
 ��� R�D��$
� C#� �� ��� 0	%�>�� �'�T��� ���������
� )*� �,.�� ��� . ���
�� $<2Q� 	P����� ����� ����� ���� '���
 �� ���� >#� �7:� C�� $
 ��� .����� 	F� �X
 ����

����� 3� ���
 @�B ���7�� ����� 3� Y��. ���� �2 �7:� C�� ���� 	�E?�� . C�� �F�#V#?
�� ��7�H ����� �7:��� 6Q� $
 ��	F����� ������� $)��� '���
 +�,-. �� � 5� ��� .  

5-2-2 /0��*1 �2�$2�� �34	5	6  

�� $=��� @�g� 3� ������� ������� �F�#V#? c�	:� ��	���� . ��>F� $� $
 ��� r	% ��
���� ��&� �N 3� .0	%�>�� ���,� +��e �� ���� �� C7
� ��� ���,� R�
K� +��J $� ����

��>F���>F� �1& ���,� ��7� �����>F� ���,� � ��$� �����
� 6��
� $��F . $� �����,� C��
 �� 	��	� Y#�	�3  �3 � 1 R�
K� $
 '���  �� 	��	� �/�H7 ����	F . ���� �� ��5
 ��B $�N  ���>F�
0	%�>�� ���,��� ��� +���4 C7
� ��� :  

∑ �N

k
� = 2

N

−  1N

k =1
   

���� ��&� ��>F� 	� ��	� @�
)2� �� $
 ��� ,� ���� C�� : 0	%�>�� C�� �� ���>� ��>F� ��

����� ��&� �� � $)��� ��&� . ��42
N

 '� �� ��:� >#��  S#� � '��� ���� 0	%�>�� $
 ��� �H
��&� �H �� ���>F� R�
K� �� �7� C��	�� � � $)���� �� 8
 �X
 ���) �� 	O� )�0  =k $���,� ��� 

U�% .(0	%�>�� ���,� uT% ���T� C����� C7
� ��� . �0�)G�	7*��	� ��$4�
K� 	�0	%�>�� �� �� ��
��� ��� $)��� ��_2 � ���� .�54��7�� �� ���,)� +��#
	� �C�>P��& ���	#? $7 �� 89� 	�E?
��$
� ��� ������ ������ ��_2 �,.�� 0�)G�	7*��	� 3� �� �/�H . $
 ��� ����#
	� C)%�� $��*�

� )*� c#"J .$4�
K� C7
� ���,�0	%�>�� ����� $���"� U�% \�-� � ��
� ����� ) 3�
����� ��_2 �� $)��� ��_2 0�)G�	7*��	� �� 0	%�>�� (�� ��� +���4 �H ���,� � :  

2
2

N

� 1
  

 C����>F� ���,� ��� �� 0�P
� � �4	� $� ���,� ��)N (�� ������
� .                                                  	���T� ��	�
5  �4  �3  �2  �1  =N '����� �� R�
K� �� 	��	� Y#�	� $� C7
� 0	%�>�� ���1  �7  �127  �
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32767   �2147483647 ��� .�� ��:� @�g� C����� ��>F� ���,� 	F� $
 �� 	):#� ��4  �����
$
� 6��
�� W��?0��
 $7 �� �����H ��	� C7
� �����>F� �� 3�'��� �� �� U��-�� C�	)/� �� ��

��� ����;� �5
4 ������ .  

5-2-3  ��! "#�$� 49�
�:  

�� � ����4 $
 ���� ��&� ������ ������� ��	� 6�� �� : 	� � )�� ��	
 ��
����7�����1  �
�� �� ��	
 ��
��2 .����� �� �� 	� '�P�N 	� ��	� ����
� 3� ���� ���� U�% 6�� �� 	� ���

����� ����RNA ��� .$-T� 3� ��� 4 $� ����
�� 0	%�>�� ��	
 �e% � �2 ��	� R�	� ��
 $� ��
����� .$��*� >#� 6�� �� 	� ��� '�"� �5J�� X���	
 �	 '���"� $� ��� ����
� 3� $
 �� �/ �

'� �� ��:�� ��� ����� '�P�N 3� .  
��7���� '�� c�	:� d�)
 C�� 0��/A �e% �� ���� . $
 ���� 	�X���� �	 ����� �� ��

��7���� ����� 	�E?Z��	
� ��	� ����� �������������� ��� ����RNA  $)%	F ��
 $� 0��N ���
��� .@�� 	F� L	)�� �� ��N �����>F� 0��
 $7 �� $� M&�� ���4QB� �� ��� 0��
 $� ^5,)� ��
�N��� � ���� $=��� �� )*� �� .����� �*;� ���� ������ L	)�� �� ��N @�� S#� 	F� ���

��7�'�P�N ���� ��:� ��	� '�� �������� $,-. $,-. �� . ����
� $
 ���>F� ����
� 3� fG�
�� '�#��� >#� �:��	#?�	� ����$4�
K� C)%�� ��	� �K)*& � '�� $)��� '�P�N 	� ��  ��	#*�

 0�K�� ����
� 	� ���� ���	#F. '� �� ��:� >#� 	#*� 	�� ��� ����� 0	%�>�� 3� .  
0	%�>�� ���,��� �� C7
� ������ ���
 ���>F� ����
� �� +�B����� ��	
 ���"� �� ���� . 	�

'� �� ��:� �B������ ��� ���>F� @�e�� 3� .$
� ����
 ����
� 3� ��� 0	%�>����7�� ��	�E? 
� )*� .$
� C#� L�. 3� �	��� '	F���� ��&� �� .��� C��	�� ��  ��	� �N���?�� 3� d�;)��

'��� �� �� U��-�� C�	)/� $
 ����
���� ����� $)��� �� . � �#�� R�� S#� $
 �:��	#? M��.�
��� �� ����#):?������� ��� ����RNA  ����
� �� ���B����� �/ � � '�� �E2 �� ��� $)����

�� w12� ��� ��#� ���� $
 ���� .�� � ����4 L�. 3� w12 ��	� 0�I ����� : +�4QB�                                
�����X� ���'�� �	3 ����� +�4QB� ����/)�� �1& ��� .X� ����� 3� ���� ���	  	F� �'��

��7� ��>F� 3� �� ����� ���)����7� �	P�� ����� �� >#� �H ��/)�� � '���	F ���� ���� ����
 $=��� �� ������ ����� 3� �� ��>F� �� ���� $��*
� ��	� 0�I ����#):? � �#�� �)#,D� C# A

����� . � $)%� ��
 $� ����� �1& ��/)�� �� 	� ��	� ��#,� C�� ����/)�� �1& ����� ���� ��
                                                           

1- Mapping-based assembly 

2- de novo assembly 

3- Splite-read 
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��7� 	P�� ��>F� 3� �� 	P�� ��/)�� � ��>F� 3� �� �/)�� 3� �)*��� �� 	� ����	F ���� . ��_2
X� ����� 3�87"� ���� ����/)�� �1& ����� 3� �� $*��T� �� '�� �	 @�e�� 3� ��	� �	�

F��� d�*"� ���>��	F .����� �1& ���� ����7� ��� �'�� ����'����� +�4QB��  ���� U�"��
�� �#7:� �� @�e�� 3� (�,.�� ��>F� �� $
 R�D�� C�� �� �� #
B� @�e2 ��	� �� $*��T� �� �� ��

�&� �/�H C#� �	P�� ���>#A ��� $)��� ��_2 ������ 3� �� �/ � ��>F� �� $
 @�
)2� C�� �
���� $)%	F ��
 $� ������ .'����� M����� $��;��)
 $� U�"��� ����� ����RNA ���� �P)*� . (I�
,�

'����� C#P��#��  ���� f������ 	F� � $)%	F ��	. '��1)�� ���� ����� �1& 	� ��	� U�"��
'����� ���H	� ����� ���� $��;��)
� �
� C#,� ����� �1& 	� ��	� U�"������� ���� c#"J .  
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� C#� �)1& ���
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 ���� � � ��2 (��	��� ����
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$
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K� 3� +��J $� �� ����� ���k -�� ��:� ��:��B����� � ��	y���� . ����
�

����� R���� �� �#? �D��� R�D�� 3� ��� 4 $� ��	��� �� '��� u*� ����)3 ( >#� ��� C#)*;� �
 u���Pevzner $ #�� �� ����7
� ��  �� $)%	F ��
 $� 0��N ��	
 ��
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�� �� ���

 $)��#? +�,-. j�	;)�� ��� �� ��	
)z#)��
��2 (�
� �� C7
� @�B 	g
��2 �� �5�
�� ��� $

��:� '� ��� �;���� �� )*� 0�)?	#7*��	� �� 0��N �5J� ��� .'N�	? �B ���  ��*�� 0��N

)Human Genome Project ($�� ��� 1990����� ������ ��� '��� � 5� (�)�*� ����) C��
���������� �� ���� ��� $� 	yP {� ��������H (8K2 �'��� �� 	)
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4 ����� �����G
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� $52	� $��  6�� C��
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�$� ����G
� C#� �)1& ���

��������� ��6�� 	<� �� ���� 	����H �	���� C�� ��� ���� �7:� �� �;� C�	� . �7:�
��� Y#
	� C�� �� ���� �5J� :����� �H �� $
 ����
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Z��	
���H ��� $� ����� � A ��� .�� ���� ��
�� �7:� ��	� $ #/� W��? $
 8)���P�� 3�
 ����#� �� ��	
��
� ��K�� . ���$4�
K� 	� ��	� �	&� �����  ��I�B ��#*� �5
4 	���T� �� '���

$)%�� C��	�� � � ��� ������ �� Y�	T� ���� $)%	F ��
 $� ���� Z5);� ���)5 .( 8K2 $
 ������ ��
'��� � $)%�� ���>%� ����� �������� �H �� ���>
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� �� $
 ����

�� '��1)�� ��	���d�5-� >#� �  
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� ��	
 ��
�� ��	� �5,% ���

                                                           

1- de Bruijn graph 

2- Contig 

3- Overlap-Layout-Consensus (OLC) 
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'�� '��/� � � ��	��� ����
� �� �� 	� �0�)G�	7*��	���� .��
�� 	#<� ����� g)�� $)��� ������
MIRA EST ����� ��&� >#�  ��P�� �� �� 	� $
OLC �� ��
�  
 .  

5-2-4  ���*� 1�����  

 3� $� ��	��� ����
� �� '	F 	�)1  - k(-��� $)*��� 	y� . 3� 	F�k - $
 ���� $)��� ��&� 	y�
 �� ���*? ����)��)1  - k(- '	F 	y�A  � �� ���:#? ���/)��)1 - k(- '	F 	y�B  '	F �� '�P�H �����A 

 �B ��� � ���� u��	� . �Y#�	� C���k -�����	� ��	y�1 �� ��K�� ��	��� ����
� �� �� � ��
�)7 .(
������� '��� ��:� ����
� 3� �� ����	#*� +��J $� �� >#� ����� �	1 � ����� 3� �)2 � ����

�� �;? 8� $� �e)� '	F � A +��J $� ���) ���2 '	F C#)*;�)1  - k(- �� $
 '��� 	y�
��� ��9H ����� 3� �#,.�� C#)*;��	F .	F C#��� ���2 ')1 - k( - C#��� �� $
 '��� 	y�

�� ��9H ����� �#,.�� � ��	F .( . . . 	�k -3� �/ � ����
� C�� �� 	D�2 	y� �	� 3� ��� 4 $� ���
�� �
4 '	F �� u���� 
 . 3� ����� ����� ����� �� 	F�k - �� �H '�P�H �� ��� |	):� 	y�

����� |�	)�� �	� 3� �� ����� .�#,D� C��� ����G
� �� �� ���4QB������ C#� ��� $=��� ��
$���"� $� ���#� $K#)� �� � '�	
� $*��T� S#�� �*#� �)1& . ���
 ��	��� ����
� 3� ��K��
$���"� �� $*��T� �� � '��� '���� ����G
�$
� C#� ��� ����� �1&M�	� ��#*� ��? 	� �#

����� .'��� j�	;)�� ���� ��
 C��� $
�� k -����� �� ��	y�'	F @�e�� � ���� 	D�2 ���                            
)1 - k( -��� ��	y� .������ $
 ����
� 3� �� ��&�� ���	#*� C)%�� �� �5J� ���A c#"J ���

�� ��:� �� �� �������� .����� ����-�|�� �� ���� ������2  ����
� 3� �� '�	� ����/)�� $

d��2 � '�����3 �� '�#V#? �� ����
� ��)��� $
� )*� ��  
 .d��2$��� �� �� �;� �� $
 ����

�� 8� $� ����
� �� �	P���� �#7:� ������#?���	F .d��2 �� ��	������ ��-� �� ���� �� ����
 C�>P��& ���	#? �� ���� 	P�� ��	� ��� '��� � )*�)$��#� �� ��>F� 3� �@�g� ��� 4 $��  3�
 ��� $)��� ��_2 0	%�>�� 3� �� $
 �N @���� $)%	F '����� 	P�� 0	%�>�� ����� .( �#,D� C��

�� Y�� �� >#� $��� 3� ��� $)��� |�	)�� �/)�� � ��)�� �� ����
� �� ��&�� 	#*� �� $
 ���
� ��� $)��� ���#� �;� . Y#�	� +�4QB� �������
� �� ��&�� ���	#*� C)%�� ���� ��k - 	y�

������� $)%	F ��
 $� ���/)�� �1& � �7� ������ .�� ���	� C# V
������	% u��� � ����                    
k -��� ��	y���� ����� ���
 �� �-� ���	#*� ��
 C�� $
 ���� ��� .�B@ k - �F�#V#? 	� 	y�

��� 	}�� ����
� . 	F�k -'���
 ��#*� ���� ���B ����� 3A�
 �5#� 	y� � '��� ����� @�B �� 	�
                                                           

1- Edge 

2- Tip 

3- Bubble 
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�	)� +�B����� 	<� �� ����
� $K#)� �� .'	F �	��� )*#� �J�e)�� �� .  	F� ���k - ~�>� 	y�
 ��������� ��&�� ����
� ��K�� ��	� �%�
 +�4QB� ���� . ���T� 3� d�;)�� ��	� �2 '�� 3�

 ��	� Y�� �k  Z5);� 	���T� �� ��
�� C�� A $
 ��� C��k  ��
�� C�	)/� � '���	F �	&�
z#)��
 �H ��& $� �� � '�� d�;)��);� 	���T� �� ��
�� C�� A �� �J�2 ��� Z5k  Y#
	�

 ���	F)8  �9  �10 .(  

5-2-5 ���*��: )��<=� 2� ���+�$�  

$4�
K� 	F�� 0	%�>��'����� ������
 ����              �����	% +�4QB� �� '��1)�� �� ��� $)��� ���� �
����� ����RNA 0	%�>�� ��	
 �e% � �2 ��	���7�� ����� ����� 	�E? .$
� �� �����	% �	��� 
��>F����� $��:� �)*��� ���*7� ������ 3� $� \��	� ��� . � ��� @�7��� 3� ������ 3�

$#/� �� ����X� S#� 	F� C��	�� �� ����� � $��;��)
 ����)��7� ����� ( ����� $)���� ��&�                                   
����� �� ���
 � ���� 7� ������ 3� �)*��� ����� ���� �� ���
� � '��� ���? . 	F�

��>F� �� ��	� 	F� @�g� ��� 4 $� ����� ��&� �#,D� C�� �� ���%�	"�� �	�� 5� ����� ^
4 ��
'� �� ��:� �� ��� $)���� ��>F� C�� $
 ��� �H0	%�>�� 	��� �� ������� ��_2 >#� �� .  

	�H�����	% ���$4�
K� 3� ��	� ��*� ���� 0	%�>�� �� ���}��7�� ����� 	�E? . ���� C�� ��
$ #/� ��	������	% ���� ����'��� �"� C�	)/� $� $
 �� ������ Z#J�� �� ����
� b;:� ��  
 .
�� ��
 C�������	% ��	� $#��� 	���T� 8#< � �� �*;� ����� ��)����	% 8#*1� �� �@�g� ��� 4 $� $� ��

$
� C#� �� ���*� ��B� 0	%�>���� ( '��1)�� �� ���	7� +��J $� W��? C�� ^#.� 8#< � fG� �
	g
��2 8)���P�� 3� ������ �D����#��1 )EM (�	#F +��J .	g
��2 8)���P������  �D��� �#��

$�� ��� 1970  '�� �%	,�)11 ( u��� �Xing $ #�� �� ����7
� �� '��� ���)G�	7*��	� ���
 ���	F M.�� '��1)�� ����)12 .($ #/���� $52	� �� ��	7� ���� ���� : �D��� �#��)E ( �

 ����	g
��2)M .($52	� ��� E ����� $#5
 0	%�>�� 	� $� �����	% �� �� 	� � Y�� � $� ��
�� b#e;�� ��� .$52	� ��� M �����	%��� 0	%�>�� ��*��� $���"� (���K� ������ . �� C��

�� ��	7� ��T�H $52	�	���T� �� ���	F � ��
 � 	##`� 	P�� �'�� ����	� �����	% . �-��	� C# A ��
�� $)1F���	P
� $� 8)���P�� $
 ���2 ��� '�#�� .�$4�
K� ��	� W��? C�� 0	%�>�� $=��� ���

0	%�>�� 	F� � '��� '��$#5
 ����� '��>%� $4�
K� C�� $� ���& ���� �� 	���T� 	##`� � ����
�  
 . 8)���P�� ��A �5
 ��B $�EM $ #/� ���T� 3�� �� �� �,D�� � A $
 ������ �� �����

                                                           

1- Expectation Maximum (EM) 

2- Converge 
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$ #/� ���T�� ���� ����� �P)*� $#��� 	���T� $� �J�2 W��? ����� ��&� �,D�� . ���� �� ���
�T� 3� �/ � ��1 �	#9 ���	)����? �� �-� @�� 3�� � � $)��� ��&� �	g
��2 ��T� C��	���� 

$ #/�� $ #/� ���T� ��
� �,D���  ��� ����� >#� �5X
)13 .($��? 8)���P���EM  �� �� $� ����
6����� 	##`� ���,)� ��� . �@�g� ��� 4 $�0	� �� ��>%�iReckon )14( ���,� ���
 ��	� �

������ �������'�� 8#< � 8)���P�� ��5,& ���� EM '�	� ��
 $� �����.  

5-3 ()�*��� "+����%&  

�� ���
 ����� ��/)�� �	B $� ����� ����� �#1#
 (I�
,����� .D�� C����F��� �� R ���
���� %����� ��� 0�� � @�� �*� ����) ���I�� �� y���y� �	yP {�454 (���� % �� (���>�� ��� '��� ���

����� ���& ����)>* ������� 3#1#��? 	#<� (�
� '������ . 	���	� �� �1��	
� �#1#
 	F�
 ���
 �� �1��	
� ��#)�� �	):#� ����-� �� ����� 3� �#1#
 8
 �;� ���� $���"� �����

����� .�� ������ �#1#
 8
 �;� ���	#? �� C��	�� ������ ���,� ������7� ���. ��� �� ����
��� ���>%� .�G
� �� �� 	� �� �� ��	
 ��
�� 	F� C# V
���� ���� '��/� � � �)1& ����� ���

�;� ���	#?����� �#1#
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 ����� M.�� �#1� ����	F .6�� �� ��� ����
� 	� � )�� ���
 ���	���0������� ��-� ���|�� $� 	K � �� ����
� ��A ��� '�� ����
� �� '�	� ����/)�� � ��

 �� �� 	�k -$��? ��	y� 	� ����� �#1#
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 ��/)�� ���� '�� �>��k - 	#}�� ����� ���)�� �� ��	y�
�
����EF .����� ���	#?����� ���,� � '�	
 '��� �� ����
� ���� ���
 �� '�	� ������ . ���

�;� � �-� C)%	F 	<� ������� �#1#
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 ����
� ��	
 ��
�� �� M��� ���
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#*� 8K2 ���'��� �I�� ���� �#1#
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 ��� ���2 	� �� � $)��EF 	#}�� ��	
 ��
�� 	� �����

'��� �I�� ��#*� 8K2�� $���"� �4	� ���
 $� 	K � >#� ����	F .����� ���,� �-� ���                          
'	F $<%�2 �� '��1)�� Y#�	� C��� � '��� ���>%� �� ��	��� ����
� 3� �� �����>%� �� ��� �� . ��

$K#)� '��� 3

 �� ��	
 ��
�� ��)�� $
 ��� 	)/��	#F +��J �5J� ��� . ��	� ���� ��
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$*��T�� '���:� � ���)�� �� ��� ���	#? 	}���� .$)7� C# V
��  C�� �� $
 ��� C�� 8/� ��#*�
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H	% �� ���
)2� ����-� �������
� ����� � >#� �� ���	#? �  .  

$)����� ���	
 ��
�� 6�� �� 	< %	J����� �� �)*��� $��;��)
 ��K�� �� ���� ��� �E2 ��
���� .$)����� C������� �� �:;� �� ��� C7
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 � )*� ����)?��H ����� ���� �� ����� ���
�.��� ��� '���� . �5�? 	F� C# V
�A ����� ��_2 ������	F ���	#? �)*��� ����� $)��� �� .  
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� $��;��)
 ����� �����'�"� � ����� �/&����� �	#F����� �� �� . ��
���������� �� y���y� ���/)�� �1& ����� ��	. 	P��7� ���T� �� ����	#F . 0�I $
 	P�� +�4QB�



114  ���� �	
��
 ���� �����
��� ��� ����RNA 

'	#K�� �#J�e� ����� ��&�� ���� $��;��)
 ��� .$��;��)
 ���� $
 ��"� $� ����� ���
'	#K����7�� ����� 0�5,� ���� '�� �J�2 �H �� ����� $
 ����� 	�E? .$��;��)
 ��>� ���

�N $
 ��� C�� '	#K�� b);�'	#K�� �� $
 ����G
� ��� �e% � �2 �� ����� ��_2 ���T� ���
�����
� .  

5-3 -1 >���? ��@? A	BC�  

 � ���*
�?����� ���	#?����� ����-� �� ��� �Q� �� ,� $� �� �E2 ^�	B �� ����
������� �/�H �� �:;� �� ���
 ������� .6�� C��'��� 8K2 ������� ����� ���
 �� ������� .
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 ��� C�� +��1)� (Q��
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����� c#"e� �5J� ����	���
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�� �� �� .                                        �� '��1)�� ��
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 � X
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	% �� '��1)�� �� �� 	� ����� c#"e��'��� �� ����J ���� +���	#F . C�� c#"J 0�K�� ��	�

����� ��	� �%�
 ^
4 �)*��� ���
���� $)��� ��&� ���� .����� 	F� �-� ���� � ���
 ��B $� ��
����� ����-� ����� � ����� Z��	
� 0�)G�	7*��	� �� 0��N �� ��� �� �� 	� �/�H c#"e� � ����

��� ����� ���H ��	g
� .�� ��K�� ����� �7:�� $
 �� �#�� $� � '���� L	)�� �� �,&	� S#�
����� �8� $� $#�� ^B� � 	��� �� ����	7� ��&��;� �� $��:� �����	#P� ��: � 0��N Z5);� ���.  

5-3 -2 SEECER  

0	� C#)*;�'��� �� ��&�� ����-� c#"e� ��	� $
 ���>%������ ��� ����RNA  ��/ :#?
 ����	FSEECER  ��� '���)15 .(0	� C������� ��>%��� c#"e� 3� $� 3� �� ��� 
 . 	�

                                                           

1- Overcorrection 
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�� c#"e� $
 �:��������� 	��� ���� 3� �� �.��2 $
 8� ����k - $)��� |�	)�� �H �� 	y�
�� d�;)�� �� ������� .����� ���
� ��& ��	������� �� $
 ������ Z5);� ��� �� �� �H

$����� '��1)�� �� ���� .$4�
K�	������� �� ���1;� ��
��� @�� 3� ���� ��	� ��1 
)HMM ('�	F ���� ��:� ��	� ���
)2� ���� $
����� �� ��� $)%	F ��
 $� ���� ������ . fG�

�������	)�� 8)���P�� 3

 �� ��2 ���2 �� ���HMM  �� �� 	� ����� c#"e� � '�� Z��	
�
 R�
&�HMM �� +��J�	#F .
�$� ��������
 )��� $
 ���� 	<� �� $��)�H 3� �� 	��	% ���

'� �� ��:� �� ��� '�� $)%	F� ����� $
 � )*� �H U��-�� @�� C�� �� ���� $� ���>� ���
�� c#"e� � $)������� .$4�
K� �� ��� c#"e� ����� 3� $
 �).�� ����� L	)�� �� ���

 � �H	% C�� � '�� �E2 c#"e� ��	�'��� ��	����� �� $���� '���
#.�� ��� .  
�
� � '��� $<%�2 � ���#� �-� c#"e�$����� �� �������� �	&� ���
,� �P��� ��� . C�� ��	�

 ��
'����� $� $)*� �� '��� ������ @�B � ��'��P#F ��  ���� 0{����� L	)�� �� �)*��� .
SEECER �� �� �� ����http://sb.cs.cmu.edu/seecer/ ��
� ��5��� . c#"e� ��	� ��#� ���� �2�	�

$)��? �G�	7�� �� �-�� Bash  �run_seecer.sh  ����% $
 ��	% �� �� ����� ���FASTA  ��
FASTQ �� �%����'��#? �� 
�� ������� .k -�� ��	y��� � ���� '��#? �� '��1)�� �� �5��� ����

0	� ��>%�� �&��Jellyfish ���� $���"� . $���"�k -'��� $4�
K� �� '��� $� ��	y�                              $#J�� ~�>� ���
����	F .�#? @�B ��	� r	%k - �� 	��	� 	y�17 ������ .  

��	&� SEECER  � ���#�GNU Scientific Library )GSL (��� . Ye� ��	�GSL  �� �"�
�#? ��>%� 0	� $� �r	%sudo ��� ��#� .  

1-   Gsl-1.16.tar.gz  L��H �� ��http://fpmirror.gnu.org/gsl/  �#��
� �%����) �@�g� C�� ��
3��>��H C�	�#$ � fp �� ��� +���4 :http://www.nic.funet.f/pub/gnu/fp.gnu.org/ 

pub/gnu/gsl/.(  

$ tar xvfz gsl-1.16.tar.gz 

$./configure 

$ make 

$ sudo make install 

                                                           

1- Hidden Markov Model (HMM) 

2- Viterbi algorithm 
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2-   SEECER-0.1.2.tar.gz  L��H �� ��http://sb.cs.cmu.edu/seecer/install.html  �%����
�#��
�.  

$./configure 

$ make 

3-   SEECER  ���	&� �# 
 .$ �>F�� �� �� 	)����? �� ����-h �#��
� ��	/% .  

$ bash bin/run _ seecer.sh –h 

 �.�� ���)
	���tmp  � $���"� ��	� ����	&� ����� c#"e��#��
� ��K�� ��                                .
���% ���reads1.fq  �reads2.fq ����� ���2� )*� ���/)�� �1& ��� .  

$ mkdir tmp 

$ bash bin/run_seecer.sh -t tmp reads1.fq reads2.fq 

����� ��	% �� '�� c#"e� ���FASTA  ���*? ��-corrected.fa  ���)
	��� ��
� ��
���������� ��_2 �5J� ��� .  

5-4 �%�� �- .���� ���� �����.-%
  

$)*� �� �K �� ��� 0	� ���>%�Cufflinks  �Scripture ����� ���
 ������� ��	� $
 ���
��7� �� �� 	� ����������� ��������� ��� ����RNA �� $)%	F ��
 $��� �%	,� ��������	F .

0	� �� 	��� �� ��>%���9H �� ������� ��	� ����1 ������ ��#)�� �� $� ��#� 0�4 �� ,� $� $
 ��
@�� C)����%	F ��
 $� ���� ��N ��� . �e% � �2 6�� �� $���	� �� C�� C#� �5J� +��1�

0	%�>�� ��	
��� �� .Scripture $#5
� 0	%�>�� ��� '�	
 6��>F �� C7
� ���Cufflinks 
3A�
$4�
K� C�	�� 0	%�>�� �� C7
��� $
 �� ��'��� � ������ 6��>F �� ��
� $#&�� �� ��� 
 .

 ��	% �� �&�	�BED  ��GTF +�e);� ���2 $
  $=��� ���� M&	� ����� 3� �� ������                               
����� . ���% $� ������ ����� +�e);� ����� �E� ���� 0�5,� M&	� ����� ��AFASTA  ��

$���	� ���� 	� �� '��1)����� '��� ���
 @	�? �� ��)��? 	#<� �*��� .  
��7��� ���� u��� �����TopHat  ���	�� �� �K �� �� $
 ��� 0�K��2.0 0	� C�� '��1)�� ��>%�

��� '�� .'������ ��� ���% 3� ���� ��FASTA '��
� 0�����	
 ��� 18  ��� 4 �"�
chr18.fa ���% ������ ��� ���/)�� �1& ���chr18_1.fq  �chr18_2.fq ������ . $
 $��
� ���%

 ����� 6�� ��–  ��� 4 �"� ���� '�� ����� 	5��chr18 0����7� �&�	� � '�� ���EF �� ����

                                                           

1- ab initio 



������������  ��! "#�$� 117 

 ���)
	���top2 ��� ����� .����� ��A ��75  ×2 '����� � '��� ��� �1&�  >#� $,-. U�"��200 
�� ��� �1&$5J�% �E� ������ ����� C#� �5��� ��50  ��� �1&���  �� 	)����? 3� +��J $� $


 ���	�-r  ��TopHat �� '������ .��7� �K �� ���>& ��/A �� ����1 �� 0�K���	#F .� '��1)�� ��	� �
TopHat 0	� �� 	� ���� ��>%�SAMtools  �Bowtie2  �� ���� >#� �/�H ��7� � � ��� L	)�� ��

 	#`)�PATH ��	F b;:� .  

$ bowtie2-build chr18.fa chr18 

$ tophat2 -r 50 -p 4 -o top2 chr18 chr18_1.fq chr18_2.fq 

5-4-1 Cufflinks  

Cufflinks  ��C++  ��� '�� $)���)13 .(0	� C�� C�	�H � '�� ��� $� ���,% �7� $� ��>%�
�� �	�H ���	�� �� ����http://cuffinks.cbcb.umd.edu. ��
� ��5��� .0	� C�� ���*�� ���2 ��>%�

��� �H $� M&�� 	):#� +�4QB� � �
 ��� .Cufflinks �� �#7:� �����
� ��)��'��� $
 ��� �� ��
'�#� $�$%	J �� $����&�� $#&��� 
 .0	� C�� $
 ��� ,� ���� C��3A�
 ��>%� �� $4�
K� C�	�
�������� $
 �� ������� � ��������� ��� ����RNA �� �� �� ��:� ������ .�����	% fG� ��

������ �� $4�
K� C�� ��	��� ���H	� ������ .  
 ���	�� �d�)
 C�� 6��P� ���� ��2.1.1 0	� C�����% �� � ��� '�� $=��� ��>%� ���BAM  �#���

 u��� '��TopHat2 �� ����#):? >#��	
 .����� 0�� ����/)�� �1& +�4QB� �� '��1)�� ��	� ��
���% �� ���BAM ���*? ���2 �)*��������� ���� ��� �)1& ��� .�54 $7 �� 89�TopHat2 

& +�4QB�1 ���% �� �� ���/)�� �BAM �� ��:� c#"J �"� $� ���� �� 	� 	F� $
 � ,� C�� $�
��7� �/)�� ��
� $��:� �� ��� '�� ���� »= « '�  
 ��& u��� �/�H 	F� ��� ����� ��_2�2  ����

����� ������*? �� ��� '�:� 3#71� 8� �� 	<��
� �E2 �� ���/)�� �1& ���� 
 . ��� 4 $�
 ������*? �@�g�/1  �/2 ����� 0�� �� ��
��� +��J $��� �E2 �����	F .���*? ��� ���_1  �

_2 �
� �E2���	F . $7 �� ��	�Cufflinks  �� 	� �� 
 '��1)�� ���/)�� �1& +�4QB� �� ����)�
'�  
 Z�	,� �)*��� ����� �1& �� ������  ���% �� ���*7�BAM ) ���% �� ��)� C#)*;�

BAM (� ��� $)��� .
 C���� �� �� ��)�� �� ����H $� ����view  u���SAMtools  �� '��1)�� �� �
 ���%BAM ��� 0�K�� �H ����� ��� 4 $� . �� '��1)�� �/&Cufflinks  �"� �SAMtools  �� ����

 	#`)�PATH ���� ��&�� .  

                                                           

1- Thread 

2- Delimiter 
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�� �� 	)����? C�� A�	
 Z�	,� ���� . �� �>& ��/A �� �$���"� �4	� ��T��� ��	� 	�� ��)��
��� '�� '��1)�� .�#? ���	)����? +��e �� 	#9 �� ��)�� � '�� $)%	F ��
 $� r	%��	&� 

Cufflinks ��� ����� 	�� +��J $� :  

$ cufflinks –p 4 –o outdir top2/accepted _ hits.bam 

@�� ���% 3� �� ��N ���GTF �� '	#�� �&�	� ���)
	��� ������ . �&�	� ���% ��/A
����� ��&:  

-rw------- 1 somervuo 50K  Jul 15 10:43 genes.fpkm_tracking 

-rw------- 1 somervuo 67K  Jul 15 10:43 isoforms.fpkm_tracking 

-rw------- 1 somervuo 0    Jul 15 10:42 skipped.gtf 

-rw------- 1 somervuo 898K Jul 15 10:43 transcripts.gtf 

������ ���% �� ���>F� +�4QB� ����� ���transcripts.gtf ����� ��_2 .                               �@�g� C�� ��
750  �� ������634 ��� ��&�� �N .������ C���N � �����% �� Y#�	� $� �� ���

isoforms.fpkm_tracking  �genes.fpkm_tracking '�� ��	/%��� .  
$��;��)
 � A 	F� '����� ����� $)��� ��&� Z5);� U�"�� ��� $
 ��� 	)/� ��  $7 �� ��& $�

$
� ��)��� ���% ���BAM  fG� � '�� '��� ���#? 8� $�Cufflinks �	&� ���� Cufflinks  ��	�
 $��F��& +��J $� �/�H �� 0��
 	��	&� ���)� fG� � '������ 0�9�� 8� �� ��� .$���	�� 

Cuffmerge �� � A 0�9�� ��	� �������	&� Cufflinks ��� $)%	F ��
 $� .  
�� �� '�� ��& +�,-. 0�9�� 8K2 ���	� �� ����--overlap-radius ��
� @	) 
 . ���T�

�#? r	%50 ��� ��� �1& .~�>� 	���T�@�� 0�9�� $� 	K � 	��� 	���� ��N �����	F .  
S#� U�% @�g� ��@�� �� �4QB� $��F ����*#� L	)�� �� '��1)�� ���� ��N . C# A 	F�

�� ����� ��&�� ���4QB� ���	� �� '��1)�� �� �� �/�H ����-g  ���% 3� Y��. ��GTF  +��J $� �
 $� �
 ��� 3�Cufflinks ��
� $=��� .  

$*��T� ��	��  �&�	�Cufflinks @�� ���� ���&�� ��N ���$���	� �� ����� Cuffcompare 
�1)����
� '� .@�� 	F� ���% �� M&	� ��N ���ref.gtf  �� '��1)�� ��	� 0�I ��)�� ����� ��&��

�� ��� +���4 $���	� C��:  

$ cuffcompare –r ref.gtf transcripts.gtf 

���%@�� C#� ����� ��	� ��N +�4QB� � $JQ� ���2 �&�	� ��� ���% �� �� ��N ���
��� .  
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5-4-2 Scripture  

Scripture 0	� 3� ��� ���& 	� � )�� ��>%�)16 .(0	� C���� �� ��>%� �� ����
http://www.broadinstitute.org/sofware/scripture/ �	
 ��5��� .Scripture '��� �� �� 	� �� ��

�� �	X� ����� +�4QB�� 
 .����� +�B����� �� 0��N �� �2��� �#7:� �� �	��>& �'�� �	X� ���
���� $
 � ������� +�4QB� �� '��1)�� �� � �������	F u��	� 	):#� ����/)�� �1& ��� .

0	%�>���� 6��>F �2��� C�� �� ��&�� ������� .  
Scripture �� R�	� ���e�� ����
� 3� ���� �� �� ��
� 
 .$#5
 ���2 ����
� C���  ������

'	F ������ C�� � '��� M&	� 0��N ����� �#7:� �� ����
�� �� . 3� �� �� 0��N 3� �� 	F�
�� �T5� �e)� '	F �� �H �� ��� ���K
� �'	F �� �� 	O� )� ��� �� ����������	F .����� ���

 ��>F� ����	� +�4QB� '�� �	X�–  �� �.��2 u��� ���� �B����� 	� � '�	
 $=��� �� ��	) ��
����� ����� ����RNA ��	F ����#):? .'� �� �:��	#? ^B� �/'��	#F�  �� +���4 ��K�GT/AG 
 � ������)��GC/AG  �AT/AC � )*� ������)��	#9 . ����T� 	<� �� ���e�� ����
� �� ��	#*� C��

� 9 $
'�� ������7� M���� �� $*��T� �� ���� ,� ��	� �$ #�� ����� ��������H ���� ���
�� ����������	F .? �� ��
 C��'	K ? �� '��1)�� �� ���>� ����
� ���'����� �� ����  b#e;� � ���}

 ���T�p �� 0�K�� '	K ? 	� $���� .'	K ?� ,� ��� �� $
 �)����� ����
� 3� ��K�� ��	� ���
����� 3

& +�,-. $� C)��#? ��� �� � ���/)�� �1& ����'�� �� '�� $#1e� ��5�. ����

�� 0�9�����	F.  
'��� ��	� ����� ���Scripture �% 3� ����� �BAM  ���% 3� � '�� Y�	�FASTA 

��� M&	� 0�����	
 . ���	��2.0 0	� ��>%�Scripture 0	� C�� ���& ���	�� ���� �� � '��� ��>%�
��� '�:� $D	4 ���
4 +��J $� �� � d�)
 C�� 6��P� .$;*� ���� $#����  ��� $� �H

 d�)
 C�� ��F� *������ '�#�� .�� ��� +���4 6��P� ��)��:  

$ java –jar ScriptureVersion2.0.jar –task reconstruct 

-alignment top2/accepted_hits.bam –genome chr18.fa–out out 

–strand unstranded –chr 18 

 �5�. ���	�� �&�	�Scripture ��� ���% �� ���� .����% �� �7@�� ���2 �� �� ��N ���
 ��	%BED  ��	% �� �)����� �������
� ���2 	P�� ���% �DOT ��� . ���	�� ��2.0  ��/A �

&�	� ���%� ���� ��&� . $
 ���)
	��� ��
� �� +�e);� ���% 3� '��� ���	�� �C�� 	� '�Q4
 ���%BAM �� ���� '�� M.������ . C���� � ����4 �&�	� ���% ��/A :  
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-rw------- 1 somervuo 80K  Jul 8 15:13 out.connected.bed 

-rw------- 1 somervuo 250K Jul 8 14:09 out.pairedCounts.txt 

-rw------- 1 somervuo 229K Jul 8 14:09 out.pairedGenes.bed 

-rw------- 1 somervuo 104K Jul 8 14:09 out.scripture.paths.bed 

 ���%out.scripture.paths.bed ������$#��� �������� +�4QB� �� �/ � $
 �� �� � �7� ���
 ���%out.connected.bed ������ ���� '�� '��1)�� ���/)�� �1& +�4QB� �� �/�H �� $
 �� ����

�� 6��>F� ��
� . ���% ��out.connected.bed  �549  �� ������504 ���� ��&� �N .  

5-5 
� +� ���� �����  

 �K �� ��$)*� ��� 0	������ �� �� ������� ��	� $
 ���>%� �� '��1)�� ���� ������� ���
 ���
�� �%	,� �M&	� 0��N���	F .0	� �� 	��� '��1)�� ��	��� ����
� �� ���>� ��>%��  
 . C#)*;�

$)*�� 0	��%�>$���	� �� ���� ��� Velvet  �Oases ��� .Velvet ��
�� 3���� ����N ���  $

�� ��K�� ��
�� ����
� 3�� 
 .$���	� u��� ����
� C��� Oases  $
 ����	#*� C)%�� ��	� �

'� �� ��:�� 0	%�>���� $)%	F ��
 $� �� )*� ����� .$���	��  ��	
 ��
�� ��	� 	P��Trinity 
��� @�N�� $� ���� $
 ���� 0�� .����� ��)������� ��� ����RNA �� � '�� ��
��$� �� �

�����	F .'� �� ��:� $��� 	�� ��� 0��N �� '�P�N 3� . ��	��� ����
� 3� $��� 	� ��	�
����� � '�� 8#�	���� ������ j�	;)�� �-� �����	F .�� '�P�N 3� �� Y#�	� C��� �����

���� $)��� ��&� 0	%�>�� C�� A .'��� ���	
 ��
�� �� �#? U�% ��>�� �� 	������ ���� �� �� ���
$4�
K� 	F� $K#)� �� � '�	
 �GX
 ���% 3�� '��� $
 ��� 0�I ����� ~�>� '��1)�� ���� ���

3*�� ���� ��_%� ��� ���	� ��	
 ��
�� R�	� �� ��. .  

5-5-1 Velvet + Oases  

Velvet  ��C ��� $)%�� 6��P� .0	� C����
�� 3� ��� 4 $� ��>%� ��� '�� �%	,� ����N ���
)17 .(0	� $
 	P�� ��>%�Oases �� '�#��������� ��	
 ��
�� ��	� ��� �� � $)%�� 6��P� ��

 �&�	�Velvet �� '��1)�� � 
)9 .(Velvet �� �� �� ����http://www.ebi.ac.uk/~zerbino/ 

velvet/  � '�	
 ��5���Oases  �� >#� ��http://www.ebi.ac.uk/~zerbino/oases/ ��
� ��5��� . 	�
$)*� ��� 0	�� )*� ���� ����
 ��� ����� ���>%� .  

Velvet $���	� �� ����� velveth  �velvetg ���. velveth � k-'��� ���	y� $���"� �� ��
 � '�	
velvetg  �z#)��
�� j�	;)�� � $)%�� ��	��� ����
� 3� �� �� ��� 
 .Oases  ���>� ����
�
$,-. ���� � 0	%�>�� � '�	
�� j�	;)�� '�P�N 	� ��	� �� �����
� .����� (I�
,� ������ ���
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 �� �J�2Oases $*��T� �� z#)��
 �� ���Velvet � )*� 	�� 5� ��#*� . �� '��1)�� ��	�                         
����� �� ���/)�� �1& ���Velvet����� C�� � ���� �� '��� 	##`� ��"� $� ���� �� 	� $


 ����� ��&�� '��� �& ���% 3� �� ���K
� +��J $� ����� �1& 3� ������ . �� � �H	% C��
����& ��#� (�2Q-J�1 ��� ��� .$)*� ��� 0	� ���>%�Velvet  ��	&� ��	� @	�? �G�	7�� 3�

��� '�� $)%	F 	<� �� ����& ��#� . �1& $
 ��� �H $� \� � � �H	% C�� ��	&� $)���                
������ ��� '�� '	#�� $��F��& ���% �� �� ��)�� �� �� . ��� 4 �� ���& ���% 3� 	�� ��)��

chr18_12.fq �� ��K������� ��H �� $
 � 
'�� ����& ��#� ����� .  

$ shuffleSequences_fastq.pl chr18_1.fq chr18_2.fq chr18_12.fq 

*;� 0�F ������ ���{� @��& 3� �2 7:����	F �# .B �K �� ��� @�k - 	y�25 � Z�	,�� � '�  
 >#� �&�	� ���)
	���vdir ��� ����� .'��� ��	%����� � '�� Z�	,� >#� �� ���/)�� �1& ���

 ��	% ��FASTQ ��� ��� . '�F�EF�� ����� 0�K�� $52	� C#��� �� z#)��
 j�	;)�� � ����
� .
'������  >#� U�"��200 ��� '�� $)%	F 	<� �� ��� �1& .'������  �� U�"��Velvet � $,-. @�B
��� .����� @�B ���� '����� C�� $
 ��� ,� ���� C���� >#� ������ .$)7��  $
 ��� �H 8/�

 ���	� ��	�-read_trkg ���? 	)�yes ��� $)%	F 	<� �� . �	��Oases  ����� ������ +�4QB� ��
�� '��1)�����
� .  

$ velveth vdir 25 –fastq –shortPaired chr18_12.fq 

$ velvetg vdir –ins_length 200 –read_trkg yes 

Oases �� '�	� ��
 $� ��	��� ����
� ��K�� ��	���� . �����Oases  $
 ��� ���)
	��� 0��
 �&�	� ���2Velvet ������ .����� ���� ��'����� ����/)�� �1& ����  Z�	,� ���� >#� U�"��

��� .'����� �.��2 �K �� ���  �� 	��	� ������200 ��� '�� Z�	,� ��� �1& .  

$ oases vdir –ins_length 200 –min_trans_lgth 200 

 �&�	� ���)
	���vdir ��2���% �'�� '��� ��:� 	�� �� $
 ��� ������� .����� ���
 ���% 3� �� ������FASTA  ��� 4 ��transcripts.fa '�� '	#����� .���� 	� 0��3 FASTA 

'� �� ��:�� ��� 0	%�>�� � '�P�N . u��� $
 �	P�� ���%Oases �� ��K��                                            ���	F
contig-ordering.txt ������ .  

                                                           

1- Interleave 

2- Hash table 

3- Entry 
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-rw------- 1 somervuo 25M  Jul 16 11:56 Graph2 

-rw------- 1 somervuo 11M  Jul 16 11:59 LastGraph 

-rw------- 1 somervuo 1.2K Jul 16 11:59 Log 

-rw------- 1 somervuo 5.5M Jul 16 11:56 PreGraph 

-rw------- 1 somervuo 34M  Jul 16 11:55 Roadmaps 

-rw------- 1 somervuo 84M  Jul 16 11:55 Sequences 

-rw------- 1 somervuo 1.3M Jul 16 11:59 contig-ordering.txt 

-rw------- 1 somervuo 2.6M Jul 16 11:56 contigs.fa 

-rw------- 1 somervuo 253K Jul 16 11:59 stats.txt 

-rw------- 1 somervuo 1.6M Jul 16 11:59 transcripts.fa 

���� �� �7� 0�� @�g� ��� 4 $� �� ��&�� ���FASTA  �� +���4
Locus_10_Transcript_1/3_Confidence_0.571_Length_3815 ��� .�� ��:� 0�� C�� $
 ���

 '�P�N �� ������ $�10 ��� �/�H �� ������ C#)*;� ������� C�� � $)��� ��&� . �� #
B� ���T�
)Confidence ( C#� ���40  �1  '���)��� 	)/� ����� 	�I�� ��. 	� ( @�B �)Length ( ��:� >#�

'� ��� �� ��� �1& Y*2 	� ������ @�B���� . ���% �@�g� C�� ��transcripts.fa  ���21308 
 @�B �.��2 �� ������ �����200  �� ��� �1&862 ��� '�P�N .  

 ���	�� ��2.0 0	� ��>%�Oases ��	&� @�B �� ��
�� C�� A ���k-��7�� +��1)� 	y� '��� 	�E?
0	� C�� ���
�� ���>%��� 0�9�� 8� �� �� �����
� .$)*� �� ��< � C���� 0	� ���>%�Oases  3� �

���� ��&� ��)��? �G�	7�� .$��F $� �K �� ���� Z�	,� ��$#5
 $
 ���� k - �� �	% ���	y�19  ��
29  '��1)����� � ��� . ��	� �%�D� ���	)����?Velvet  �Oases ���	� �� ���-d  �-p $=���                        
�����	F . ��C)%	F ��
 $�  ���	� �� '��1)�� $� ���#� ���)��? �G�	7�� C��-read_trkg �*#� .  

$ python oases_pipeline.py -m 19 -M 29 -o odir -d “ -fastq -

shortPaired chr18_12.fq” -p “ -ins_length 200 –min_trans_ 

lgth 200” 

$��F��& �&�	� ��)�� C�� 	� ��	� ��k - ��� 4 �"� ���)
	��� 3� � '�	
 ��K�� 	y�
odirMerged ��
�� ���)� ���2 $
  ���� '�� 0�9���� �#��� >#�� 
 . ���% �@�g� C�� ��

transcripts.fa  ��dirMerged  ���24468  �� ������ �����827 ��� '�P�N . ��K�� �� �,�
���)
	��� 	� ��	� �&�	� ���k -��
�� �� ��	� �/ � ���
� 0�9�� �	y� ��)�� �� R�	� ���� ��

��7����� 	�E? . ���	� �� '��1)�� �� ��
 C��-r �� +��J ��)��? �G�	7�� ���	#F .�� 4 $� @�g� �
��
�� �/ � 	F� �� ���25  =k ~�>� ��� ����� '��1)�� 	�� ��)�� �� ����� 0�9�� 	�.  

$ python oases_pipeline.py -m 25 -M 29 –r -o odir 
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 ��)�� C��2159  �� ������783 �� ��K�� '�P�N���
� .�#? L��� 	�                              @�B 	g
��2 �r	%
k - �� 	y�Velvet  �� 	��	�31 ��� .�� ���~�>� 	���T� �� ������
� '��1)�� >#� 	� . �@�g� ��� 4 $�

 	���T� 	F�k  �� �#�51  �� ��� ��#� ����Velvet ������	P
� 	�� ��)�� �� �����1  ���) ��	� �
 ����	P
�Oases  '��1)�� ��)�� C#
� �� ���� 8��	
.(  

$ make ’MAXKMERLENGTH=51’ 

� ��	� Z5);� 	���T� �� ��
�� C�� A $
 �).k �	&�  �� '��1)�� ��������	� ���-m  �-M 
$���� �� �#� $��F��& C)���� ��� ����� �#1� ��
�� 	� . �	��Velvet '��� �� �� ����� ���

 ���%Sequences �� �GX
� 
 . ���	)����? �� ���-m  �-M  '�� 0�K�� ��� 3� �/ � ��	
 �GX
 C��
���)
	��� 	��� �3 #� ���2 �� �&�	� ���)
	��� C#)*;� �� ��&�� ���% $� 3#5�
� ���

��� � ���� .  

5-5-2 Trinity  

$)*�� 0	� ���>%�Trinity )18 (�� �� �� ����http://trinityrnaseq.sourceforge.net/  ��5���
��
� .��� $)%	:#? +�4�D�� � ��
 6�� ���� �� ���� +�4QB� ���2 ���*�� C�� . ��
 6�	F

 	� � )��Trinity �� >#� �)�� C#��? ���>#���H ���� $
 u��� �����Haas  c�	:� ����7
� �
 ��� '��)19 .(  

Trinity $���	� $� ����� ��� $��F��& :1 (Inchworm z#)��
 $
 ����� �� $#���                               �����
2 (Chrysalis z#)��
 $
 u��� '�� �#��� ���Inchworm $��� �� ����
� 3� � '�	
 �� �

�� '�P�N 	� ��	� ��	��� � ����3 (Butterfly 0	%�>�� $
 j�	;)�� ��	��� ����
� 	� ���� �� �� ��
��� 
 . ��Trinity $
5
 ��& $�� »'�P�N «)Locus ($
5
 ��� »$1��� «)Component (                            '��1)��
����� .����� $
 ��	� 	<� $� ��- �� 	F�'��H '�P�N 3� �� �#� �� ����� ��� $
 ��� C7
� ����

$52	� �B ��� Butterfly $1��� 3��  u��� '�� �#���Chrysalis 3A�
 +�,-. $� 8#*T� 	�
��� . ��)1#� U�1�� C�� 	F�0�� �� R�D�� C������� ����� 6��>F �&�	� ������ �����	F .  

�� $���	� $� 	� @	�? �G�	7�� �� '��1)�� �� � ����Trinity.pl �	&� ���� .$��F $� 	�� ��)�� ��
����� $
 ��� '�� Z�	,� ��	% �� ��FASTQ '�����	? ���,� � '��� $���"� ��	� �� �� 	��	�4 

������ . �5,% ���	�� ��Trinity  @�B �k - �� 	��	� � ���} 	y�25 ��� .Jellyfish 0	� $
 ���� ��>%�
$���"� ��	� '��1)��� k - ��	y������� 	��	� @�g� C�� �� $
 ��� $<%�2 	g
��2 Z�	,� � ���#� �

                                                           

1- Compile 
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 ��10 �P#F ��� '�� 8#< � ���� .�#? ��B $�'���
 �r	% C�	� �� 	��	� �'�� 6��>F �����200 
��� ��� �1& . �� ��.��	&�Trinity'����� �� �F��H	�1 ��� Z�	,� ���"��� +��J $� �)*��� .

 $� $)*� ��
 C�� ��	��� f
� #� M����$)��? ��)�� �� ����� unlimit  ��ulimit –s 

unlimited ��
� '��1)�� .+��1����	�� C#� ���� Z5);� ���Trinity ���� ��&� . ��� 4 $�
���	�� �� �@�g��
��. ���0��
 $
 � 
 b;:� 	���
 $
 ��� 0�I 	�6�� �� 3� ���k - �� 	y�

�� '��1)�����
� .+��1� C# V
����% ���,� �� �������� ��&� �&�	� ��� . C�� 6��P� ���� ��
0	� C�� ���	�� C�	�H �d�)
 ���	�� ���>%�r2013-02-25 �#? +��J $� �H �� $
 '��� �� r	%

 6��Jellyfish �� '��1)����� . ��)����	&� Trinity �#? ���	)����? �� ��/A � r	%CPU  $�
��� 	�� a	�.  

$ Trinity.pl --seqType fq --JM 10G --left chr18_1.fq--right 

chr18_2.fq --CPU 4 

'�:� Z�	,� �&�	� ���)
	��� ��	� ���� S#� 	F� �#? +��J $� ����� r	%
trinity_out_dir �� $)%	F 	<� ����� . � �H	% $7 �� �� f?Butterfly  ���)
	��� ��#�� 0�
�� $�

 ���% 3� ���2 �&�	�FASTA  ��� 4 �"�Trinity.fasta  $
 ��� �����$
� ����� 0	%�>�� ��
������ .$52	� �� ����
� � A �� 3� $
 ��� C7
�� Butterfly  �#��� �)����� ����� S#�

�  7� .$#5
 ����  �4	% ���)
	��� � �&�	� ���)
	��� �� +�4QB�chrysalis �� '	#����	F .
����� ���2 $
 $1��� 	� ��	� ���% 3� ���� �)����� ���FASTA ���� ��&� $��F��& . ��)���
�� '	#�� >#� $1��� ����
���	F . 	F�Butterfly � 	� ��K�� �� ���	� $1��� ��	� ������ ����

 ���% ���	FFASTA ���� ��&� 	O� )� .'����� ������ 	1J 6� .'��� �� '��1)�� �� �@�g� ���
��� ����� 	�� +��J $� �&�	� ���)
	��� .  

-rw------- 1 somervuo 2.2M Dec 18 15:13 Trinity.fasta 

-rw------- 1 somervuo  583 Dec 18 15:13 Trinity.timing 

-rw------- 1 somervuo  78M Dec 18 14:56 both.fa 

-rw------- 1 somervuo    7 Dec 18 14:56 both.fa.read_count 

-rw------- 1 somervuo 159M Dec 18 14:59 bowtie.nameSorted.sam 

-rw------- 1 somervuo    0 Dec 18 14:59 bowtie.nameSorted.sam. 

finished 

-rw-------  1 somervuo    0  Dec 18 14:59 bowtie.out.finished 

drwx------- 3 somervuo 4.0K  Dec 18 15:04 chrysalis 

-rw-------  1 somervuo 3.6M  Dec 18 14:58 inchworm.K25.L25.DS.fa 

-rw-------  1 somervuo    0  Dec 18 14:58 inchworm.K25.L25.DS.fa. 

finished 

                                                           

1- Stack size 
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-rw------- 1 somervuo     8 Dec 18 14:58 inchworm.kmer_count 

-rw------- 1 somervuo 148 K Dec 18 14:59 iworm_scaffolds.txt 

-rw------- 1 somervuo     0 Dec 18 14:59 iworm_scaffolds.txt. 

finished 

-rw------- 1 somervuo    0 Dec 18 14:57 jellyfish.1.finished 

-rw------- 1 somervuo 125M Dec 18 14:57 jellyfish.kmers.fa 

-rw------- 1 somervuo  13M Dec 18 14:59 scaffolding_entries.sam 

-rw------- 1 somervuo 6.3M Dec 18 14:59 target.1.ebwt 

-rw------- 1 somervuo 279K Dec 18 14:59 target.2.ebwt 

-rw------- 1 somervuo 170K Dec 18 14:58 target.3.ebwt 

-rw------- 1 somervuo 557K Dec 18 14:58 target.4.ebwt 

lrwxrwxrwx 1 somervuo   73 Dec 18 14:58 target.fa ->/.../ 

inchworm.K25.L25.DS.fa 

-rw------- 1 somervuo    0 Dec 18 14:59 target.fa.finished 

-rw------- 1 somervuo 6.3M Dec 18 14:59 target.rev.1.ebwt 

-rw------- 1 somervuo 279K Dec 18 14:59 target.rev.2.ebwt 

 ���% �@�g� C�� ��Trinity.fasta  ���21837  �� ������1293 ��� $1��� . �$*��T� ��	�
 ���	� �� '��1)�� �� $
 �).�-min_kmer_cov2  ���? �.��2 ���)�� u� ��k - �� 	y�1 ) $


�#?�� r	%� ( $�2 �� ���>%� ���2 �J�2 ��
�� �����1205  �� ������848  ����� $1���
��� . ���% ��&�	� ���)
	��� ��both.fa $#5
 ���2� '������ ����� ����� ��� . �� �K �� ��

�� '��� ���#? �#1#
 +�4QB� ���� ���/)�� �1& ����� ���%���� . ���)
	���chrysalis  ���2
���%� ������ 	�:  

drwx------- 4 somervuo 4.0K Dec 18 15:02 Component_bins 

-rw------- 1 somervuo     0 Dec 18 15:00 GraphFromIwormFasta. 

finished 

-rw------- 1 somervuo  2.1M Dec 18 15:00 GraphFromIworm Fasta.out 

-rw------- 1 somervuo  1.5M Dec 18 15:00 bundled_iworm_contigs. 

fasta 

-rw------- 1 somervuo   57M Dec 18 15:02 bundled_iworm_contigs. 

fasta.deBruijn 

-rw------- 1 somervuo     0 Dec 18 15:00 bundled_iworm_contigs. 

fasta.finished 

-rw------- 1 somervuo  507K Dec 18 15:03 butterfly_commands 

-rw------- 1 somervuo 507 K Dec 18 15:13 butterfly_commands. 

completed 

-rw------- 1 somervuo     0 Dec 18 15:02 chrysalis.finished 

-rw------- 1 somervuo  138K Dec 18 15:03 component_base_listing. 

txt 

-rw------- 1 somervuo     0 Dec 18 15:03 file_partitioning.ok 

-rw------- 1 somervuo 643 K Dec 18 15:03 quantifyGraph_commands 

-rw------- 1 somervuo 643 K Dec 18 15:04 quantifyGraph_commands. 

completed 

-rw------- 1 somervuo     0 Dec 18 15:04 quantifyGraph_commands. 

run.finished 

-rw------- 1 somervuo     7 Dec 18 15:02 rcts.out 
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-rw------- 1 somervuo   0 Dec 18 15:02 readsToComponents.finished 

-rw------- 1 somervuo 79M Dec 18 15:02 readsToComponents.out.sort 

-rw------- 1 somervuo   0 Dec 18 15:02 readsToComponents.out. 

sort.finished 

 ���)
	���Component_bins ���)
	��� ���2 �4	% ���Cbin0  �Cbin1  � . . .��� . ���,�
���)
	��� C��$1��� �X
 ���,� $� �4	% ������� �P)*� ��
�� �� �J�2 ��� .              �� @�g� 3�

$1����� ��K�� ������ 3� �� �#� $
 ����� '�� $=��� 	�� �� �� 
 .���% ���:#? �� ���.dot 
� ������
� ������e� $� \��	�� )* . �5,% ���	�� ��Trinity ) ���	��r2013-02-25( C�� �

���%�#? +��J $� �� ���� �� � '�:� �#��� r	%��	&� Trinity                                  ���	� �� '��1)�� ��
-bfly_opts ‘-V 5’ �� ����	% u� ����
� ��K�� �� �/�H ���� .  

-rw------- 1 somervuo 5.9K Dec 18 16:49 c420.graph.allProb 

Paths.fasta 

-rw------- 1 somervuo 134K Dec 18 16:23 c420.graph.out 

-rw------- 1 somervuo 1.8M Dec 18 16:23 c420.graph.reads 

-rw------- 1 somervuo  492 Dec 18 16:49 c420.graph_final 

CompsWOloops.L.dot 

-rw------- 1 somervuo  492 Dec 18 16:49 c420.graph_withLoops. 

J.dot 

 ���% �� ������ ����� $�c420.graph.allProbPaths.fasta 0�� $
 ���� ��&�                         ��:���
�� � ����4:  

>c420.graph_c0_seq1 len= 328 path=[305894:0-327] 

>c420.graph_c1_seq1 len= 2675 path=[287873:0-149 288298:150-2674] 

>c420.graph_c1_seq2 len= 2730 path=[287873:0-149 288178:150-204 

288298:205-2729] 

$1��� ���  �4	%c0  �c1  � �H	% �B �� $
 � )*� � ,� ���� $
 ����� ��&�Butterfly 
$1����  �5J�c420 $1��� �� $�� ��� '�� 8#*T� �4	% .��� ����� @�B ���� >#� 0�� � ���

��� ��	��� ����
� 3� �� '	F 	#*� .'��P� ��� 5 -1  ����
� ���% �c420.graph_withLoops.J.dot 
$���	� �� '��1)�� ��� GraphViz ��� '�� '��� ���
� . 	�� 5� ������)seq2 ($,-. 3� ���2� 

55 '���
 ������ �� $
 ��� ���� �1& 	�)seq2 ($1��� ��� c1 ����� ��_2 . ������ 3�328 
 �� 	O� )� ���� �1&c0 $��F ��� ��� '�� M.�� ���� �
� I�� .  

$*��T� ��	��  ������ C�	�� 5�c420 ������ �� �0�5,� ��� 3

 �� ���>� ������	F��	� 
 ����NUCSC )http://genome.ucsc.edu/ (��7� ��*�� 0��N ���� ���� .C�	)/� ^#%��1 BLAT 

                                                           

1- Hit 
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 0�����	
 $� ^5,)�18 ��� .'��P� ��� 5-2 ������ ����� �Trinity  �"� ��I�� Y*A	� ���
 ��� 4YourSeq ��� '�� '��� ���
� .  

 

�1�D�� 5-1 : 2� "��F G��H, /0��*1 1����� I$��  ��! "#�$�Trinity 

  
  

/0
�#$ ���� ����� $� %&Chipster  

$)�� �����>�� �RNA-seq $)*� �0	� � ���>%�Cufflinks  ��	
 ��
�� ��	� ��
�� $=��� 0�)G�	7*��	���� .  

•  ���%BAM  u��� '�� ��K��TopHat2  ��>�� � 0��/A �e% ��Assemble reads into 

transcripts using Cufflinks �#��
� d�;)�� �� .�� 	F� $
 �# 
 $&�� �� �#����
$#���2�� ���	�� '	�/� �
 ��� ��� 4 $� ��&�� ���P� ���% 3� �� �#����GTF  ��� 4 $�

�# 
 '��1)�� ����� .                  c#"J b#e;� �� �	)����? � ? ��/)�� $� ��)�� �� �
	2 ��
���% ��� fG� � '�	
 �J�2 �� #
B� ��Run �#��
� 3#5
 . C�� $
 ��� $&�� ����

����	% ���H	� c#"e� ��7�� ��	)����?������ ��	� � ����� b);� ����X� � $��F� A ���
�� 8��	% >#� ������H .  

• @���� �� ��N ��� �&�	� ���% ���:F �� ����transcripts.gtf  ��	F��	�  ����N
Chipster  6�� �� �� 	� ����
� ������e� 0��/A �e% �� '�� c�	: .� ����� ��	� 

 ���% �	P�� ������ $� ������ 3� �� 	}�� �
	2GTF '	K ? 3� �� �� ���>�� 
��� $��F��& �# 
 3#5
 R�	� +�e);� ��� � '�	
 .  

• ����
�� ���� ��>�� �� '��1)�� �� � $��
� C�� A �� �� ��Cuffmerge  �/�H � '�	
 0�9��
 ��>�� 3

 �� ��Cuffcompare ��
� $*��T� 8� �� .   
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5-6 �234  

C�� �� 0	� ��/A � $��? 6�� �e%����� ������� ��	� ��>%������ �� �� 	� ������ ��� ���
����� '���
 ����RNA ��� '�� c�	:� .'�P�N ���,������� � ��                                       �� ��
�� 	� �� �J�2 ���

'������ '���	F 6��>F ���� 	�E?��	7� ��� �� $��
� ���. $*��T� ��	� U�% ����� �� $)���               �
6����� '�:� '��1)�� �� .$*��T� ���� ������� ������� ��	� ��>�� C�� A �Cufflinks  �

Oases  u���Steijger  ��� '���	F $=��� ����7
� �)20 .(��
�� 	� � )�� �� �� ���Trinity  �
Oases  u���francis  >#���H ����7
� �'�� ���)21 .( C# V
�Schulz  ����7
� �Cufflinks  ��

$*��T� C�� �� >#�'�	
 ���� ����� .  
'��� 	� '�Q4�#? � ��                        	� �J�e)�� ���	)����? 8#< � $� ��	
 ��
�� �&�	� �6���	?

0	����� �P)*� ��>%� .������ ���,��� �� ��	##`� �� ����H $� ����  �.��2 �� u��	� ���	)����? ��
��� 	##`� ���? � z#)��
 @�B .������ @�B � ���,� ���S#� �� � �"J �� �4QB� $��F

�
� $=��� ��	
 ��
�� ����-���� .'��� ��
 ��
�� 3� �#1#
 �K � �T#T2 ���*#� �� .
�� R�	� ���& �� '��� $� ��
 �7:�S#� $
 ���� �� M&	� ��N @�� $��F �� $)�EF �� ���5,

����� L	)�� .���� ��&� �#��*2 � ���� �J�e)�� C#� @��,� � @���� 3� ��
4 ��                         .
�;���� ���
 �� ���-� �)*��� ��	
 ��
�� �� �	#F . $)���� ��&� �%�
 ���? 	F� ���

z#)��
 ����������� � '�� '���
 ���� $,-. $,-. �� 5� ������� .�54  6�� �� 	� $7 �� 89�
��7������� $
 �����. �� �� ��	
 ��
�� � ��������� �� �� ���
 ��� ������� '���
 M&	� ���

'��� �#1#
 $� ��
 C�� $
 ��� 	
� $� 0�I ��� �� ��
����� �P)*� ���? � �� . �%	:#? ��
��7�� � ���� %����� ��� 	�E?3� �� ���
 ������ ���� ���A ������ ��
�� �� ���,)� ���

�� ��K�� ������ ��	
��� .����� C# A �	D�2 @�2 ������� �� ����d�� 0�� �*� ���
�� ��� $� >* ������� 3#1#��?� �H .�54����� ���� % C�� $7 �� 89��� ��K�� � 5� ��� ����
�

$-T� �������� ^
4 $
 ��� C�� �1,D �	� ���� $� ����  @�2 �� $K#)� �� � '��� C#��? �	&�
0	1)5? 	D�2$%	J $� ��	T� 0	1)5? C�� �� $*��T� �� 	P�� ���� )*� 	� .                                      ��#�� C#
� $�

�����6�� � 0�� �*� ������ �� �e% C�� �� '�� c�	:� ��� (I�
)2� >#� � 	D�2 @�2 �� ����
:#? �� ���>
��%	F ��
 $� ���& �����>�� �%	 .  
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6 -1 ��"#�  

����� ��	
���
�� ���� ���� �� 
� ���
 �� ��
���  ��
��� �! "���� ���#
 �� 
$ %!
&�
'�' (
�)�� ����� .�� !
� +�� 
� ���#����� ,!
-  .� �'
/01� 
� �! �� �
�� "�� �� %�.� �� 
�

�-� �234� 2 � ��2!'�-� 5���6 ��/�� 7�08� %��� �! %���� 9
�
��� 3�� 2 �'�-� %.
1 .
��8������ 
� 
:8# �� �/�� %
��
�� %
��� ���;81 ��  ��
� <�
  "���                                    =-> ?
� �
�@��# AB0C� ?���� +�� ����� ��.�# "��
�9
����#1 � ��2! 7�E !' � �F �0���8�� 2 ����� 
�

�80G� .�-��% �� 
$ �� �80�� �/�� %
�!
�	� +�� �H
$ <I6 ����0�� 2 �'�-� �1!�� �! %!
&�
��� .� ������ �6�	� �! 
:�J 7�08� %��� �K�2 %
�!�36���
-� .  

�-��% �-� "<I6 +�� �2'�C� .� ��� �� �� �
�� %.
1�@��# 9
	@
)� �L�� �BM� %
� ��
�
RNA �� !��
 NO� '!�� �! "�1���' .��1
O� "!
� 7�M� !'% ����� '��	#�
�� %
� ��  ��
�

�/@�� +��8P <-> !' �@2 �'�� � ��2! ���2��6 '!2J�� %��� 5�Q0G� ��G� ��%  3�� �&�' ���
�
'�  �06�4 �R� !' �0G�
� .�� �S�-	� �����F =��E .� � ��2! ��623�� +��8P �#��!
��� %
�

�� '
;�� !�#��2�F .� �'
/01� 2 +�3&�
��88� .�-� 7
$ +�� 
�                         
� � ��2! T)1 !' %.
1
������� "�
#�� %
��G�� ��-�� .��623�� �
��� UBV� ���.�234� %�!�' � ��2! %
� %
�

�0W��80G� �
 �X-� 
� Y .�
�� ��B�

 <�@' �� "+�� �� �2�>� ��2! ��
� ��  '
;�� ���!Z� 2 
�
� ��2! 7�E !' � �F "��
C�
0� ��:# !'�G�� ����8�� 
� . !' "���
� <[
G� +�-� <�@' ��

�� '!2J�� �234� T)1 !' �
�� %
� �� �� T)1 !' �
�� �
��� UBV�''�4 .,!
-  7
$ +�� 
�� 

�� +�� !' �
�� �
��06� 3�@
�J %��� �� T)1 !'�� ��623�� ���\# ,�C01' �� 
� �8�:� "��'�4

�G�� .,!
-  '��	# ���.�.���� �� 
�% '!�' �&0G� � ��2! . <I6 !' <I/� !�E �� �H�� +��
�� !��
 �1!�� 2 NO� '!�� �
�� �
��06� 3�@
�J U@

 !' 2 50W�'��4 .  

6 -2 ���
� �� ����� ����
 �
%�
�&���
��  

�
-� "�  NO� ��1 <I6 !' �� ���4<-	@�!�0]1'^%
� ^��
&W�
�.J �'�' ��@�#�@��# %
� ��
�  

                                                           
1- Feature 
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�.
� ��R� ����� ��/�� 9��W� .� %'
�. '��	# ��
0C� �� �@2 �'��� <�
� .�8�
�� �! 
���#�_B��� U���# !' ���!Z� 2 +��
F �
8�-E������ T)1 !' ���#'�' `�CW# �
� %
� .

��8� .� ���� 7
$ +�� 
��� ��
�. 
:8# �! 5:� �/�� %
��.���� ���#����� �� '�-� %��4� 
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 ���� ���� ���
����	
�� 2 ��  ��
��� 
$ 
� �
 '�  �'�' (
�)�� %!
&� .��8� +�� 
�

.� �8#!
�> :  
• �@��# =-> ?
� ���
�: <�
62�F '
-0>� ��B�

 �� � ��2! ��
1 2 �����F 3�@
�J "�
�� %�8�

�@��# =->'!�' �&0G� ��
� . ��P�@��# ��3�� �� �1� �.S "�1� �8�3��bF ��
�����
  �J
?
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8	� ���� +�� �W����F 9S
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� .?
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����� "7
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1- Biotype 
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6 -2 -1 �	��� �� �� !" #	$	� �� �� ���(�����(�)�  

�'�' %��� ��/�� 7�08� !�3�� +��8P�@��# %
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�RNA �1� k�01' !' ��  A�'�-�                     .
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Total Reads 49743155 
Total Tags 63012643 
Total Assigned Tags 57529077 
====== == ======== ===== ===== ============ == == ====== 
Group   Total_bases  Tag_count Tags/Kb 
CDS_Exons   36821030   34763281  944.11 



����	��� �� �� !" #	$	� �� �� % �&�'�(�)� 137 

5'UTR_Exons  34901580   2856644  81.85 
3'UTR_Exons  54908278   9772738  177.98 
Introns   1450606807   8468986  5.84 
TSS_up_1kb   31234456   94103  3.01 
TSS_up_5kb   139129272   161914  1.16 
TSS_up_10kb  249300845   217980  0.87 
TES_down_1kb  32868738   789703  24.03 
TES_down_5kb  142432117   1368378  9.61 
TES_down_10kb  251276738   1449448  5.77 
====== == ======== ===== ===== ============ == == ====== 
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python geneBody_coverage.py -r hg19_Ensembl.bed-i accepted_ 
hits.bam -o file 
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python RPKM_saturation.py -r hg19_Ensembl.bed-i accepted 
_hits.bam -o file 
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� o��! !'Chipster  3�� !'�80G� !
�0�� .  

6 -3 -1 -1  HTSeq  

Htseq-count �0G� .� �WC�% ��� %!�36�HTSeq �X���1� .��'�' 3�@
�J %��� ��0�
F %
� %
�
NGS �1� .��� +�� .� �'
/01� �@2��� �8�.
�� !�36��G�� ��0�
F .� �#
>�E� ���4 .Htseq-count 

����� ���6 !' �! ��  A�'�-� %
�SAM/BAM �� 
$ 2 <�
6 9!�M �� �! ���� %!
&�
GFF/GTF �� �6
�!'��
-� .�
�� ��	
�� (
�)�� %��� �� '�-� ���# ��
� 9
����# 
� ����� ��
�
�
� "������� 
$ <�
6 2 �/�'�-� <�
6 !' ��2.��2�� %
��8 
� �
G�� ��
� %!
&�                              .

Htseq-count �234� ����� �� ��
�,!
-  {X1 2 �'�� ���F "'!�' ��
 �X-� 
:�J 
� T)1 %
�
 %
8�� �� �! ��234�ID �234� ��� <�
6 !' 
�GTF �2�4�� %�8��8� . �� �1� �.S !
� +�� %���

��B�% �234� "�� �� %
�ID �8 
� �0 �' ��
G�� ��� .<�
6 %
�GTF  .� <M
$Ensembl  .�
�� %2��F ��>

 +���88� . �@2<�
6 %
�GTF  .� ���4!2�� UCSC Table �� �1' �� �� "�8�J

ID  ���8> �� ��  !���# � ��2!ID ��!�' �� . %��� ?�H�� +��Htseq-count <�W��1� .
1 . ���.
Htseq-count �-�� ��2! �� ��3� k�$ ����#����� +����
8� 2 �'�� �� �
-� �� =B	0� 
� �! 
�
� 9!�]M ��],!
-  ��
4�� �]'�]-� ���� .GTF �] %
Ensembl  x
C0�� 
�!��]�
]�  2 �]R� '!��  
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�(�)�� 6-4 : ��' &� �9� �^�(� #	Z[% �'HTSeq 0���2 \(��� �����"��] _	��� �� ��&� �� �� .

��	"� J�S� ��	' �9���� ��	" X0���2 `�� �9��� J�S� 9	$'�  (���" 0���2 J] `� ��J
 ��                       

J�3"��	" % #'� �9� ����� �9��� J�S� �� E��2�  a�( 9	$' J] �� ���O (�5 �� �� ��)�� J]

�" X�(�� �����b��9��� . `	� #"c�) ( % �9� \(��� 9	$' J] ���� (���" 0���2 �� #'��Z" J�9�

���' #"c� ) (!" C	
� �� (���" 0���2 �� #'��Z" J�9� �	� �9S� \(��� 9	$' J] ���� XJ��� >M

#'� . X9��� � ��� ��O% �����b�� ��] F	� % ��%� ��� ����� �� �A� #	Z[%intersection_strict  0���2

��� \(��� �( (���" 9��) ��	� =2 #"c� �?��� (�) (�9��� J�S�� no_feature #'� .( P��	d��

0	1 #	Z[% �%( e�Runion #'� .  

�8�34% GTF  !'http://www.ensembl.org/info/data/fp/index.html �1� k�01' <�

 . !'
�-� <�
6 .� ��. 7
L�'��  �/� �/�% TopHat2  �'
/01� "�1� ���J �1' �� �!
:P <I6 !' ��

g�� 2 �� "  '�B��'GTF �1� ��
G��:  

wget ftp://ftp.ensembl.org/pub/release74/gtf/homo_sapiens/ 
Homo_sapiens.GRCh37.74.gtf.gz 
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�� �!
� �'�W6 �@
$ .� �! <�
6 3�� ��. !�01'�8�:  

gunzip Homo_sapiens.GRCh37.74.gtf.gz 

��F 9!�M �� ��6Htseq-count �'�'����� �
� %
8�� �� �! ��
:0�� �/� %
� U#�� 
�
����� U�#�# +��� 2 �'��<�
6 !' 5� �1 �WF 9!�M �� ��  �/� %
� �� !��
 !��3�����4 .

A�'�-��� U#�� ����� ��	
�� %
8�� �� 3�� 
� ��� )�8�34 .� �'
/01� 
�%-order=pos .(
�R6
$ �8�.
�� !
� +�� �@2% �1� %�0W�� . ��. !�01'BAM ����� �
� %
8�� �� �! U#�� 
�

 <�
6 �� 2 �'��hits_namesorted.bam �� '
;����
-� .  

samtools sort –n accepted_hits.bam hits_namesorted 

 !�01'Htseq-count  �1� ��. 9!�M ��) <�
6 �� '�-� <M
$ �
8�-E� ��
�htseqqa  %2!
'!�' !��
 ��G�:(  

htseq-count –f bam --stranded = no hits_namesorted.bamHomo_ 
sapiens.GRCh37.74.gtf > counts.txt 

 
;8�� !'-f bam ��8�' �
W�%  %'2!2 ���6 �� �1� +��BAM ��� 
� .                              9!�M ��
��F����� ��6��	
�� 
� �� ��
� <�
6 !' ��234� %
�GTF ��!�' (
�)�� )--type=exon( "

���'�4 ,!
-  ,!
-  2�234� %
��� �� =B	0� �� 
� �� =�/B# "�80G� ��
G��                       ��'�4                        
)--idattr=gene_id .(Htseq-count �� ��6�'�' �� �8� 
� 
�<-	@�!�01' ���;�. `0C� 

����� �4� 
:8# 2 ��  '
O�����;�. 
� 
�% �
�� �� �8�
-� �
G��                                      ,!
-  �! 
:�J "��'�4 ��
�
����
-� .�'�' ��PL� %
����;�. 7
��W� %�8� ��
� "���--stranded=no  
# '�  �'236� 3��

���;�. 
� ����� �� �� ��
�. U�#�# +���% �
�� 2��2!�� ��
�'�  ,!
-  "''�4 . ��	H2
��F ",!
-  %��� ��6union �1� .�� �@2�8�34 .� �'
/01� 
� ���J ���#% --mode '�' ���\# .

�� +�8c-�!��Q� �� ���# �
�� ��/�� %��� <
��$�� ,!
-  �� �W���� ��
� 5�R8# "''�4
 '�-�)7
L� ���8> �� :–a30( .��F 9!�M �� !��Q� +�� "��610 �1� ��  �06�4 �R� !' .  

 ��2�� <�
6counts.txt ,!
-  .� 72�� �� <�
 �1� �� �� %��� 
� . "<�
6 +�� %
:0�� !'
�� ���' A�'! w8F��� '��	# �� '� ����W� ,!
-  ��� ��� %��� ��. <�S' �� �� �! ��
� "���

�� �1�:6�8�
-� :  

A@� -  |# %
8�� ��NH  <�
6 !'BAM ����� +�� " ���� ���� !' �
�� �� .� ��� 
� 
�
��  A�'�-� ���)alignment_not_unique.(  
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x- ����� +����� �� 
���W� A�'�-� ��2 ���)not_aligned.(  

y- ����� +�� �/�'�-� ��/����
01J .� �0-� 
�%  �1� ��!
� o1�# �06
� `�IC#
)too_low_aQual.(  

9- ����� +�� �/�'�-� ��
 �X-� �� �� .� ��� 
� 
� �1� �0 �')ambiguous.(  

�- ����� +�� �/�'�-� �1� �0 ��� ��
 �X-� ��� ��� 
� 
�)no_feature.(  

... 
ENSG00000273490  0 
ENSG00000273491  0 
ENSG00000273492  0 
ENSG00000273493  0 
_no_feature  6125428 
_ambiguous   1808462 
_too_low_aQual  0 
_not_aligned  0 
_alignment_not_unique  2947054 

��<�
6 ���#���-� .� <M
$ ,!
-  %
� !�01' �-� 
� �! AB0C� %
�join  �� {����� !'
'�-� =�/B# 72�� �� 9!�M :  

join counts1.txt counts2.txt > count_table.txt 

�� "�
�� �
��06� 3�@
�J %��� %!
�J ���.J .� ��F <�
-# 9!�M !' �! ��
:0�� A�'! w8F ���#
'�-� gh$ . !�01'head �-� {����� !'%  ��
:0�� o� w8F .� ��V �� p�)�)–n –5 ( �&� �!                      

��'!�':  

head –n –5 count_table.txt > genecounts.txt 

+�,-. /�
	� �,�, �� 
%()
%  �*Chipster  

• <�
6 �/�'�-� )BAM( !�3�� 2 "RNA-seq/Count aligned reads per genes 

withHTSeq ��8� x
C0�� �! . "
��0��!
F !'�R� '!�� !���
�  `CW� 2 �'�-� x
C0�� �!
'�' 
�J �� ���
-�� �� 
� 
-  %
�<-	@�!�01' ��  '
;�� ���;�. `0C���� 
� ��� .

�� +�8c-��� �� ���' �
;�� %�O� �� �! x
C0�� �����# !' ��2.��2�� 9
I0C� %
�
�
6]  <] �]��  �06�4 �]R� !' ,!
-) �
]�� �
��06� 3�]@
�J %.
1!�]I� �� ���]	� !
� +��  
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6 -3-2 0���2 \(���#���%( �� ��&� �� ��  

����� ,!
-  �S�-	� �� �Q�Q$ +�� +06�4 �R� !' 
� � ��2! T)1 !' 
���623�� %
�
�C� %�!�' � ��2!�1� ���c�F %!
� "�80G� �
 �X-� %
� .�
�� 5:�� `�IC# %��� ��
�

�������623�� %�!�' %
�
�%  �H
�!���� %.
1�L���$ ,2! �� .� "AB0C�)EM (                                       �'
/01�
��'�  .�� ���� x2
8# �� �B$�� 2' ,2! +�� !''�4' :�B$��% ��F����� �J !' �� �8�� 
� 
�

���2��6 %
8�� �� �@
-0$� � ��2! �
W�
�)�� ��6 %2
G� ��0�� !' ��� �� (� ��2! �� 
�
�� `�IC#�B$�� 2 �8�
�% �L���$���2��6 �J !' �� %.
1                      `�IC# 7
-0$� %
8�� �� 
�

���� ��
1!.2!��'�4 .��
������2��6 �� ��
� � ��2!�� !' �! 
� +�� 
� ��623�� �8P %�!�' %
�
�� '!2J�� ,2!.� �8#!
�> "�88� :Cufflinks  2eXpress )13 .(Cufflinks  ,2! �� .�EM              

�01'%�1  �@2 �06�4 ��:�eXpress  50�!�&@� �� .�EM ���1 +����
8� 2 �'�� �'
/01� +���J �#
� 2 �'���1� �#��J!
� �R6
$ �R� . .  
�B> ��8�� 5V!Cufflinks A�'�-� .��� �'
/01� %'2!2 ���8> �� ����� %
� �@2 "�8�

eXpress A�'�-����4 %��� +����
8� 2 �06�4 !
� �� �! ���0F��G���# %
� ���� �

6 .�8� �� ��
�
 "�80G� ����U1
8� �1� .k�01' !' 3�� ���� ��0X���G���# �4� �� "� 
��                       �� 
� ���J ���#

<�-1� ��R� �� .� .
1Trinity  
�Oases )!.Y :5;8F <I6 (��
1 .���2��6 %
�'!2J��  ��  '
;��
 o1�#eXpress ���� 
$ ���\# �
&8� !' �8���#%!
&� !�3�� o1�# "� ��2! %
�ReXpress  ��

�� %��J!
� !�E ���  ��
1!.2!)14 .(�>�-;� <Z� '�;� 3�@
�J .� x
80��% �'�'                           %!
� �� 
�

                                                           
1- Batch 

 �� !'�4!2�� �� �-� ������8� .( %2!Run ��8� ��B� .  
•  �4� �� ��8� ���#!���
�  !' 
-  ���-�Chipster �� "� 
�� '����!�3�� .� �����#               

RNA-seq/Count aligned reads per genes with HTSeq using own GTF  �'
/01�
���
-� . <�
6GTF  �� �!Chipster �'�� '!�2  <�
6 
� ���-� ���J 2BAM  %'2!2 ���8> ��

���
-� x
C0�� .��;8F !'% <�
6 T�OM `�IC# .� "�0��!
F��8� <M
$ �
8�-E� 
�. 

• <�
6��B� %��� �! ,!
-  %
�% ���-� !�3�� .� �'
/01� 
� �! 
:�J 2 �'�� x
C0�� 
�
Utilities/Define NGS experiment U@

 !' ��8� =�/B# ,!
-  72�� �� . !'

��01 
��0��!
F,!
-  %2
$ %
��'�' 
�J �� ��8� `CW� 3�� 2 �'�� +��	# �! 
� %
�
��� 
� �1� ��2.��2�� 9
I0C� %2
$ 
-  .  
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�
2 %��� �K�2 �� "�1� ��4���!���
� �@��# �4.
# �� ����  ��
� �� 
$ 2%!
&� � ��2!%
� �
 
�� ���\# UBV��K�2 ��-�� .� "�8��1� !�'!���� %� .  
��� 2' �� !�36�Cufflinks  2eXpress ���
�� �8���#����� ��
#�8P ��
�+�� !' 
�                  

�'���
��'�� g�E�� �! ��� %
� �'�' .� �! 9
	)
 7�E ��.�#2 ���!Z� %��� 2 �'�-� ���C01� 
�
��:# !' �'
/01� '!�� %
��4.
VJ .� � 
� �� 9
	)
 %
�
:0�� !2
;� �@��# `0C�%  ��
C�
0�

�8�
-� T�OI# "�1� . "+�� �� �2�>eXpress �@��# %
�
)� %��� 7�� �� <�
 ��R� ��
�           
7�8���� 2 �'�� 3�� 
���
-� '!2J�� 3�� �! <@J `0C� �
�� ����# .Cufflinks  2eXpress  �� �2�>

�� "�
��6 o� ���6��4 %��!
� o��! !' �8���#Chipster !
� �� 3�� 4����  �06 .  

6 -3 -2 -1  Cufflinks  

Cufflinks A�'�-� ���6 !' �! ����� %
�BAM �� 
$ 2%!
&� <�
6 U@

 !' �! 
�GTF 
�� �6
�!'�8� . <�
6GTF 0��
��1� %! . ���.Cufflinks �� 
� �! ��623�� ���2��6 '!2J�� ����#

��
-� =�/B# <�-1� .�1� ��  ��M�# �	)
 ���!Z� T�OI# .� �'
/01� . �
;�� T�OI# +�� �� �0
2
 "'� Cufflinks �'�' .��� 
��@��# �P �� '.��J���2��6 2 ��  x
C0�� �J %��� ��
� �� 
� �! 
�

 �@��# `0C� ���!Z� �� ���� ��
-801!' ��
#�� �R� !' �!�� '!2J�� ��'�;� "'��4 �8�
)Cufflinks �@��# +�� 92
/# �� '
;�� �:� �BM� ���2��6 9
>�E� .� �� ��
� �� ���!Z� .� ���

�� �'
/01� "�80G� 72��0� S
� �
�� <�@'�8�.(  
 %��� ��  �'. 7
L� !�01'Cufflinks  " o1�# ��  '
;�� ��
:0�� �/� ����� A�'�-�

TopHat2 �� �6
�!' %'2!2 ���8> �� �!�8� .� ��2! �
�� !�01' +�� 2 �'�� '!2J�� �! ��B	� %
�
�-� �
;�� �! !
� +�� "�80G� ���� �� ��
:�J %��� ��')-G .( T�OI# �	)
 ���!Z� %��� !�01' +��

 �'�' �
;��)-b GRCh37.74.fa (����� 2�
�� ��	
�� �8P 
� �� ��
��� ��
� "��'�4 �!
�.2�� ��' �8�)-u .(�>�1 %��� ���.�'�F3�! �W��� ��'  !��
 �'
/01� '!�� ,.�'�F�8�J�6
�� ����4)-p 8 .( �� �1� �.SSAMtools '��4 !��
 ��G� %2! . ���.Cufflinks ��� +�� .� !�36�

�� ��:� �B��' 9!�M ��'��4 .  

cufflinks -G Homo_sapiens.GRCh37.74.gtf -b GRCh37.74.fa -u 
-p 8 accepted_hits.bam -o outputFolder 

<�
6 2 � ��2! <�
  ��2�� ��
�'! %
�FPKM  ��'
Q� %2
$ �� �1� �� T)1 !'FPKM 
�� 
:�J �
8�-E� �BM
6 2�8 
� .<�
6 +�8c-� ��
�'! %
�FPKM �� '
;�� �0
2 �� �� ��� 
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���-� .� �>�-;� .� �'
/01� 
� �
�� �
��06� 3�@
�J %��� 
�Cufflinks ���  �
�2 ���.J '!�� . +��
�� �
�2 �1!�� 2 NO� '!�� 50W� <I6 !' <I/� !�E �� ?�H��''�4 .  

6 -3 -2 -2  eXpress  

eXpress �@��# ���6 !' � ��2! %
�FASTA A�'�-� 2 ��
#�8P����� %
� �-� 
� �� 
�
�2! .� �>�-;� +����  
���  '
;�� �! "����� �6
�!' %'2!2 ���8> ���8� .A�'�-��� 
� �8���#

 <�
6 �� !'BAM A�'�-� .� �
-�Q0G� 
� �'��.
1�
� ��R� �Bowtie2  ��eXpress  �8�
� �
���
)A�'�-� �� %.
���G�� �W����F .
1 .����� ���.�
�� ��0X���G���# 
� ���� %
� �� 
�            ��
�                                            

�����  .(�
�� �� +�-� �$ 
# �� �1� �.S��
��.
�� %�0W�� ��
#�8P %
�% '�  �'�' '2!2 .
�� +�8c-�(
�)�� ��> '2!2 ���#�G��' .
;� �! %�0W�� %
� . ���.eXpress  %��� 
)� 7�� ��

����� 7
-0$� �� �80�� `�IC#�� 
�'.
1 .<�
6 %
�BAM/SAM �'�' %2
$ �/� %
�
�
� %
8�� �� ��  ����� .
�� '!�� ��
:0�� ����� 
�)!.Y : �C�HTSeq <I6 +�-� !' (�80G� .  

�@��# "��. 7
L� !' .� � ��2! %
��'�' �
&�
F% RefSeq  ��  '�B��')15(��
-� �� "% 
Bowtie2 ����� "���'�4 '
;�� �>�-;� +�� %��� �-� 
� 
�Bowtie2  2 ��  A�'�-�                            

���2��6� ��2! %
� .� �'
/01� 
� 
�eXpress ���'�4 ��1
O���� .  
� ��2! .� 
�RefSeq �� '�B��'��� :  

wget ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/H_sapiens/mRNA_ 
Prot /human.rna.fna.gz 

 �@
$ .� !��3� <�
6�� �!
� �'�W6''�4 :  

gunzip human.rna.fna.gz 

 �����2 +0 �' �&� �E
� !' %���RefSeq �� �'�' �
� ���\# !��3� <�
6 "�'
/01� '!��'� :  

mv human.rna.fna refseq63.fasta 

��
-�% Bowtie2 � ��2! %����� '
;�� 
� '� )!.Y :�!
:P <I6 .( �0��!
Foffrate  '��	#
A�'! ��
���
-� !' ��% ���> ������ %!�h4�� 7�08� �! ��� �8� .��F !��Q� %��� ��6

 
� ����� �0��!
F +��5  �� �1
8	� ���� �� �1�32  A�'!)32  =25 (���>�� %!�h4''�4 . %���
���1 %�;0G� �� 
;8�� !' !��Q� +�� "�/�'�-� �E !' ���� ��	
�� �#1  �1� ��  �'�' ���\#

+��� 2���> A�'! 2' U�#�#�� %!�h4'�  .'!�' 9!2�H !
� +�� . �� �1� �J g�� 
;8�� !' ���.
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�
����
� �/�'�-� �E !' %�0W�� ��
#�8P %
����  �'�-  .
;� .�� U�1 ?�H�� +�� '� 
 ��Bowtie2 ''�4 �8Z� !
�G� .  

bowtie2-build –offrate=1 –f refseq63.fasta refseq63 


� ��. !�01' �1 �0��!
F 9
-�R8# .� �'
/0Bowtie2  �
4�8G��� o1�# ��eXpress  ��  ��M�#
 �1�)http://bio.math.berkeley.edu/ReXpress/rexpress_manual.html (����� 
� �! 
�
� ��2!�� A�'�-� 
��8� .�8�34 .�% –k  �� �'�' �
��6 %���Bowtie2  ,!�34 �:�1000 

����� �� %�.� �� A�'�-� )����� �� %�.� �� A�'�-� �� 
:8# %
� �� (�� �'
/01�'�  . !'
���� �@
$�-� �� '!�' '��2 <�
-# +�� 7J% A�'�-� �8 
� '���� 
�)–a .( U�1 !
� +�� �@2

@
�J ��2! ��  �8Z�3� ��''�4 . ���.Bowtie2 %��!
� +�8P %����1� ��W� �$��E ��
� . ��2��
SAM  .� <M
$Bowtie2  ��SAMtools �� 7
Q0���6�M �:� 
# ��
� �� "
v6 !' ����BAM 

 '�  <���#) <�
6SAM  o1�# ��  ��@�#Bowtie2  ��  U#�� �
� %
8�� �� !
�'�� 9!�M ��
�1� .�B$�� 
;8�� !' +����
8�% U#���� gh$ %.
1'� .(  

bowtie2 -q –k 1000 -p 8 --phred64 -–no-discordant-–no-mixed 
--rdg 6,5 --rfg 6,5 --score-min L,-.6,-.4-x refseq63 -1 
reads1.fq.gz -2 reads2.fq.gz | samtoolsview –Sb - > 
transcriptome_aligned.bam 

A�'�-� �� �;0G��� '2�O� ��  �/� 2 =�)8� %
� ''�4)--nodiscordant -–

no-mixed .( "!
� +�� 
�'
Q� 
� �G�
Q� !'�� ��F "��6��2
#%
�1  ���36� 2 ����� g
� 
���� )--rdg 6,5 --rfg 6,5 (��  �06��hF .
�0�� <
��$ 2%  �/�'�-�)--score-

min L,-.6,-.4 (�C1�� �#'�  .�
-� ��� "�1� ��  �'�' �
W� 3�� �M�� !' �� ���4
� �BZ� �/�'�-�� 
� ���17/69 �1� �M!' :  

34232081 reads; of these: 
34232081 (100.00%) were paired; of these: 
10553741 (30.83%) aligned concordantly 0 times 
4166418 (12.17%) aligned concordantly exactly 1 time 
19511922 (57.00%) aligned concordantly >1 times 

69.17% overall alignment rate 

                                                           
1- Penalty 
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���2��6����� %
� �-� 
� 
�eXpress 01� 
� 2 ��1
O� 
)� T�OI# 2 ���!Z� T�OI# .� �'
/
��''�4 :  

express refseq63.fasta transcriptome_aligned.bam –o 
outputFolder 

 2 !
� +�� %
� �� '
;�� .� x
80�� %��� ��<�
6 j!3� BAM o1�2 �$ "�� ��2�� ���#
Bowtie2  �� �
-�Q0G� �!eXpress '�' 7
Q0��:  

bowtie2 –k 1000 –p 8 --phred64 -–no-discordant -–no-mixed--
rdg 6,5 --rfg 6,5 --score-min L,-.6,-.4 -x refseq63 -
1reads_1.fq.gz -2 reads_2.fq.gz | express refseq63.fasta-o 
outputFolder 

 w�
0� <�
6results.xprs �� ���2��6 %
�'!2J�� %2
$� 
� .� ��2!�01' %
8�� �� 
�1 
)bundle_id( �� U#�����  .� ��2! .� ��2�4 .� 9!
�> �01'����� �� 
��
�� %
� ��
�

�1� "��!�' Y�0W� ��
#�8P .5:� �� '!�' ��01 +��8P <�
6 +��.� �8#!
�> 
:�J +��#                             :
,!
-  ��  '!2J�� %
�)est_counts(,!
-  " �u�� %
�)eff_counts( "FPKM  2TPM .
,!
- ���!Z� %��� �u�� %
���  T�OI# 7�E 2 �	)
 %
� �
4�8G��� 2 ���eXpress  ��M�#

�'�-� ��R� ,!
-  �� �80�� �
�� �
��06� 3�@
�J %
�!�3�� %��� ��  '�4 9!�M �� 
:�J .� �� ���
edgeR '�  �'
/01� . !�01'awk �ICW�% ,!
-  ��01 2 � ��2!���C01� �! �u�� %
�                        

���8�: 

awk '{print$2"\t"$8}'results.xprs > eff_counts.txt 

�1� ��. 9!�M �� w�
0� <�
6 ����0�� �C�:  

target_id       eff_counts  
gi|530366287|ref|XM_005273173.1|   0.000000 
gi|223555918|ref|NM_152415.2|   463.539280 
gi|530387564|ref|XM_005273400.1|   0.481096 
gi|530387566|ref|XM_005273401.1|   25.786556 
gi|223555920|ref|NM_001145152.1|   9.204109 
gi|225543473|ref|NM_004686.4|   28.171057 

���ICW� 
:8# ���# %
�RefSeq �F ��. !�01' .� �'
/01� 
� �! 
�!
W>� 2 �'�� �/$ �! ����
'�-� .�8�34 "!�01' +�� !'% -F  ��88� ��� ���>) 
;8�� !'|  (�� `�IC# �!��' . o� +�0GC�

                                                           
1- Bundle 
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�� �XZ� "�G� �� �#!�M �
-� �� '� )NR==1{print;next} .( 
:8# "%�	� p�)� %���
�� '�4 5;8F '!�� !' '��	# 2 ��  �0 �' �&� 5;8F 2 �!
:P '!���'�  .  

awk -F'|''NR==1 {print;next} 
{print$4"\t"int($5 + 0.5)}'eff_counts.txt > eff_counts_ 
rounded.txt 

�1� ��. 9!�M �� w�
0� <�
6 ����0�� �C�:  

target_id   eff_counts 
XM_005273173.1  0 
NM_152415.2  464 
XM_005273400.1  0 
XM_005273401.1  26 
NM_001145152.1  9 
NM_004686.4  28 

 
��� ��. !�01' .� �'
/01�� ��2! '��	# ���# �1!�� �! "��!�' ��  '�4 �u�� ,!
-  �� ��
�
'�-� . !�01' .� 
;8�� !'awk  �/M 
:�J �2' ��01 !' '���� !��Q� �� �E�)� %!2J'�4 %���

 {����� !�01' �� w�
0� 2 ��  �'
/01� "�G��wc –l             ,!
-  �! '���� p�)� '��	# ��                     
���� 7
1!� "�8�''�4 .  

awk '$2!=0{print}'eff_counts_rounded.txt | wc –l 

 "k
1� +�� ��52259  � ��2!) .�91950 �.���� � ��2!��  %��4 ( �u�� ,!
-  %�!�'
�80G� .<�
6 =�/B# %������-� .� <M
$ ,!
-  %
� ",!
-  72�� �� <��W# 2 AB0C� %
�

 �.S�'�' �� �1��ICW� ��01 %
8�� �� 
����  U#�� 
� . ���C01� �! ���8> A�'! ��. 9�!�01'
 �'���'�' 2�� �6
H� �J �� �! ��  U#�� %
��8� :  

head –n 1 eff_counts_rounded.txt > eff_counts_rounded_ 
sorted.txt 

tail -n +2 eff_counts_rounded.txt | sort -k 1,1 >>eff_ 
counts_rounded_sorted.txt 

+�,-. /�
	���-��� �,�, �� 
% �* 
%Chipster  

�
-� "��'�4 T��W# 3�� 5;8F <I6 !' �� ���4�� !�3�� .� ���#RNA-seq/Assemble reads  
to transcripts with Cufflinks '�-� �'
/01� .�� +�8c-� ���#eXpress �6�4 !
� �� �! .  
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6 -3-3 0���2 \(���J%�A� �� ��&� �� ��  


�J�� �
�� �
��06� 3�@�0G� .� �'
/01� 
� 2 ��234� T)1 !' ����#% ��� %!�36�DEXSeq  !'
Bioconductor  9!�M'��4 )16) (!.Y :5:� <I6 .(����� �� �1� �.S !�R8� +��� %�.� �� 
�

 ,!
-  �234� �����  .��623���234� .� ���� �� ��!�' <�
-# � ��2! %
� 9!�M �� �! 
�
Y�0W� �8 
� �0 �' .�� �234� �� +����
8� <�
6 �� !' !
� +��8P ����#GTF '�  ��
� .

?2�  9
I0C� �4� +�8c-�/�234� �
�
F 
� 92
/0� 
�8�� "� �0 �' ��
 �X-� �&���� 
� �8���#
�8 
� .'�  �0�
1 �
 �X-���V ��234� �$��� .� �>�-;� �� �� �1� �.S �,!
-  g���� %��� .
�0G�% ��� %!�36�DEXSeq  ��0�
F �X���1� �� %2
$dexseq_prepare_annotation.py  %���

�1� !
� +�� . <�
6 �� �0G� +��GTF �234� .� �01�:6 �� �! %2
$ �� 
��̂+
�1 ) �� 
� ��
80�
 �234� �� .� �WC� 
� �234�)��
 �X-� '!�� !'(( �1�" T)G�2 ��'.
1 .�
-� !' ���
 �� ���4

 '!��HTSeq  <�
6 �� .� �'
/01� "�  �'�' T�H�#GTF ��B� �J !' ��% �234� �� �� %
�
 %�!�'ID '!�' ��-�� "�8 
� ��
G�� .<�
6 %
�GTF  .� <M
$Ensembl �� ��M�#���  . ���.              +��

<�
6 
� .� ��>

 +���� %2��F�88� .��  �/� �/�'�-� <�
6 .� ��. 7
L�% TopHat2  !' ��
�� �'
/01� "��J �1' �� �!
:P <I6��
-� .  

 �C� !' �� � 2! =�EHTSeq  <�
6 �� "��'�4 T��W# <I6 +�-� !'GTF  .� ��
G��
Ensembl ��8� T)G� ���J ��. !�01' �-� 
� 2 �'�� '�B��':  

python dexseq_prepare_annotation.py Homo_sapiens.GRCh37.74. 
gtf GRCh37.74_DEX.gtf 

                                                           
1- Bin 
2- Flatten 

• <�
6)%
� (FASTQ  <�
6 "FASTA �@��# %2
$ ��
#�8P !�3�� 2 � ��2! %
�RNA-

seq / Count reads per transcripts usingeXpress ��8� x
C0�� �! .��;8F !'%  "�0��!
F
<�
6 T�OM `�IC# .���8� <M
$ �
8�-E� 
�. 

• <�
6��B� %��� ,!
-  %
�% ���-� !�3�� .� �'
/01� 
� 2 �'�� x
C0�� �! 
�
Utilities/Defne NGS experiment ��8� =�/B# ,!
-  72�� �� U@

 !' �! 
:�J . !'

,!
-  %2
$ ��01 "
��0��!
F�'�' �� ��8� `CW� 2 �'�� x
C0�� �! 
� %2
$ 
�
0G�� ��2.��2�� 9
I0C��8 .  
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 ��0�
F �X���1�dexseq_count.py �0G� !'% ��� %!�36�DEXSeq ����� ,!
-  %��� 
�
�C� %�.� ���� �'
/01� �
 �X-���V ��234� %
�'�  .�0G� +��% ��� <�
6 %!�36�GTF  T)G�

����� 2 ��  ���6 !' ��  A�'�-� %
�SAM �� �6
�!' %'2!2 ���8> �� �!�8� .BAM             3��               
��'��4 !��
 �'
/01� '!�� ����# .�0G� ��
� !
� +�� %��� �@2% Pysam  UI� �! ��0�
F !'                          

 '�-�)17 .(�� �
W� ��. !�01'�'�' �� ��' �'�� ��
:0�� �/� 
�)-p yes ( �
� %
8�� �� 2
��  U#�� �������� )-r name( . +�� +�8c-��'�' �X���1� %
8�� �� ��  U#�� %
�

�� 3�� �! ��2.��2�� 9
I0C� '��hF)-r pos .(�'�' �� '�  `CW� �� �1� �.S 
�                       
���;�.��W� %�8���� )-s no .(�� ��6 �X���1� +�� ���.�'�' �� �8� �� 
� 
�<-	@�!�01' 

���'�4'
;�� ���;�. `0C���� .�� �2�> �� +����
01J �� ���#% �
�� �/�� %��� ��
�                       
�����,!
-  �� ��
� �� '�-� 5�R8# "��� )��R� :–a 30 .(��F !��Q���
01J +�� ��6% 

 
� ����� �/��10 �1� .  

python dexseq_count.py –p yes –s no –r name GRCh37.74_DEX. 
gtf hits_namesorted.sam exon_counts.txt 

,!
-  <�
6" ����� '��	#��  ,!
-  +�̂ �� %��� 
�% �� �1�:6 �! �234���
-�.                  
�ICW�%  <�
  +�̂�ICW�% �!
-  �� �J 7
��' �� 2 �'�� ��%  ��  �'!2J 3�� �234� +�̂

�1� .�
-��� ���
W� 3�� ��. !' �� ���4�ICW� .� ���� "'� +�̂ %
� �ICW� 2' %�!�'%  ��
����> �� �� �80G� ��
4��� +�� !' �2�	�'!�' '��2 �
  . %2! �� 2' �� �1
8	� ���� +��

�234� 2 ��  �
�2 ���;�. ��%
���!�' ��
 �X-� �
  .  

ENSG00000001036:001  210 
ENSG00000001036:002  12 
ENSG00000001036:003  6 
ENSG00000001036:004  135 
ENSG00000001036:005  82 
ENSG00000001036:006  205 
ENSG00000001036:007  138 
ENSG00000001036:008  2 
ENSG00000001036:009  21 
ENSG00000001036:010  76 
ENSG00000001036:011  25 
ENSG00000001084 + ENSG00000231683:001  57 
ENSG00000001084 + ENSG00000231683:002  57 
ENSG00000001084 + ENSG00000231683:003  50 
ENSG00000001084 + ENSG00000231683:004  34 
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����� '��	# <�
6 +�� ��
:0�� A�'! !
:P��W� ,!
-  ��. <�S' �� �� �! ��
� �1�:6 "���
���8�
-� :  

A@� - ����� +����� �� 
���W� A�'�-� ��2 ���)_ _notaligned.(  

x- '�-� ��/������� +�� �/���
01J .� �0-� 
�%  �1� ��!
� o1�# �06
� `�IC#                             
)_ _lowaqual.(  

y- ����� +�� �/�'�-� �� .� ��� 
� 
���  ,!
-  +�̂% ��234�  �1� �0 �' ��
 �X-�       
)_ _ambiguous.(  

9- ����� +�� �/�'�-� ��� 
� 
���  ,!
-  +�̂%  ��234� �1� �0 ��� ��
 �X-�                                  
)_ _empty.(  

�
-� �C� !' �� ���4HTSeq �� "�  �'�' T�H�#                                '�-� gh$ �! p�)� +�� ���#                    
)head –n –4 .(�
-� +�8c-� �C� !' �� ���4HTSeq ,!
-  "�  �'�' �
W� <M
$ %
�

���-� .��� �! AB0C� %
� !�01' .� �'
/01� 
� ���#join  ,!
-  72�� �� U@

 !' {�����
'�-� =�/B# . %��� !
� +�� �0�@�DEXSeq '!��� �#!2�H .  

6 -4 �12.  

��	
�� (
�)������� ����� %
��� 
$ 
� ��  A�'�-� %
� 5���6 �! �
��� +�� ���� %!
&�
����8� ���0� �� '!2J�@��# =-> ?
� � ��R� 5:� �/�� %
� 7�E !' � �F �0���8�� "��
�

+�,-. /�
	� �,�, �� 
%(�34,
%  �*Chipster  

•  �/�'�-� <�
6)BAM( !�3�� 2 "RNA-seq/Count aligned reads per 

exonsforDEXSeq ��8� x
C0�� �! . "
��0��!
F !'�R� '!�� !���
�  2 �'�-� x
C0�� �!
'�' �� ���
-� `CW�� 
� 
-  %
����� �� .�<-	@�!�01' %
� 
� ��
:0�� �/� `0C�

��  '
;�� ���;�.��� . %2!Run ��8� ��B�. 

• <�
6��B� %��� �! ,!
-  %
�% ���-� !�3�� .� �'
/01� 
� �! 
:�J 2 �'�� x
C0�� 
�
Utilities/Define NGS experiment ��8� =�/B# ,!
-  72�� �� U@

 !' . !'

��01 
��0��!
F,!
-  %2
$ %
��'�' 
�J �� ��8� `CW� 3�� 2 �'�� +��	# �! 
� %
�
��� 
� �1� ��2.��2�� 9
I0C� %2
$ 
- .  
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� ��2!'�' !��
 �1!�� '!�� �! AB0C� ����� 9
����# ?���� +�� ����� ��.�# 2 
� . !�3�� +��8P
� 7�08� %����� 
$ �� �80�� ��/� �! '�� �M
I0�� %
��3� 
:�J �&-� 2 �'�� k�01' !' %!
&�

��!�' .  
����� �� �0
2�
�� ���� �� 
� 
��� ��
� "��� ��,!
-  .� �'
/01� 
� ���#����� �� 
�

�� %�.�� ��2! "
��234� 2 
��-� 3�� �! �� �
�� "
�'�-� %.
1 .�-� 3�@
�J 2 %.
1 �
�� �
��06�
���  +��0:� 2 �'�� o�#�� 5� �� �
#���1� �W

8� 2 NO� '!�� .�8� 
� .������� %�.� �� 
� �! 
�

�� ��R� ��
�!�3�� �-� 
� ���#HTSeq '�-� ,!
-  .,!
-  �@2 3�@
�J %��� �� T)1 !' %
�
�� �
�� �
��06���  ��623�� ���\# !
P' �� ��
� �G�� �8�:� "���).� ��2! ��� "�#�8B� %
�

,!
- �� �[�!� 3�� %�0W�� %
��8�' .(�-� !' �BM� �@
P "� ��2! T)1 !' �
�� %.
1
����� 5:�� `�IC# �&��&P�
�� %
���623�� �� ��  ��
��1� AB0C� %
� .Cufflinks  2

eXpress  ,2! �� .�EM �� �'
/01� !�R8� +�� %����88� .Cufflinks  �� �8�.
�� ���� ����
�1� . �@2eXpress A�'�-� .� %��� +����
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	%S4 ��	�	% ���  !�%�OOP  M����� �' (.#


��	��
 &	

 ��	?I !"�#�S !� ()��	�.#*. (.	�A ���
 &	

 ��� 
� 
	
 ��� �
	%R  (.	H�%� ()*
/%� .c\' 	
 �"�	;� �. � (.�. �"
 �� �:�. c\' ),I 	� �� c\' �-c\'  ��	� �	- �	-

S4 5��)���)� �� .#8 !F	Z�8� �	- . �� �' .��. .#�� !�#�7 K
	� �� U_#�$� !F	Z�8� K
	�
�7#�T� ���
� !� ]	>��� �� K
�#� 
� !F	8)�	�� .5�� U	P\nF� �� !F	Z�8� K
�#�2 !�),�	� .

��	�	%� OOP  �. �'R (.	�A  /%� ()* �
	% �%#�Chambers  s����()�.�+  /%�)3  �4 .( 

7 -3-1  6�	���7OOP  &�R 

!�	� �. K
	� �� �'R  �. ��� 5�� �� [6i�  .��. .#�� ��	AOOP .��. .#��.  ���- �

[����  S�)� �� �' !�W�)(.�. ]#I�	I 	� e���	�3 ( �. /%�?� �� 	�R !� (.	H�%� ��	A  .#*

!* ��r S3/S4  �.OOP !� KW�� (.	H�%� .�#�..�+ .c\' �	-S3  �S4  !�	-�	�* ��	P r	�*�
(.�. =6�>� ��#�� �' ),�"-!� (��8^ �� 	-),�	�� .(.�. ]#I�	I 
� &#�% ��!� 	- �%#� )��#�

                                                           
1- Object-Oriented Programming (OOP) 
2- Method 
3- Data frame 
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�:6�71 $ .��+ ���W c��%. �. .c\' ���
 !�� �	-S3/S4  
� (.	H�%� 	
 .�H,� �	-�	�*  r	�*�
 �:6�7@ !� ���W c��%. �.)���+ .*� 
� �	�* �� t��>�%� ���
 r	�S4 �
 �' /%� ��?
  �	�
 �:6�7@ !%��%. K
	� �� 
�2 .#* (.	H�%� .!%��%. K
	� 
� (.	H�%� ���
  �G��� 
� �;�"�� 

/%� c\' . �:6�7 /��	$�  ),' ���u� �	�* �	� �+�@ !� =W#��.#* . !%��%. K
	� �+� !��
�
 !
#8 �
 ��"
 v��k �%#� �
 ���� &�)
  )*	
 ()* !�	%�
��!� ���.� .#8 /��	$�)-. .  

c#�6� ���
!* �� E�#F �
 �� &@ ��  �#R#� &.�' ��r �,��.�  !��#�)���:
 �<� �. .
!� �#<,� ��� ���
��"
 &�#�� GenomicRanges .�. ���W (.	H�%� .�#� �� . K
	� 
� (.	H�%� 	


GRanges() !* ��  r �,��.� !� .	T�� )�)� !��#�..�+ .� ��
 )Y' &@ 
� !��	�XRCC1 
(��T�
 ��� �' /%�� (�	�* ��
#���' 1�;�"�� 19 /�$W#� ��
 �	-44047464  �

44047499 /%� ()* KW�� :  

library(GenomicRanges) 

read<-GRanges(seqnames=c("19"), 

ranges=IRanges(start=c(44047464), 

end=c(44047499)), strand=c("+"), 

seqlenghts=c("19"=591289983)) 

names(read)<-c("XRCC1") 

!* M��#8 ��#��� �+�r  K
	� �%#�str()  ��
 E�#F �
 !���8 !�"�	
  .#* S��,'
.#* (.�. M�	�� .!� 	�� &@ ���
 ()* .��� E	7\k� )���#�XRCC1 {)�,' �)�A !���8 ��� �. ��  

str(read) 

Formal class:'GRanges ' [package "GenomicRanges"] with 6 

Slots 

.. @ seqnames: Formal class 'Rle'[package "IRanges"] 

with 4 slots 

......@ values    : Factor w/1 level "19":1 

......@ lengths   : int 1 

......@ elementMetadata : NULL 

......@ metadata   : list() 

..@ ranges: Formal class 'IRanges' [package 

"IRanges"]with 6 slots 

......@ start    : int 44047464 

......@ width    : int 36 

......@ NAMES    : chr "XRCC1" 

                                                           
1- Operator 
2- Accessor function 
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......@ elementType   : chr "integer" 

......@ elementMetadata : NULL 

......@ metadata   : list() 

..@ strand: Formal class 'Rle' [package "IRanges"] 

with 4 slots 

......@ values    : Factor w/3 levels " + ", 

"-","*":1 

......@ lengths   : int 1 

......@ elementMetadata : NULL 

......@ metadata   : list() 

..@ elementMetadata: Formal class 'DataFrame' 

[package "IRanges"] with 6 slots 

......@ rownames   : NULL 

......@ nrows    : int 1 

......@ listData   : List of 1 

........$ seqlenghts:Named num 59128983 

..........- attr(*,"names") = chr "19" 

......@ elementType   : chr "ANY" 

......@ elementMetadata : NULL 

......@ metadata   : list() 

.. @ seqinfo: Formal class 'Seqinfo' [package 

"GenomicRanges"] with 4 slots 

......@ seqnames   : chr "19" 

......@ seqlengths   : int NA 

......@ is_circular   : logi NA 

......@ genome    : chr NA 

.. @ metadata    : list() 

��-�  /�\7 
� �JW r	�*� �	-�	�*@ !� � ()* ��*#� c��%. �. ��� �:6�7 ���- 	
 ),��#�
)���+ ���W . �	�*  S	9� &�#,7 �
NAMES !�.#* t��>�%� ��
 �#�%. 	
 )��#� :  

read@ranges@NAMES 

[1]"XRCC1" 

1?� ���
 !%��%. K
	�  S	P ��� 	
.��. .#�� ��� r	�*� �	-�	�* ���� . �	�  S	9� &�#,7 �

 K
	� 
� (.	H�%� 	
 !��#�names() !� ���W c��%. �. ���.��+:  

names(read) 

[1]"XRCC1" 
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 r	�*� E	W�� !-	+S3/S4 !�)�#* ��)J� r	�*� 
� ��:�. ��#�� �
 U	��;�"� ),��#� . U_#�$� !��
&	��� ����- �	' ���/"�� ��bA . ��*#� ���
  S	9� &�#,7 �
��*	 r!��T��1  S�)� �� ��<�
!�  �"�. �� ���.#�� ��)J� (.�. ]#I�	I �� �
 ���� �)�
� &�#� :  

read.df <-as.data.frame(read) 

read.df 

seqnames start end width strand seqlenghts 

XRCC1 19 44047464 44047499 36 + 59128983 

 ��)
!� �"�. �� ��� (.�. ]#I�	I �� 5�	:�  [���� !�#�$� ��"� V��k 
� )��#�
write.table() .#* �	T�� .&#�% �- �
 !%��%. ���
 (.�. ]#I�	I!� 	- �:6�7 
� &�#�@ 

.#�� (.	H�%� .(.�. ]#I�	I �. �' M��#8 �� �	,?A  S	9� &�#,7 �
 �	-read.df  ()* (��8^
!� ��  /%� �
 &�#���HF �. ��
 E�#F�  M�	��()-	�� .�' :  

read.df$width 

[1]36 

!� �
	�� �#k �

	� 	
 &�#�!��#� �	� �
  ��
 K.#�� �)�A !%��%. h#n8 ��� ()* (��8^ �	-:  

rownames(): 

rownames(read.df) 

[1]"XRCC1" 

7 -4 /�(0� 1234
��� � 
� �� 
�R  

&@ U_#�$�/*#��� � 	- E�#F �
 	-�,��.!��#� �	-2 ) r	�*� ��<�!��T�� ( �.R                                     =��$�
!�)�.�+ .&@ ���
/*#��� � 	-!+L�� 	-)���. !
#8 !�	J%	�� �	- : � (.�' S	u*� �� !�' �	|�
!�1���#:�� 	
 �� 	?�� &�#�.#�� /���)� K��% �	- .��"
H�%� .�#� �#<,� ��)
 �' !�	- ���W (.	
!�  )���+IRanges  �GenomicRanges ),�"- .  

Rsamtools ��"
 .��6�7 �' /%� ��samtools  �. ��R !� 1-���.
	% . ���  S	9� &�#,7 �

!� ��"
	� &)��#8 ���
 )��#��� �	-BAM  �.R .#* ����+ �	' �
 . ��	�BAM  r!* �� �


 c\'!��T�� !� ��)J���6' ��	P �' .#*� M��#8 ��	� 
� �F	P .�H,� �	-BAM  )-�#8

                                                           
1- GRanges 
2- Sequence range 
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.#
 . ��	� �� &)��#8 ���
BAM  �.R !�   K
	� 
� &�#�readGappedAlignments() 
.#�� (.	H�%� .S	9� &�#,7 �
 :  

library(Rsamtools) 

h1b <-readBamGappedAlignments("hESC1_chr18.bam") 

 r!*h1b =�.��- !��#� ��	P ()*�  ��	� �� 
� �F	PBAM /%� . ���
 �)�6' E	7\k�
 M��#8 �-&	�� M��#8 
	
 /H� /�$W#� � (��T�
  ��
#���' ��	*/%� �#�@ �. ()* !
	� . 	


!� /f���A �. r!* �	� &.�' g�	� �. �� �#
�� r!* �	?��� � �)�
� 
� (	�#' �"
 �� &�#�R  ���
��HF� .#�� �<P\� M�	��:  

h1b 

GappedAlignments with 836162 alignments and 0 

metadatacolumns: 
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�,��. r	�*�  ���� E�#F �. �. �' �X�� ��<� �� c\'!� �T��!� ()�. .#* !� 	
 ),��#�
�7#�T���
 S#�$� ��"� 
� (.	H�%��*��' �%#� r	�*� �),
	-  �7#�T���
)�#* �),
 . &�#,7 �


  S	9�10 �� /">� &@ !���HF �. ��
 �#�%. 	
 &�#�� .#�� ()-	�� M�	��:  

h1b[1:10,] 

!�  �
	�� �#k �
&@ &�#�(��T�
 ��� �;� �' �� !�	-�  t����%�  )���. ���W 1�;�"�.�':  

h1b[strand(h1b) = =" + ",] 

!��#� U\JW �+� =�.��- �	-()*�  ��	� 
� �F	PBAM                                         .#� �,��. �
 !,�J� r!* �� �.
()*!�  )��M��#8 .�)$� !�	%� �
 &�#�.#�� 5�	�* �� &@ �- ���
 	- ./*#��� ���
 	-&���)�	� 

��"
 [�	W �. � (.	�� E�#F �
 S)� �	-R ),�"- c��%. �. . 
� �F	P /*#���  S	9� &�#,7 �

 �J�%�hg19  ���% 
� �' !�	"�� �#�@Genome  (	:�	AUCSC ��"
 �.  /%� ()* ����+� 

TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene  
�Bioconductor /%� c��%. �. .&@ 	-
!� ���,��. E�#F �
 &�#� )�)� r!* �� [�	W �. � ��"
 ��� 
� !�	-txdb .#�� t��>�%� :  

library(TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene) 

txdb<-transcriptsBy(TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene, 

"gene") 

&@ �	� �
!� 	-&��+� &�#�!��#�  	-/*#��� 	� �+��� �	- ��� �� &	"�� .��6�7 	
 �	-
 t��>�%�.�' .!�  ),*	
 ()* t��>�%� �<� .�#� !�#�@ E	J�'�� U\JW �+�M��#8 .�)$� &�#� 	-) 	�

�,��.�	-&	* ( !�#�@ E	J�'�� 	
 �')�,��. 	��	-&	* (.#�� 5�	�* ��  )���. !�	*#f�- . K
	�
countOverlaps() !� &	�� �� 5�	�* ��� E	����)-. :  

hits <- countOverlaps(h1b, txdb) 

ol<-countOverlaps(txdb, h1b[hits==1]) 

 ���">������countOverlaps() M��#8 	
 �� !�� �	-(�	�*� ���� /�\7                                         ���b+
!�)�	�� .M��#8 	
 �	-&	�� !�� &@ �� 	
 	?,� �� /�\7M��#8 � ()* !
	� ��� 	
 �' !�	-
&@&	�� 	-()* !
	� ����. !k �.  )�������  K
	�countOverlaps() &	��!� !
	�)�.�+ .

 r!*ol ��.�
 �� �F	P �	� &� �. �' /%� ()* ���b:�	� �.)7�Z>�� &	�- 	-�	-                                 
Entrez Gene (�	�* � (.#
5�	�* ��� 	-M��#8 �	-}&@ 	
 �' !�	- �	� !�	*#f�- ()* ���b+

 )���. !�),*	
 .  
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!� ()* !��$� K
�#� 
� (.	H�%� 	
.�)$� �' .#�� .	T�� �� !$
	� &�#� ��	� �	-BAM   )��#>
 ��
M��#8 .�)$�&	�� �	- �G��� 5�	�* S�)� �� � )�	�� 5�	�* �� &@ �- 	
 ()* !
	�),' . U	�$�Jk

!� ��7 !�%�. �
 !�	�
 	?,� K
	� ���)�	�� &	�� �' 
� �' �#�@ �J�%� 
� �>"� &	�- 	
 !
	�
(@��A� Bioconductor .��+ �	T��  /%� c��%. �. ."�#�)Y'/%� ��
 v�* �
 K
	� ��� ���
 !:  

generateCountTable <- function( 

files, 

transcripts="TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene", 

overlapto="gene") { 

require(transcripts, character.only=TRUE) 

require(GenomicRanges) 

require(Rsamtools) 

txdb<-transcriptsBy(get(transcripts, 

envir=.GlobalEnv), 

overlapto) 

l<- vector("list", length(files)) 

for(i in 1:length(files)) { 

alns <- readGappedAlignments(files[i]) 

strand(alns) <- "*" 

hits <- countOverlaps(alns,txdb) 

l[[i]] <- countOverlaps(txdb, alns[hits==1]) 

names(l) <- gsub("\\.bam", "", files) 

} 

ct<-as.data.frame(l) 

ct 

} 

 K
	�generateCountTable() !� �	' ��
 E�#F �
),' . �
 �� S	$� ��#�'���. /">�
��	� ��	P �' ��#�'���. &	�- �	-BAM  �#�%. 
� (.	H�%� 	
 �� K
	� ef% � )�-. ���u� (.#


 ��
���� )��	��:  

counttable<-generateCountTable(dir(pattern=".bam")) 

�T���� )*	
 ��
 S�)� �
	�� 5�	�* S�)� �� !�"�	
 �	':  

head(counttable) 
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!� �� �F	P 5�	�* S�)� ef% s���� )$
 �Z� �. �' ����
 �	-���	�� ���
 &�#�                                        
!�.�. ���W (.	H�%� .�#�  )�.�+ .  

7 -5  /�(0��2'
 �� 
�R  

�#�@~,���%�#�	
 r	�*� �%#� 	-1 !� =��$�)�#* .M����� !�	"�� �#�@ �J�%� �	-17  	�19 
(@��A 
� (.	�� E�#F �
� Bioconductor /%� c��%. �. .��"
 �. �#�@ ��� !6$� M������ 

BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19 /%� ()* �G��� . r!* ��),I ��	P �#�@ ���
 ~,���%�#�	
)��
#���' �- ��
� �
 r!* �� (!� ���� E�#F �. � (.#
 r	�*� E�#F �
 )��#�

.#* t��>�%� ��	+�)� .  

library(BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19) 

chr18 <-(BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19[["chr18"]]) 

 [�	� �	-.�
�	' 
� !��(.�.&	��  !�#�@ �	-M��#8 .)T� !
	�/%� 	- .&	�� �. !
	�R 
!����#�)  �%#� ��	' �#k �
 K
�#�&	��]	�.��+ E�#F !��	8 �	- .�. ),���� ��� !�� .#8 R 
�
	W /%� ���� .(#�� ��
 S	9�� &	�� .��6�7 �. !
	�R !� &	�� ��)-. .�' /%� �
_ /">� 

M��#8!��#� E�#F �
 	- �. !�	-R )�#* ()��#8 . K
	� �
 !�	-�����	A l�Z>� 	
 �	' ���
readBamGappedAlignments() !� E�#F.��+:  

p2 <-ScanBamParam(what=c("rname", "strand", "pos", 

"qwidth", "seq")) 

h1b<-readBamGappedAlignments("hESC1_chr18.bam", 

param=p2) 

!��#� �' /%� �
_ ef% r!* �� �
 	-DNAStringSet )�#* ��)J� . 	
 � !�	%� �
 �	' ���
&#�% t��>�%�(.�.��� �	-2  r!* 
�h1b !��#� t��>�%� ef% � �	-DNA !� E�#F &� 
�.��+ .
M�A E�#F �
!��#�  ��� �	-DNA !� (��8^ [%	,� /��� �� �.)�#* . 	?,� �' .#* ���

 S	9� ��� ���
 M��#8 ���- ),I!� ���W (.	H�%� .�#�)���+ :  

seqs<-mcols(h1b)$seq 

seqs2<-seqs[100:1100,] 

                                                           
1- Biostring 
2- Metadata 
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!� ef%&	�� &�#� K
	� 
� (.	H�%� 	
 �� !
	�matchPDict() .#�� ����:  

mpd<-matchPDict(seqs2, chr18) 

M�A �#k �
&	��  �����#+ �
 !
	�!� �	T�� ��(
	�� �' .#*�  	� V
	n� �)7 ��- .#��
=�.��- �. !�),��.#�� (.�. ()* /H� �	- .M��#8 U\JW �+�&	�� 	-()* !
	�!�  )�� .�)$� &�#�

M��#8&	�� �	-&@ �. �' ()* !
	�!� KW�� �#6$� �	-  )�#*.#�� 5�	�* �� . �. 5�	�* S#F�
/%� ����+ ���W !%��
 .�#� a#� .M��#8 /�	��. !�� �	-&	��                                  /��� �� �. ()* !
	�
/%� ���� ),I ��6�"�  [%	,� .M��#8 ��	P r!* �)�
�&	�� �	- �� �
 ()* !
	�

CompressedIRangesList  r!* �� �
 ef% � ()* ��)J�!� �T��!� ��)J�..�+ . �. �-
 K
	� 
� (.	H�%� 	
 ��)J�as() !� E�#F.��+ . r!*!� �T�� r!* ��� 
� !�	?� ���	�� �
	W                                     

!� �T��!� ��8	% /W#�.#* .�8�I� /%� ()* s���� ��
 �. ��)J� ��	' :  

mpd2<-as(mpd, "CompressedIRangesList") 

mpd3<-as(RangedData(mpd2), "GRanges") 

gr<-GRanges(seqnames=Rle(rep("chr18", length(mpd3))), 

ranges=mpd3@ranges, 

strand=strand(mpd3), 

seqinfo = Seqinfo("chr18", 78077248) 

) 

!�  ),*	
 [%	,� /��� �. r	�*� �JW 
� �+�M��#8 .�)$� &�#�&	�� �	-&@ �. ()* !
	� �	-
.#�� 5�	�* �� �#6$�:  

txdb_chr18<-keepSeqlevels(txdb, "chr18") 

hits <- countOverlaps(gr, txdb_chr18) 

ol<-countOverlaps(txdb, gr[hits==1]) 

�T��� �.� M��#8 ����. &@ �.  !�	?�&	�� �	- ),�"- ()* !
	�) 	
 !��178  � M��#8
 	
 ��:�.262 M��#8 .( U	7#�T�22930 &	�� 	?�� 	
 !�@ ��- �' )���. .#�� ��� &@ ()�� !
	�

/%�:  

table(ol) 

ol 

0178262 

22930 1 1 
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7 -6 /�(0� SNP  
� ��R  
Bioconductor ��"
� SNPlocs  ��/%� (.�. �G��� &	"�� �#�@ ���
 .��"
�  /�$W#� !6$�

SNP M����� �
 !,�J�  ]	�' ��� 5�	:� &	�
 �. 137 (.�. (	:�	A� dbSNP  &�#,7 /�� � (.#

SNPlocs.Hsapiens.dbSNP.20120608 !� ()��	�.#* . K
	� 
� (.	H�%� 	
 ���� E�#F �.

injectSNPs() !�/�$W#� &�#� �	-SNP .#�� V���� �#�@ !��#� �. �� .!�  V���� 
� )$
 &�#�
 E	7\k�SNP &	�� !k �. ��/��+ �<� �. �
	�� �	-.��6�7 ��	% � 	-�:*�	' !
	� .                         V����

SNP #F !+.	% �
 �#�@ �. 	-!� E�.��+:  
library(SNPlocs.Hsapiens.dbSNP.20120608) 

library(BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19) 

genome <- injectSNPs(BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19, 

"SNPlocs.Hsapiens.dbSNP.20120608") 

 V���� 
� eASNP !� r!* �#�@  	-���	A ���	�� �- ���
 !�#�@ !��#� &�#,7 �
 )��#� !�%.
.#* KW�� (.	H�%� .�#� .  

7 -7 7�-
8 ��"���4
9 )
����: )�
&�  

(@��A� Bioconductor ��"
��*	P �	- 
� �.	�
 .�)$� ���
 ��	:�&���)�	�  �G��� S)�                                   
!�),' . �+� !��!����)�	� !� �	' 	?�� 	
 	�* �' �. (.	�� E�#F �
  )�,'(@��A� Bioconductor 

 
� !8�
 �. S	P ��7 �. !�� (.#J� c��%. �.�+���� !�#�@ �	-) U_#�$�UCSC  	�Ensembl (
!�  ),*	
 .#�#���"
 &�#���*	P �	-.#�� .	T�� 	?�� ���
 �� ��	:� .��*	P )�-�#>
 �+���	:� 	-

 ���
 ��&���)�	� �
 .#8 �<� .�#� !��  )�,' !�	%�
��Bioconductor  (.�)� �	T�� ���� 
#,-)*	
 
)�8�I� �
 ���
 !�	%�
��Bioconductor /%� �-	� M*(/%� 
	�� .�#� !?
	�� ),����   .  

��"
 �	-��*	P!�#�@ (��"+ ��	:�1 !� ����"
 
� (.	H�%� 	
 &�#�� AnnotationForge 
.#�� .	T�� .!� �' )�,' �����"
 �� )�-�#8� ��*	P(��"+ ��	:��  	'	f�� ���
 )�)� !�#�@

�' )��	�� .	T��  /%� !'�Y' ]�b� &�#�P �� .��#+ ��� !�67 �	� ��"��. ),�
	�� �#<,� ��)
 
)Vicugna pacos ( �ID  !�#�@ E	7\k� (	:�	A �. &�NCBI )��"- . K
	� 
� ��� �	' �	T�� ���


makeOrgPackageFromNCBI() !� (.	H�%�.#* :  

library(AnnotationForge) 

makeOrgPackageFromNCBI(version = "0.1", 

author = "JarnoTuimala < name@server > ", 

maintainer = "JarnoTuimala < name@server > ", 

                                                           
1- Genome-wide 
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outputDir = "C:/Users/JarnoTuimala/Desktop/ 

alpaca", 

tax_id = "30538", 

genus = "Vicugna", 

species = "pacos") 

��"
 �� K
	� ���� ��*	P��	:�  &	-�
 �%#� ���	� l�Z>� ��"� �.outputDir ) 	T,�� �.
 ��"� �.C:/users/JarnoTuimala/Desktop/alpaca (.#�� )-�#8 .	T�� .}�	��� 
� eA  ��8	%
!�  ��"
 K
	� ��' 	
 ���� &�#�install.packages()  ���R .#�� [Z� :  

install.packages(pkgs="C:\\Users\\Jarno Tuimala\\ 

Desktop\\alpaca\\org.Vpacos.eg.db", 

lib="C:\\Users\\ Jarno Tuimala\\ 

Documents\\R\\win-library\\3.0", 

type="source", repos=NULL) 

��"
 �+��  l�>���)�	� !�  )*	
 [%	,���"
 �� &�#��  	'	f�� ���
 ��	+�)� /*#���
 .	T��.�' .(.�. (	:�	A �. 
	�� .�#� E	7\k� �' !��)� �' /%� �
_ �#<,� ��)
� Genome  
�
NCBI !� (��8^ &� �.)*	
 c��%. �.  .#* .!� �� .#�#� S��)� �. &�#�R  K
	� ��' 	


supportedUCSCtables() /�	% �. �� S�)� V�W. �	� � (.#�� /%�?� UCSC  � 	

 ��'Table Browser /�	� . S�)� ��� �	�  	'	f�� ���
xenoRefGene /%� . 	
 � �
	�� �#k �

 ��'Table Browser (.�. (	:�	A �. �� 	'	f�� �#�@ �	� )�	
� UCSC /�	� . ��� �#
�� �#�@ �	�

vicPac2 /%� .  
�	� ���	� 
� )$
!�  �#�@ � S�)� s��F �	- K
	� 
� (.	H�%� 	
 &�#�

makeTranscriptDbFromUCSC() ��"
 
�� GenomicFeatures !�  r!* �� &�#� 
transcriptDb .#�� .	T�� :  

txdb <- makeTranscriptDbFromUCSC(genome="vicPac2", 

tablename="xenoRefGene") 

 r!* ��' 	
transcriptDb !�  ��
 �#�%. 
� (.	H�%� 	
 �� &�#� �J�%� �� ��"
 �.�':  

makeTxDbPackage(txdb, 

version="0.1", 

maintainer="JarnoTuimala < name@server > ", 

author="JarnoTuimala < name@server > ", 

destDir="C:/Users/Jarno Tuimala/Desktop/alpaca", 

license="Artistic-2.0") 
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 &	-�
 �%#� ()* (.�. l�Z>� ��#�'���. ��"� �' .#* ��#�destDir )*	
 .#�#� )�	
 .
.#* .	T�� �#
�� ��"� �. ��#�'���. ��� �)�
� �' /%� �
_ ����
	,
 .  

 
� )�-�#>
 �' !��#F �. � �	' ��� �	� �
Ensembl ��"
 /8	% ���
� ��*	P ��	:�
 )�,' (.	H�%� /*#���)�� ����� &�)
 �6P���  r!* /8	% ���
 !�	R�txdb(!�   
� )���#�

 ��
 �#�%.)���:
 (�?
:  

makeTxDbPackageFromBiomart( 

version="0.1", 

maintainer="Jarno Tuimala < name@server > ", 

author="Jarno Tuimala < name@server > ", 

destDir="C:/Users/Jarno Tuimala/Desktop/alpaca2", 

license="Artistic-2.0", 

biomart="ensembl", 

dataset="vpacos_gene_ensembl", 

transcript_ids=NULL, 

circ_seqs=DEFAULT_CIRC_SEQS, 

miRBaseBuild=NA) 

��"
� !� �� �F	P��"
 �
  )�.�+ s���� a#� �. �' �X�� �
	�� &�#��  l�>���)�	�  .�#�
.#�� [Z� �<� .  

��"
 �
 (�\7�  l�>���)�	� ��"
 �� !� K
�#� ��� 
� (.	H�%� 	
  /*#�����"
 �� &�#�� 
��"
 
� ��� !�#�@ )�)�� ��� ������BSgenome  .	T��.�' .��"
 /8	% �	-SNP  !')��

/>%��"
 ��	% 
� ����"
 ��^ �. 	-���
� �)�#� !�� (.#
 	-� SNPlocs /f���%� ��	P �	-
 �' /%� e'#,��!���"
 .	T�� /?� �� 	?�� &�#�� SNP  ��	% � &	"�� ���
&���)�	� .�. ���u� .

��"
 ���()�� s���� 	T,�� �. E	���� 	
 	-)�� .��"
 ��	% 	
 �"�	;� �. ���
��*	P �	-  ��	:�
),�
	�� ���' �
!� !�	%�
��)�#* .��"
 ��� ��,X�-S#�$� 	
 �"�	;� �. 	-  S)� &���)�	� ����

�),�"- &.�' �	' ���
 !�	R� E����u� ),�
	� .  

7 -8 �+<-  

R �7#�T� ��	P� !� �' /%� E�),�"� 
� !
#8 �8�. �. ),��#�R  �
 � ��\�� E�#F �
 	�
)���+ ���W c��%. �. �
�	' )�)P\F ["P .Bioconductor ��	�	% 
�� OOP  �
 h#
��S4  �


!� (.	H�%� (.��"+ U	�J"� E�#F �' ),'!�	:�	
 �9'� 	
 .	|� �. ��� ����	- CRAN /%� .
Bioconductor (.	�A �
 (�\7�
	%��*	P =6�>� ��#�� 
� !$�%� �7#�T�  K
�#� �	-��	:� 	-
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 ���
!� �G��� ��� �� S)� &���)�	� 
� �.	�
 .�)$�)-. .��"
 �+���*	P �	- ��)�	� �� ���
 ��	:�
(@��A 
�� Bioconductor !�  )*	J� c��%. �.��"
 ��,I &�#�.#�� .	T�� �� �� .  

=�
>�  
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8-1 �����  

���� ���	
�� ��
���1 )DE( �� ������� ���� ��)������ 	��� �����  �!�"	# $���� 	��� �� ��
���%� ���� (��&" �' (" �����)�  ��*
� +��,�	% �' +��' +��(��&� ���&
� ��) -��	� 	�� .�

���� /0
�� '�	�� 	��	� �' ��&�� '�	�� /1��� 	��	� �' ���' �� ,1� ����' 	��� �
2�.34
5� +�� � 
���6# 34
5� �7�	� (�� ����1��� .�49�� (6��� 0:��&� ���� 0� .� �;
2� �� �
� /1���

���. <� �' �� <� +�� ���� ���	
�� ��
��� =>�&)� �� ?�@�� '��)� (
!
��&�                                       �' (" (��%
A5� (�7B� +1)� +����''	%��  �9BC�  ���� ���% /�� D'�!# 34
5� +��'�� .( ��1� E��

	�F
� <# G�� <� ��
��� E�� (" ����)�+2 ��� .�49 �	�.,' ���� ��� E6&� (6��� 0:� ���� ��
.�1�� ��,(��&� '�1)# =>�&)� �
� /1��� +	�%��� 	
&" ���2� �
2�. +�� . '�1)# /	I�'  ��!9 (�

D�J��� K!� $�L�� E�� � ���  �!�"	# '�1)# .� 	
&" ���2� �� +���� D1� <� G.�	� (" '��
(�4" ���� ("+ ��(9�&@� <�  ��M (� ��+ �6N� /1��� �4O"''	% 	# .G�� '�)�� A��" +��

(*
�� ��
��� 	��� +	�F
� 1�P�4M� +��3 )PCA) (1 ((��@# ��+ �*���� R�	#��4 )NMF) (2 (
��A��&� '�@�� +�	� 1����#0" +�������	T '�)�� ���� +��1��� (
�	% ��" (� .G�� E�� .� �U	� ��

(9�&@�  ��M�VU+ ,'�'�*� +.����V� +�	� K4:� E��	���� � ,'	" W*7 �� ���" +�� � ,'�� 1
(47	� ����9 (� ���  ���� ���%+ A�T
��� �' G.�'	T��� (
�	% ��" (� �1��� .  

 ��
���DE ,'�'�
��# +�� ����RNA ,'�' �� �' ("G��&� K
�� �' ,1� ,1��N� +�� +��
(��&� 1���	� <� .� (
22%�� ��' (� +	�% ��
��� �� /1���DE ,'�','�' �� �' (" (������� +�� ��

,.�1�� ����+	�%���  ��*
� /1�
2� �����4� D��I�� <� .� (
���T +�� . E�� .� (!�X <�
�
��# ��P (" ��� �� $�L�� ����RNA (��&� 1���	� <� (��&� .� �V5N� 0@7 �Y
 /��� +	�%

)(&� �O" '�1)#+ A���U�
��# ,�I
�' .� �M�7 +������ (��� (" '��' '�X����' �)��� +�� �
�
��# (��5��
" 1��� ����1���� (
��' 0Z� �� �' .������ (" ����)� ��1� E�� />�� ���� �� +��

(��5��
" .� �%��� 0@7 K4:�+ �
��#�
��#  �N���.� �' � ,'�' ��6N# �� ���� /[&9 0" ����                                  
                                                           
1- Differential Expression Analysis (DE) 
2- Univariate 
3- Principal Component Analysis (PCA) 
4- Nonnegative Matrix Factorization (NMF) 
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�� (��&� �' 	%� �
7 /	
&" ���� �� +���&� /1���� (
��' ��\7,'�' �' 1����# A��&� ���Z� +��
1��� ,'�' .(������� /���;� �' �
��49 ����'�1]� E
��' 0:� �
�'�1]� E��P �� /	I�' +��

1�
2�� (X��� . /	I�' ^	C .��
��# K
�X �%_�� <� ����RNA �� (" ��� E�� (��5��
" <� ���#
 +�	� ��,�;
�� '�!Z�+ �������
��# =�'1@� /	
N�� ���� �� +��'�&� ���� .  

8-2 
����  
�!��"# ����� !$ 
"�%"#  
�!��"#  

(�]
 $�L�� (� +�»��	6# «1��" 	6� ���� ���	
�� ��
��� (� �� �'	" <&" �I��IP � . ��	6#
�� +�F
 	�� .�1��� (
��' ��)� E�1�P 1���# .� ���  ��!9 �@��� �' 	�� '��� +��)� �
�. : A��
,.�1�� ��� <� .�	�� '��� ��&" �'	" +	�% . �' �� ���� c
5� ���� 1����5� 	%� /D�J� ����9 (�

,.�1�� ("	� RI� .� (��&� <� �Z�# � ,'	" +	�%mRNA ,1: <� .� ,1� d�	5
��+  <� � �����
 .� (��&�mRNA  e�2]� ��	6# 1��� A���.� E�� /1��" (2��;� 0� �� �� $�5� .� ,1� d�	5
��

��''	% .  
 -��# (" K���� �N���.� f	C <� �4M� E"� (� .� �6� ��	6#Fisher )1935 ( 3�	)#

1�'	%1���� / ..� 1�#��!9 ��"�� E�� :i�4� � ��	6# /�'	" ��'�V#+1�� . E�� .� [��' 3�	)# <�
�# �' 0���*��
� ����RNA �� ��(
�;� �' ���#+ Auer  �Doerge  ����)3 .(()
�j�+  (
�;� E��

 A���.� �7�	C (� ?�1�� .� A�T=�;�&9 �� (�M�#''	% .  
,�	% �U�' � E�� $��# '���	� (" ��� �� ��	6# .� ^1����.� �' D�J� ����9 (� (" �� +��

��6�� /1���' ��&�� (�L	�''	% 	�YT . ��	6#                             � A@�� <��6# $��# '���	� +�	� �6��6#
,.�1�� +	�%)�
��# 	��� ����RNA (�� (
�	% ��" (�'�� . �' $��# E
��� +�	� �
2�. ��	6# .�

�� (
�	% ,	Z� �
2�. ,�	% <� �U�''�� .,'�� ���� (� �� ���� �' ,1� ,1��N� 	��F# <� /	#
 �� ,�	% �' E���� ����. �Z�#��)� ���#,�	% E��  ��*# (" '�&� �;4# ��' $��# �� (2��;� �' /��

,.�1�� E
�	% 	�� �' �� /,�	% �U�'+ 1��� k��� /(��&� .  
�
��# 	��� /��� +����	6# .� �*4
5� $���� ,�I
�' <� 34
5� <��P �' �' (��5��
" <� ����

�
��#G�� �� e��,'��� +�� 34
5� +.��(��&� <� +�� (��5��
"+ RNA �� /,1� d�	5
�� 1���#
1��� (
��' '�X� . d�	5
�� =>�&)�RNA  +����	6# �' �
� ,'�� (��N� �6��6# +����	6# �'

���  ��*
� �
2�. . (" 1���' '�X� ��� +'���� E��l&� �Z�� ���
� (" �)���� .� ����	6# 	%� �
7
�� ,1� (
�	% /'�&� �;4#  ��*
� ���� �
5� (� 0� .�� /1��1���� �
2�. ��	6# �� �Z�� ���# . (�

�� D�J� ����9�N" (� ���# 34
5� +��,'�+�� EI&� �
�4�1  ��26� �6�
�� 	�� .� ("

                                                           
1- Homogeneous 
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 ,���� /1�
2�'	" .,��� 	� 1�"�# +�X (� (" ��� E�� '��' ��&�� (" (l�� '���� E�� �' � ��
(2��;� <� (6��� (� / �&4"+ A�	T (P (� �)���  ��M (� ���� ���	
���� m��T ���� /1�'

'�� ,1�N�1�� .  
�%_�� (� 	�� E�� n'�� (
�	% 	�� �' �
2��� ��	6# '�1)# (P+�� '��' �I
2� A���.� .

(��&� �
2�. ��I&�+���� ���# e�4j� oj� � A���.� ^1� /34
5� +��1  +����	6# '�1)# 	�
�� 	�p�# .��� '����Y%1�� .�� �&��
��# +�	� ���# (!��]� ����� <� .� 1����# ����RNA  	��� /

Scotty )http://euler.bc.edu/marthlab/scotty/scotty.php ( ,'�*
�� ����	6# '�1)# E��)# �ZX
1���&� .  

�
��#  ���6�� � ������� 	J"��� (�M�# �� 1���' .��� ���� ��ZP �� (� .� ���17 (" 1��" (� ��	6#
�� '��� (2��;� �' (" ���	% 	� +�.�'�� ,'�*
�� /1��� . ���2� ��	6# �' /'���� ���&# �' =�!�	;#

�� e�2]� 0"''	% .U E�� ��	6# (� .� ,'�*
�� �'j(�Z# �' (��&� <� ���17 (" '��' '�X� 	+ 
�
��# �� (��5��
",�	% .� �6� �' (@�
� �' � ,1�'	% '�'	� ����1��� '�X�� ��	6# �' �Z�# �� .  

(��&� .� �U	� � ��U .� (" ����.'��� ���
q�	62��	#  �)
�j� +�	� ��2�� �
��� +��–1���2 
�� ,'�*
���� 	�� (� /'��'�� ,1�' '�	�� E�� �ZX�# ���� $��# (" 1�� . ,_�� ��C (��'                  

���� +�	� /,1�l�T +��,1��N�+ �'  ��*# '��� E�� ������  (" ��� ?.> /��1��� � ���2� '�1)#
'��.+  ��	6#)��	6# ������ �� ��1M 1��� (�� (
�	% ��" (��1 . +�	�,'� +��(��&� �� �
�4� +��

���� .� �M�7��� ?.> ��	6# �"1�� '�1)# /���&
� +�� .  

8-3 '��(#)$�$ !$  !
��  
�
��(#  
� 
�
�RNA 

��&� �' (" (��%PCR �� ,1�' ��� �&"D�4� E�� �' �� <� ����� f�j� /'�� 34
5� +��
�� +�	�T �&
���I
 D��	� r�.�# .� 1�")�� ���� r�.�# �� '��� E�� (" '�� (X�# �' 34
5� +��

���  ��*
� D�4� <�) (4 .(D�4� .� ��)&X <� �' �� ����  �N���.� 	J"� /D�7 E�� �� ?�@�� ��
 ,1�r�.�# ����  ��*
� �"1�� ��� .  

�
��#  �N���.� �' ����RNA �� s	� ("�
��# (" '��(��5��
" .� ��'�V#  ��M (� ��+ 
�
��#(��&� ����,1� +	�%�� ���
�� /1��A���U G��&� (" '�������T r�.�# .� ?�U +��3  +�	�T
1�" .�� ���
�� ��' +�1� �� �
� <� 	%� �
7 (" '���
��# ����' ��26� -��	� �' (��5��
" ����

G��&� /''	%1��� ��' (�  ��*
� �"1�� �� .(��&� 1���	� .� (" �U�1# E�� � ,1� �M�7 +	�%
                                                           
1- Statistical power 
2- Case-control study 
3- Poisson distribution 
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GB# �U�1# =�7BjM�1 �� ,1����e��
X� /'�� �' �6��6# +����	6# E�� $��# K4:� � ,'�� 	�YT��
�
��# ����RNA �� ���� �� ���U (� ���#'�&� (�X�# ������T �U�1# $�� E . (" �
�� D�7 E�� ��
(��&� ���&
� �
2�. r���� .� ��)34
5� '�	�� 	��� (�� YU� /1�'	% r�.�# <� �� K4:� �Z�� E�� $��#

(4&X �'�*�� +�2 )���% r�.�#  ���� ���% -�����T3 �� ,1���� ���'�� (D1��� +1��''	% . �'
 <� r�.�# E�� r���,1�"�	T u�� �����T r�.�#4 )'��' +	#>�� R������ (" �����T r�.�# .� �9�� (

��� .(4&X �' r�.�# R������ �Y
 /1�
2� 	��	� 0� �� E�I���� � R������ �����T r�.�# �' ��P +�

�� �� �*������  ��M E�� (� ���# :σ
2  + (μ =

1
r
) μ2  . /(j��� E�� �'r  / �!J� o�]M '19 <�

 ,'��k��� ,���&� R������ (" ����)� ��1� ("��� E�I���� .� 	# .(
2� .� +'�1)# D�&)� +��
 	���DESeq )5 ( �edgeR )6 ((4&X �' r�.�# .�(��T ����9 (� �*�� +�+ D1�G��&� +.�� +��
�
��# ����RNA �� ,'�*
��1��" .  

,'�' D�7 E�� ���
��# G��&� +�� ����RNA  �#��M�VU ���	*M ?��# 	���5 ) .� �%��� A5�
G��&� �� 	�'�;�	*M +�� ((4&X�' r�.�# <� �� �Z�� G.�	� (" 1���'�5� �� �*�� +� 	#                 

�� 1�")7 .( ��� ,1� 	N
�� =�	�U� (" (
�;� <�)7 (�����	T (" ��� ,'	" D>1
�� E��P +��
�
��# G��&� ����RNA ,'����U <� .� ,'�*
�� ��+ ���&9r�.�# .� 	#,'����U (� ?���� (" ��+                       

�����T–+1���#6 �� /���D1� 1����#1��� +1�� .(
2� <� (
�;� E�� ��%1�2���+ ?	� +�����R 
 ����9 ��tweeDESeq ,'��T +�	� ���,'	" (z��� G�� E�� +.��1�� .  
(
2�+ ?	� +�����limma )8 ( (" �!� .�(������� ��
��� +�	��� (
�	% ��" (� �� .� /��� ,1�

,'�' /�25� � ,'	" ,'�*
�� +	I�' G�� ?�U G��&� +��) r��# .� ,'�*
�� ��voom ( 	�'�;� (� ��
�.� �� (
���T ,'�' -2� +���� e�P��P .� ,'�*
�� +�	� Rq� � ,'	" ��1!# -!#	� ����&C� +��

(������� +�	� ,1��� ?�1�� 	�'�;� E�� +�� ��1��&� .(
2�+ ?	� +�����DESeq2 )9 ( A��	�� <�
(� .� ,1� �����.��DESeq �� (" ,'����1!# 1���#1�' ?�@�� ��� �� �Z��N� +��  .  

G�� 	��� +	
����T�� +��SAMSeq )10 ( �NOISeq )11 ( r�.�# K
�� '��� �' �L	� }��
� 	�� �'�� =�]�X	# �
� (
�	I(!#� ���� +��!� 	� �� �����.� � ���� .� � ,'	" +1�� 	� ��
!� +��

��	Z� E��(!#� +���NI��X .� � ,'	" ,'�*
�� ,1� +1���2�
 ��'�V# +�� +�	� ����� +��
�� ��������� ,	Z� /1���' �#��*
� ���� (" ���� '	�%) D�1X8-1 .(  

                                                           
1- Shot noise 
2- Nagative binomial distribution 
3- Gamma-Poisson distribution 
4- Overdispersed 
5- Zero inflation 
6- Poison-Tweedie 
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?	� �����+�����  ?	� $�������  ��
��� G��   �]�L�#  
DESeq )5(  (
2�+ 

R/Bioconductor 

 G��&� 	� ��
!�
)(4&X�'�*�� +�(  

(���]��� �;4# ��" '��) �!J� ~	�
E���T -4:(  

DESeq2 )9(  (
2�+ 
R/Bioconductor  

G��&� 	� ��
!� 
)(4&X�'�*�� +�(  

 .� A�� �	�� ��%1�2���DESeq  (�M�#
,'	"1�� .(���]� (� �!2� +	
&" +��"

DESeq '��' .  
edgeR )6(  (
2�+ 

R/Bioconductor  
 G��&� 	� ��
!�

)(4&X�'�*�� +�(  
 .��
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��

��1�".  
tweeDESeq 

)7(  
(
2�+ 

R/Bioconductor  
 G��&� 	� ��
!�

),'����U+  r�.�#
1���#+(  

 .�DESeq/edgeR ���&9 �
� ,'�� 	#
 '��� ,'	
2%  ��M (� � ��� ,.�#

��� ,1N� r��� ���.� .  
Limma )8(  (
2�+ 

R/Bioconductor  
D1� +�� �jU +��

,'�'(
���T +��  
(������� ��
��� +�	� =����� ,'�' -2� ��

 (� � ,1� ,1� ���.� �)���  ��M
��� .A�T 1��.���A���U G.�'	T ��

��� (
���T 	�'�;� +�	� .  
SAMSeq 

)10) (samr(  
(
2�+ R +	
����T�� ���.�  (������� ���� ���	
�� ��
��� G�� .�+ 

SAM ��� (
��� [�!j# . +����	6# ��
�� ��" 	
Z� /	
N��1�".  

NOISeq )11(  (
2�+ 
R/Bioconductor  

+	
����T�� ���.�  ���  

Cuffdiff )18(   ���	� -U �����
R"���
  

 ���
&� A��"
?	��������.� � �� +��

G��&� 	� ��
!�  

��?	����� 1���#�� � �� ���� �� +��
 '	�I� ��  ��*
�),'�*
�� E��l&�+ 

 .� ���	
��TSS A��	�T ��;� �.(  
BitSeq )21(   ���	� -U �����

(
2� � R"���
+ 
R 

 ���
&� A��"
?	����� <� �' ��

+��� e�P��P  

��?	����� 1���# ��  ��*
� ���� �� +��
'	�I� . ���� +��'���	� E��l&�) � ��

?	����� (�� (!��]� ��1��&�.  
ebSeq )22(  (
2�+ 

R/Bioconductor  
 ���
&� A��"

?	����� <� �' ��
+��� e�P��P  

��?	����� 1���#  ��*
� ���� �� +�� ��
'	�I� .�� -��# (" 	�2� <� �' 1���#

 ���� '���	�RSEM  /��� ,1� $�	�
'�� (
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8-3-1 /�,�� 0��1�, +��2�*�� 3�4��� ! 5+��6 ���+����  

�� �	
�' �' �
2�. +����	6# '�1)#?	� e�5
�� 	� 1���#'��YI� 	�p�# ���� ���	
�� ��
��� ����� .
 +����	6# '�1)# 	%� 1��� 0" �
2�.)5  �#10  �%_�� (� (
2� /,�	% 	� +�.� (� �
2�. ��	6#

(9�&@�+ ,'�'��(G�� .� (" ��� 	
Z� / +���� r�.�# K
�� '��� �' �L	� }�� (" +	
����T�� +��
,'�'�&� 	�� �' ,1� ,1��N� +��'�&� ,'�*
�� /1�	�% .G�� =>�&)� '���� +�	� +	
����T�� +��

D��1
� 	#1���'��U	� �&" ���# .� /0" �4�U �
2�. +����	6# �� . .� ,'�*
�� +'���� E��P �'
G��)� r�.�# K
�� (" +	
����T +���,'�' +��!� 	� �� ���� 	�� �' ��	@# +�� 1�	�%)��&� (��%

(
2� 	��� /1� ,���� ��� u�� �' (" +��DESeq  �edgeR (4&X �' r�.�# .� (" ,'�*
�� �*�� +�
�� �� 1��"tweeDESeq ,'����U .� ("+ �����T r�.�#-�� ,	Z� +1���#	�%'( 	�� (� 	
Z� /                                          
��1�� .G���%�� ��N� ��� 	�U� +�� +'���� E��P �' (" 1��'limma �� ��" ���U (�1�" .  

8-4 +
��� �
, 

,'�' =>�&)��
��# +�� ����RNA D��	� /���� ���	
�� ��
��� E�7 �' �� �!��� +.��1�'	% .
(
2� 	J"�?	� +��G��&� ��
���U �Z�# +�����D��	� � ,'�� ?�U +�� �4U�'  ��M (� �� +.��
�� ?�@��1��' .D��	� ��>'.� 1�#��!9 +.�� :  

• ��6��(��&� E��  �2��;� E
U�� 	�YT��  
• ��6���  �2��;� E
U�� 	�YT�� E���  
• s	� �� [��j� ���� oj� r�.�# '�@��G�� �' ,1� (
�	% ��" (� +��+���� +��  

(@��+  '��1��
��RPKM )���Z
�� �*X D'�)� ��G� :FPKM ( D�� �'2008  <� K
�� �' �
 1�'	% ��	)� (
�;�)12 ( ���� f�j�  �2��;� � <�(��&� E�� �' ����34
5� +  f�j� ��

 <� �' �� ����  ��*
���6�� �� (��&��� 	�YT'.�� .RPKM ) ��FPKM (                              ��!9 3*5�
Reads (Fragmennts) Per Kilobase per Milion (mapped) reads ) A���U '�1)#)()j� ( +�.� (�

 A���U ���4�� 	� �' .���4�" 	�)��6�,1� ����( (�&� � ,'��G� �� �� D�C �� 	���
� ?�U +��
�
��# [&9 � �������� o�]V# �� ����1�" .,�]� �'+  ,1�' $��# +�1� (@�� E�� '	���"                                       

��'�� . 34
5�  �)
�j� /D�J� ����9 (�� 	2" d	5� �' 34
5� 	�'�;� .)	��� : �O" '�1)#
A���U�I
�'.� �M�7 +���
��# ,A���U '�1)# /e����6� +�� /?�
q�	62��	# �� ?��� �� ,1� ����

A���U '�1)#��6� +�����%� �� ,1� ����?�4)� +�� (,'	" ,'�*
��1��.  D�C +�	� K�#	# E�&� (�
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 ������ �� ��� e�5
�� �� ������ D�C �O" E�;;]� .� �U	,'�&� 	p�� D�C .� ��� 	I�' �U	� �1 
)13 (��6� ���� D�C ������2 )14 ( ,'�*
��,'	"1�� .  

�49 (6��� 0:�R/FPKM D��1
� 0� .���(@�� E�	#+              .� �M�7 ���� +�	� ,'�*
�� '���
�
��# ����RNA (@�� �
� /����!��O� o�]V# +�	� ��� +	I�' +�� '���� �U	� �' E6&� +��

,1� '�Z�N�T1�� .TPM ) '�1)#���4�� 	� �' ������) (15 ( (� +'��. ���!�R/FPKM  (
��'
������ D�C r�.�# �
� ��)&X �' ��� �� ��RNA �� 	�� �''	�% .(
�;� ��%1�2��� E�� (" +�

,'�' '�Z�N�T �� (@��,'	" D>1
�� 1�� o�]V# E�� ��1� (" 1��) �' =BJ�R/FPKM ( ���. �' �
(2��;�+  (9�&@� �'RNA '�' 1���U ~�� �!��O� / ��*
� ������ D�C r�.�# �� .TMM                                   

)E�I����,1� A��	�T +��+  	�'�;�M ((9�&@� 34
5�  �!�"	# o�]V# +�	� ��� +��RNA  (�
% ��"	�� (
�'�� .(
�;� .� (" 	�. �L	� A���.�+ Robinson  �Oshlack �� �;�� E�� /'�� ,1�

�� o�	N# ��1�" :  

�� (" 1��" s	��
��# A���.� <� �' 1����U ��)&X �' ����RNA  ����9 �]#A  �B 
1���&� (2��;� 0� �� �� .�� s	� D�J� E�� �' �' (" �� 	� (" '��B �� ���� �' /'��A 

�� ���� ��26� ������ '�1)# �� ���'�� .�� s	� �
�(��&� (" '��+A +��7                  
(9�&@��� .� +��� E�� ��� ,'�� 	��	� 0� �� ���� � '�1)# 	�� .� (" ��� ���' ��                               
(9�&@�+ B ���� �&�1��� .�� �O" E��	����(��&� �' ,1� ���� +��+ A  �O" 	��	� �'                                     

����� +��(��&� �' ,1� �+ B  1�
�# (" ����)� ��1� E�� � ,'��RNA (��&� �'+ A  �'
 1�
�# 	��	�RNA (��&� �'+ B ��� . (��&� 	� (" '�� s	� Rq� ��26� [&9 ��                         

�
��#��� ,1� ���� . ,1� ���� (��&� �' 	� �' (" �� <� /���L� o�]V# (��%	� ��1�
��C (� /��� A���U '�1)# �3V� -��
�(��&� .� ��+ A ���' 1���U �� . (��&� E�� �' �	�.

A���U�� 	J"� +�� ���� ,1�N" ����' ��1��� .D��	� E��	����(��&� /o�]M +.��+ A  ��
���
"�� <� �� )�K�	L( 2 �� o�]V#1��&� .  

 <� ��*#  E�� 0Z�TMM  � ^	C <� .�TPM  �R/FPKM  	I�' ^	C .� (" ��� E�� �'
TMM D��	� G�� <�(
�' +.����� +� . <# +�� ,'�*
�� +�	� G�� E�� (" ����)� ��1� E��
(��&� (��&� .� ���	% +�� �
� ,1N� �7�	C��� ,'�*
�� ���� �� . �' 	��F# ��� 	� �' E��	����

(9�&@�+ (��&�D��	� .� �M�7 o�]V# +����
"�� /�� +.��TMM 1�'	% (!��]� =�'1@� �
2��� .
 �
�D��	�+.�� +��TPM  �R/FPKM (��&� 	��� 	�p�# �]# � ,'�� �)L�� (��&� 	� +�	� ��

                                                           
1- Effective length 
2- Mappable length 
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�&� r���1��� . (" ��� E�� 	I�'  ��*#TMM ��� D�C��&� 	�� �' �� ��'	�% . 	%� /D�7 E�� ��
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5� -��	� �' ������ <� �
� ,'	" (2��;� 	I�16� �� �� 34
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G��D��	� 34
5� +���
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8-5-1  ,� ���9�(�Cuffdiff  
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1�" ����.�� �� ������ � �� f�j� +�� ���� .E�� (���	� E�� ��%1�2���,'	" D>1
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������ ���
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(
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�� ��
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�&� ���� ?	����� <� .� A�� (" +'���� �' 	�� E�� (" 1��� �' �!��O� (� 	@�� /1��� ,1�
�� �� �O" oj� +�� ���� ���	
��  �!��]� ''	%),��I�+ 8 -2 .(  

 <� D�7 E�� ��()
�j�+ (2��;�?	� (� rX�� +� +�������DE �
��# �' ����RNA )19 ( ��N�
 ���� E�� �&9 �' (" ��� ,'�'Cuffdiff �&� 	
Z� ���
� (� 	@�� =����
�'�� . 	I�' ����Cuffdiff  

                                                           
1- Deconvolution 
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�+�D�� 8 -2 :*��!��� GE '(� *,H �+�= �; IJ( +� ��	� K�+L��� ����+!
�� ��+!
 '(� G� ')# ��
"��6 /��! �(+�� . ��6 G���: �N� +� O��4= *��!��� !� �� �; P�)G6�:� H�� RC .(���( ���� �,�(

T�� �=G�� GE ��6� �!�:� ���12� ��? ��)L ("�+�� . 5!+ !�GU(�V= ���� ���W=� 5+��6 +� ��
,� "B�+�U� �; IJ( : �"=@�JX��  ��!�:�)Y���& �)B� 5!+ Z�� +���2= ����!�:� �� �"6 ���� GE ��

G	�E ,� �<4�� *��!����= G���: �N� +� 0"B�1� ��; ���"��6 ( �"= !�DC+�[2�  ��!�:�) 5!+ Z�� +�
G	�E� Y���& �����2= �� �� �"6 �����= G���: �N� +� �!�:�"��6( )G6�:� H�� '(�+ .( �+�= +�

Y���& 0'(� �"6 ���� ��<� �B	��\ Y4� +� GE �]�� O��4= ^���6 !� +� *��!��� �� G� _���= ���A 

 !B '(� �"6 ���� ��<� .*��!��� Z���: �N� +� �� �; L̀E �W��! "
�� �		a�  b+�� G� ��
38

30
  �"6 �+!
��

X= Z�� �
! �"= !� �� +� +�"@�JX��  ! ��!�:��DC+�[2�  �� ����� ��!�:�1 )c	� ��BW= G� GE �		a� G��:
�="6�� ('(� �"6 �+!
�� .  

�X�	U (" ��� E���� G����#1 (
2� E�	#1�*� .� �6� +�	� +'��� ����9 (� � +.����V� +��
 ��
���R  ����9 �]#CummeRbund  '	�% ��	� ,'�*
�� '���)20( . ^BU	� /	I�' ^	C .�

DESeq  /edgeR  �limma (���	� /+ Cuffdiff f	C .�,1�l�T �N���.� +���&� ���!�
NT 	#1�" .
 (" ��� 	"� (� ?.> (���. E�� �'BitSeq )21 ( �ebSeq )22 ( �� K��)� � ����� �'Cuffdiff 

1�
2� i	
N� .  



��	� ������� �	
��
 185 

 1����5� 	%�Cuffdiff ,'�' +�� �� D�J� +���	X� ?	� E�� (" 1���1� 1��� /1��"���� ����� +��
 �*�'	&�SAM/BAM (���7 ���� (� +.��� � ,'	" D�!� +'��� ����9 (� �� �' ������ +��I�

 ��	�GTF (9�&@� 3�	)# +�	�'��1� /��	% 1����U ��	� ���	� '��� (" �����  �!�"	# .� +� .  
��
�' �' (���% .� �U	� .� �Z�# /	�. '1)
� +��Cuffdiff  ��� ,1� ,'�*
��)2 .( +�	�

,1��N�+ (�4"+ �� �����  ���
�'���	� �'	" '��� ��1� �� (���	� 1����# ���	X� 1��" .(���%                +
-o # �� �X�	U +��
"	��'�� c�V5���� +��7 =>�&)� (" 1�'�' � ,'�� +'��. +��   ��M

�  ��M (� ��
U�� E�� 	���" ���&#< (9�&@�+  �' ��
��� � +.����V� +�	� � �4O"
cummeRbund  �� '���''	% .(���%+ -p 4 �� c5N��� (" 1�" 	I��'	T ��ZP .� 1����U

1��" ,'�*
�� .(���%+ -L K2P	� .� �
�	Z� -��	� +�	� ,'�*
�� '��� +��) /	�� '��� D�J� �'
 $���� D�4�)hESC  �GM12892 (��� (
�	% ��	� ��!� (�� (z��� ��1�" .(���%+ --FDR  ~	�
(
��� -4: +�� ��
��� �'DE (���% � ,'	" (z��� ��+ -u �� c5N� ����� (" 1�"���U� .� 1

1��" ,'�*
�� �N���U1�P o�]V# .���	����� ���� +��!X� +'��� +��(���7 +�� +��I�GTF 
)'�� (X�# ?�� .� 1��� ���� E�� �' ("���� �' (" (l�� (��N� ��
��" �� ?�.���	" +�� +��

BAM/SAM '�� (
�	% ,	Z� /1� ,'�*
�� (���� ?�� .� �
�	Z� � +��BAM  (" ,�	% ��&� +�	�
,1��1X 	I�16� .� ���" -��#1�
2� /1�� .���� �'�' ��N� +�	� +��BAM  .� ,�	% 	� (� ���	�

 (4M�� 	
"���" <�)space (�� ,'�*
��'�� .���� ?�� E�� ���" '�X� ,1��' ��N� ��� ,�	% 	� �' ��
���� (" ��� ���� e�2]� ��	6# ����� +��1��� . (" '�� s	�$CUFFPATH  	�F
� <�

 ���	X� ���� (" ��� +��
"	��' 	�2� +��7 �j�]�Cuffdiff � r��� �� �' � ,1$GTFPATH 
 ���� <� +��7 (" ��� +	I�' +��
"	��' ���GTF ��1��� . (� 	�� '��� ��
�' /K�#	# E�1�

'�� 1���U 	�.  ��M:  
$CUFFPATH/cuffdiff -o chr18_hESC_vs_GM12892 -p 4 –L 
hESC,GM12892 --FDR 0.01 -u $GTFPATH/Homo_sapiens. 
GRCh37.59.chr-added.gtf hESC1_chr18.bam,hESC2_chr18. 
bam,hESC3_chr18.bam,hESC4_chr18.bam Gm12892_1_chr18. 
bam,Gm12892_2_chr18.bam,Gm12892_3_chr18.bam 

Pros  5Cons  !$Cuffdiff 
Pros 
•  ���� f�j�?	������� (!��]� �� ��1�".  
•  ��*# �� ����?	����� /���]� � A��	�T [C��� /���� ���.� �� �2����� .�:� +��1�".  
• ��� ��'��U	� ���U +.����V� ���!�
NT .�.  
Cons  
• f	C .��&� ���!�
NT ����
"�� +�� 1�")�� �Z�#1��&� (2��;� 0� �� �� ,�	% �' 1���#.(  



186  ���� �	
��
 ���� �����
��� ��� ����RNA 

1� 1����U (
�	% ,1�'�� (" 1��" �����'  �)j� D�C '��� �' ��1N� 1�P ��� E6&� . RT
 /��
�' E�� ?�&#� .��� 1����#����� �9BC� +��7 +�� � ��*#  ���� ������ +�	� (" +�1
�� �' +��

 /��� (
��� c�V5# �X�	U1����� . ����gene _ exp.diff ��� �� oj�  �9BC� +��7 .
 	�.  ��M (� �� ���1
�� <��
 (���1��� :  

  

�� ,1�' �X�	U E�� �' (" (l���2�� K
�X ��1�P /'�� . ���1
�� �� 1�P E�� �	�.)�� ��
�
� +��!� 	� ,���&� �gene_id �� K#	�1��� ( ?�.���	" +��18  	I�' ^	C .� � ,1N� r���

}�� ��P,'�' (��% ?�.���	" .� d��U +�18 ���� �' +��BAM  �@��� �' �Y
 /��� (
��1� '�X�
Cuffdiff  �
7�'  ��*#   ��!9 (@�
� �' � ,'	6� ���	� ��� �� ����NOTEST  0
*� ��
� �' ��

)status ( d�','�&� ��� .  
(�7B� ��+ 3�'�  ��!9 	U� ��
� �' �Z�� +�	� (" ����yes  d�',1�'	% �� ��� ���#

 (" �����'237  ?�.���	" +�� ��18 �� ����9 (� ���� +���' +��  ��*
�,1� ,1���U 1��) E��
�� E�� (" ����)� ��1���)�  ��M (� ����� ,�	% �' E�� �' ��,1� ����  ��*
� +��'1�� .( <�

�� E�� E
��� +�	� ,�� ��
�' .� ,'�*
�� ��awk ��� R"���
 �':  

awk’$14=="yes"’ gene_exp.diff|wc-l 

�� E��P �� 	���
� ��jU .� +'�1)#  ��!9 ���	U� ��
� �' (" ����yes  /��� ,1� d�'
,1� ,'�' A��&� 	�. �'1��:  

  

,1��' ��N� ���1
�� ��
� A�+ ID �� +�� /?�� � ���.���	"  �V
5� /D��1
� +��
K2P	�,�	% (� ���	� +��(��&� +1����� �� . 0
*� ��
� �@��� �')status (  ��!9 +��7OK 

 (" ����)� ��1� (" ���Cuffdiff ,'�'��)� ���.� <� +�	X� +�	� ���" +�� �� +�	� +��'
��� (
��' 	�� '��� .��
� +1)� +��)0Z� � 0
N� (#	# (� E�I���� +��7 K�FPKM  	� �'

 � ,�	%hESC  ��GM12892 ��� .0
���I
 ��1;� 0�' ��
� +��!� �' �' +�	�  E�� 1
�� 	��F#
 E�I����FPKM  +��,�	%,�	% E�� .� �6� �' ����� E�I���� D�J� E�� �' ��P � ,'�� �� �� 	��	� ��

 �� �@��� �' ��� 1
�� 	��F# 0
���I
 �Y
 /��� ,'�� 	*M ���Z�)inf (��� ,1� . +��7 0�'.�� ��
�
��� +���� �2# <� 	�'�;� .  ��!9 ����� D�J� �' ��
� E�� �'nan )3*5� ,1�                                      +
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not a number (�� �� (" ��� ,1� d�'��� -!#	� 1
�� 	��F# 0
���I
 ��1;� �1� ���Z� . ��
�
 ��1;� 0�'.��'p  ��1;� ��� 0�'��� ��
� � ,'�' ��N� �� ,1� '���	�q  ,1� '���	�) ��1;�p 

(��%1�P  �2��;� +�	� ,1� o�]V# (�� ��N� ��1�' .��
� =>�&)� ��1;� +��q  0
���I
 � �'
 +��!�	� �'+� 0Z� /1
�� 	��F#K
�X � E�	#��
� E�	#1�
2� �� .  

 ���� E��l&�isoform_exp.diff  +��7C���� ?	����� oj� '��� �' (��N�  �9B .
?	����� '�1)# �@��� �' ���� +���' +��  ��*
� �� 	��	�238  	�'�;� (� �
�&)��� ��C (� (" ���

�� <�'�� �� oj�1��� .  

8-5-2  ,� ���9�(�G�1� ���Bioconductor  :DESeq  0edgeR  0limma 

,��	T �' +��R  (� ���	�Bioconductor (
2� /?	� +�� ���	
�� ��
��� +�	� +'1)
� +�����
'��' '�X� ���� . +�� =�#1&9 �@��� �'DESeq2 �� �"	&#'�� .(
2� �
� +��edgeR  �limma  ���

�� r��� �]� '���1��� .(
2� E�� �	�. �' � (
��' ����&9 ��� ��7 E�	
Z� ��� 	L�7 D�
f	C .� �� ���!�
NT�� ����
"�� +��"1�� .(
2� 	���?	� +��(
2� .�  ��!9 1�*� +�����+ 

 +	
����T��NOISeq (
2� �G�� 	� ��
!� +�� ���� +��� +��BitSeq  /baySeq  �ebSeq  �
(
2� ?�@��	�+ tweeDESq 1�
2� .  

8-5-3 �"=G1��X= d����= ! >�? d����= 0�J& ��� 

(
2�?	� +�� +�����DESeq2  /edgeR  �limma  0�&)# �jU D1� ?�Z*� 	� ��
!� �I&�
 1�
2� (
���) r��� �'limma 3*5� ,1�+ linear models for microarray data ��� .( ������

D1� ?�Z*� K���� ��	)� ���� e�
" E�� $�L�� .� 	#�	� �jU +�� . ����U�' ��%1����U .� �Y

��1���&� ()
�j� �� ���� rX	� e�
" <� (" ''	% .,1��+ D1� .�  ��!9 ����!� �� 	� ���� +1��

 34
5� �]�	N# 	�F
� 1�P .� �jU K�"	# <�  ��M (�)���9 �� (��� . <� 	%� /D�J� ����9 (�
�� �� 	� +�	� �jU D1� /1��� 34
5� ����. ��;� � ����&�# /����&�� ���� A���.� (� 1���#

''	% 3�	)# 	�.  ��M :  

y = a + b × treatment + c × time + d × patient + e 

 /(j��� E�� �'y ,.�1�� �� ���� / /17�� K27 	� ,1� +	�%e  � �jU /a  /b  /c  �d  +��	
����T
,'�' .� ,1� '���	�1�
2� �� .a ,1��' ��N� � ,'�� ��1!� .� s	9 /+ �� ���� oj� E�I����  �'
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(�4" (" ��� ����.+  	I�' +����
"��)��&�� � ���. /��&�# ( ��)L� �'����!�  1����)�� ���#
 ��)L� ����9 (� �� ����9 E�� .� �!�"	#����!� ��	% 	�� �' .��� +���
U� /K�"	# E�� .(  

(
��� 0�&)# �jU D1�1 )GLM ((52�+ ^�j)�� �' (" ��� '��1��
�� �jU D1� .� +	#	�YT
D1� 	��� �� (2��;�+�� �� 0��	� �� ��6�� E�� /�jU r�.�# .�  ��*
� /m��T 	�F
� r�.�# (" '���

1��� '��1��
�� �jU ����	%� �' ,1� (
�	% ��" (� D��	� .GLM  �' ��edgeR  �DESeq  E�� ��
(
�	% ��	� ,'�*
�� '��� s	�A���U G��&� r�.�# (" 1��(4&X �' r�.�# +��!� 	� �� �*�� +�

��� ,'�� .  
 	I�' �%_��DESeq  /edgeR  �limma  E�� (" ��� E��(
2��� �� 	���  �9BC� .� 1����#

��1��" ,'�*
�� +���� ���# A����� +�	� ��� �� .(
2� E��f	C .� �� (� ����
�' +�	� 34
5� +��
����� .� ��.� K�"	# <�  ��M (� ��� R������ 	� �� �' (" ,1� ��1)# R������ +��'���	� R�

,'�' .� (" �� '�U(�4" R������ E�I���� � �� �M�V
U� +��+ ��(9�&@� �� ���� .� +� ��                       
D1��� +1���� ,	Z� /'��1�	� .  

���&9  ��M (� �� �jU D1��� �2�	#�� A��&� K
�� �' 	#���� 	�.  ��M (� ���# :  

y = Xβ + ε 

 /(j��� E�� �'y  � ���� oj� /ε ��� �jU/ .β ,'�' .� ,1� '���	� +��	
����T .� +��'	� /�� 
,'��  �X f	C R�	#�� (" /2 �� ,1������ o�	N# �� �N���.� ����9 /'��1��&� .  

(2��;� R�	#�� �� ,�	&� f	C R�	#��3  �� ��" .� �!� �
2��� (" 1�
2� ���Z*� �'DESeq  /
edgeR  ��limma  1��� ���� �Z�� ��)�49 �Z�� �� =�&�;
2� 1���!� ��!@� (" ��� E6&� (6��� 0:�

1��" ��" . �' /D�J� ����9 (�DESeq R�	#�� E�� �� 0�;
2�	�: � ��&L  ��M (� ��" � 	� ��
1���' .(f	C �' 0���*� E�� =>�&)��� (�M�# � ,1� (
�	% ��" (� �N���.� +�� .� �� �Z�� (" '��
 <�1���&� ()
�j� ���� rX	� e�
" . +	���" +�&����limma )23 (D�J� +��7 ��� .� +1�*� +��

R�	#�� 0���# �I��IP��� f	C � �N���.� +�� .  

8 -5 -3 -1 >�? d����=  

 ��� <� (� /f	C R�	#�� (� rX�� 	�. �7�!� �'R �� 3�M�# �� A���.� f	C (" /1�"
�� ,'�' $�X�� '��)��&� (
!
�(��%  ���2� R�	#�� E�� '��� �' �]� /1� ,���� ��� u�� �' ("

                                                           
1- Generalized Linear Model (GLM) 
2- Design matrix 
3- Contrast matrix 
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���&9��� 	# .(,'�' 	%� /D�J� ����9 (�(��&� �� �' (" A���.� <� +�� 0
�� � ����# ���� +��
�� /1���&� ��
��� �� /1��� ,1� (
�	% ����&�� .� 1���� (
��' �
�1X 1����#)expTable ( E�� ("

 3�M�# �� A���.�1��&�:  

expTable <- data.frame(Individual=c("Patient1","Pati 
ent1", "Patient2","Patient2"),Status=c("Tumor","Heal 
thy", "Tumor","Healthy"),row. 
names=paste0("sample",1:4))  

expTable 
    Individual   Status 

sample1  Patient1    Tumor 
sample2  Patient1  Healthy 
sample3  Patient2    Tumor 
sample4  Patient2  Healthy 

 r��# <&" ��model.matrix() ��'�&� ��1!# f	C R�	#�� <� (� �� D�1X E�� ���#:  

design.matrix <- model.matrix (~Individual+Status, 
data = expTable) 

1�	� 	�� (� ,1�l�T +�1� (" ��� E6&� f	C R�	#�� . RT �
� 	�2*# /E�	&# ��� 1�P .�
'�� 1���5� �5� ��.  

>design.matrix 
  (Intercept) IndividualPatient2    StatusTumor 

sample1   1     0    1 
sample2   1     0    0 
sample3   1     1    1 
sample4   1     1    0 
attr(,"assign") 
[1]0 1 2 
attr(,"contrasts") 
attr(,"contrasts")$Individual 
[1]"contr.treatment" 
 

attr(,"contrasts")$Status 
[1]"contr.treatment" 

�� ,1�' ��
� (� �@��� �'.� 1�#��!9 (" '��) :Intercept ( /IndividualPatient2  �
StatusTumor  .��
� E��cU�� +��	�F
� +��7 ��1 1�
2� . +���' (��&� <� �' ���9 <� 	%�

                                                           
1- Indicator variable 
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 '19 	�F
� E�� /1��� E�)� ��1;� <�1  1���U �����' 	*M '19  ��V��� 	�: �' � ,'	" �����'
'�&� . ��
�intercept  ��26� ��1;� +��71 (&� +�	�+ (��&��� ��N� �%'�� (� � ,'�� �� 1�'

� .� s	9 <� /1� 1���U ��6N# �� 	� +�	� (" �jU D1� ("���' 1���U ��1! .                              s	9 E��
(�4" (" ��� �j��	� �' ���� oj� E�I���� �� 	���
� ��1!� .�+                           ��)L� �' �N���.� ����9

����!� 1���� ���).� 1�#��!9 '��� E�� �' (") :Individual = Patient1 ( �)Status = Normal .((
�
� �� (" f	C R�	#�� �' ?�' �IndividualPatient2  c5N� /��� ,1�,1��' ��N�                  + 

(��&� ?�' ��&�� .� (" ��� ����)Patient 2 (,1� (
�	% 1��) ���9 ��1;� ��)�Individual  �� 	��	�
Patient2 ��� ,1� ,'�' ��	� .(3�'� +�� '19 /��&�� E�� (� ���	� +��1  d�' 	��� �' � ,1�

3�'���� ,1� ,'�' ��	� 	*M '19 �� . �� (" ?�� ��
� �'StatusTumor  /��� ,1� c5N�
(��&� +�	� ���9 (" ����Status  ��1;� +���' �Z�� �'Tumor  '19 /1�
2�1 ��� ,1�'	% d�' .  

8 -5 -3 -2 G1��X= d����=  

�� (" �
�� 1����U ��*# ��' ��	� ���.� '��� �� ���� �' <� (" 1��� ?.> (" ��� E6&� /1
 1��' ��6N# (2��;� R�	#�� [�	C E�� .� �#�' ��N���� (" 1(2��;� ?�1" 1����U ?�@�� �� ��

1��' ) �' ��" E��DESeq '��1� �#��	L(.  '��' 	*M	�: 	V�9 <� -;� K4:� R�	#�� E��) (
!
�
1��' ?�@�� (2��;� <� -;� 1����5� 	%� .( /u�� �' ,1� (z��� f	C R�	#�� �� D�J� ����9 (�                               

�� r��# .� ,'�*
�� �� 1����#makeContrasts (
2� �'+ ?	� +�����limma  E�� (2��;� <�
��# ����1��' ?�@�� 0
�� ���� � ��:  

contrast.matrix <- makeContrasts(StatusTumor, 
levels=design.matrix) 

 ��&�� 1����5� 	%�1 )Patient1 ( ��&�� �� ��2 )Patient2 (�� /1��" (2��;�(2��;� 1����# (� +�
1���&� 3�	)# 	�. f	�:  

contrast.matrix <- makeContrasts(IndividualPatient2, 
levels=design.matrix) 

 ��P +���' D1� ��1!� .� s	9 <���� +�	� ���
� }�� /)Individual = Patient 1 ( '�X�
'��1� . ��1;� ����9 (� ��)L� E�� (" ����)� ��1� E������!�  ���9Individual  (
�	% 	�� �'

��'�� . E��	����IndividualPatient2  ��&�� E��  ��*# ��&L ��C (�2 )Patient 2 ( ��&�� �1 
)Patient 1 (�� ��N� ��1�' .  
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�� ��" E�� +�X (� .� ,'�*
�� �� ���#~0  r��# �'model.matrix  .� �� ��1!� .� s	9 /
'�&� ^Y7 D1� . f	C R�	#�� ��" E�� �� ��
�)Intercept (���' 1���5� ��:  

design.matrix <- model.matrix (~0+Individual+Status, 
data = expTable) 

design.matrix 
 IndividualPatient1  IndividualPatient2     StatusTumor 
sample1   1         0      1 
sample2   1         0      0 
sample3   0         1      1 
sample4   0         1      0 
attr(,"assign") 
[1]1 1 2 
attr(,"contrasts") 
attr(,"contrasts")$Individual 
[1]"contr.treatment" 
 
attr(,"contrasts")$Status 
[1]"contr.treatment" 

��&� ��)L� }�� �@��� �' /1�'	% o�	N# ��� u�� �' (" (��%����!�  +�	� � (
��1� '�X�
 ��&�� E�� (2��;� ?�@��2 )Patient 2 ( ��&�� �1 )Patient 1 (''	% �	X� 	�. ��
�' (" ��� ?.>:  

contrast.matrix <- makeContrasts(IndividualPatient2- 
IndividualPatient1,levels = design.matrix) 

R�	#�� (� rX�� 	
N��  �9BC� K2" +�	�?	� +�&���� (� /(2��;� � f	C +�� +�������
limma  ��edgeR 1���&� ()X�	� ���� rX	� e�
" <� �� .  

8-5-4 ���=
�,�(
��
 ,� Y	\ ����	 ��	� �������  

�� .�:� G��&� D�1X <� �'	" '�
 �� ��
��� =>�&)�'�� .                               <&" �� ��" E�� ?�@�� +�	�
,'�' /1��!� �	
�' �' G��&� D�1X <� (" �#��M �' /D�J� +��,�]� �1
��+  D�1X '�@��

���� .� ����� +��BAM ���� ���� ,'�' o�L�# (��%�1X G��&� +��'�� .  

8 -5 -4-1 `��� ,� @!�6 ���BAM  

���� �� �� ��" 	%��� $�	� ,1� 3�'	&� +��G��&� (" ��� ?.> /1��" .� ,'�*
�� �� �� ��
 	��� (���	� <�HTSeq  /BEDTools  ��featureCounts )�� ("(
2� [�	C .� 1���#+ Rsubread 
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 �'R '�� ,'�*
�� ��� (1���� ��' (� . .� ,'�*
�� +�	�HTSeq  �FeatureCounts  (" ��� ?.>
���� �1
�� +	���� +��BAM ���� (� +��SAM  '�� ��1!#)BEDTools ������ 1���# +��BAM 

1��&� ��	�1� =�&�;
2� �� .(�� ��" E�� �� 1���#(9�&@� .� ,'�*
��+ samtools  +������� .�
commandline '	�%  ��M .  

samtools sort -no Gm12892_1_chr18.bam Gm12892_1_chr18_ 
sorted |samtools view - > Gm12892_1_chr18.sam 

(���% .�+ -n K#	� +.��samtools �� ,'�*
�� (" '�� �M�7 ����&C� u	C E�� .� �# '��
 ����SAM  	����� (V5N�+ �� K#	� A���U''	% . �	�.HTSeq A���U +�	� �*X +��

K#	� E�� 1��.��� ���Z
����� +.�� . A��	�� E�	U� �' �6N� E�� (
!
�HTSeq r�� ��� ,1� .  
(��&� 	��� +�	� (��N�  ���
�'�� (
�	% ��" (� ��� ��1��� .�� Rq� ���#HTSeq  (� ��

��
��T D���� <�  ��M �	X� '�&�:  

python -m HTSeq.scripts.count -s no Gm12892_1_chr18. 
sam Homo_sapiens.GRCh37.70.chr18.chr.gtf > gm1.txt 

)(��&� 	��� +�	� (��N�  ���
�' ��� (
�	% ��" (� ��'�� .(���� /��" E�� �� +�	� G��&� +��
�� '�@�� (��&� 	�''	% .  

8 -5 -4-2 `��� ,� @!�6��� G��:�"# 5+��6  

���� $�� E������ ���� e�
" E���' �� .� �M�7 G��&� +��HTSeq  ����9 �]# (" 1�
2�
gm1.txt  /gm2.txt  / . . . /h1.txt  / . . . /h2.txt �� ,1���� /1��� .,�� +'1)
� +��

���� E�� [�*4# +�	��� (4&X �� .� (" '��' '�X� D�1X <� K
�� �' �� ��
�' (� ���#join  �'
�q�	6�� � R6���� ��
�' 	��� 34
5� ����*� +��DESeqDataSetFromHTSeqCount �' 

DESeq2 '�&� ,���� .,�� .� �6� �' 	�.  ���
�' .� ,'�*
�� ��� ��R ��� :  

samples <- c(paste0("gm",1:3),paste0("h",1:4)) 
first.sample <- read.delim(paste0(samples[1],". 

txt"),header=F,row.names=1) 
count.table <- data.frame(first.sample) 
for(s in samples[2:length(samples)]){ 

fname <- paste0(s,".txt") 
column <- read.delim(fname,header=F,row.names=1) 
count.table <- cbind(count.table,s = column) 

} 
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colnames(count.table) <- samples 
write.table(count.table,file = "count_table_chr18. 

txt",sep="\t",quote=F) 

8 -5 -4-3  ,� @!�6��#�= 5+��6 �!"# P� 

,'	" (�Z# G��&� D�1X <� =B!� 	%��� /1�� 	�. ��
�' .� ,'�*
�� �� � �%'�� (� �	�� 1����#
1��" '�
 :  

d.raw <- read.delim("count_table_chr18.txt",sep = "\t") 

,1��" �1X �� ���� <� ��
�' E��+ K�#1 '�&� 1���U '�
 .,1��" �1X �� ���� <� �&� 	%�+ 
(4M��2 +�X (� /1���' ���
U� �' sep = "\t"  .�sep = "" 1���&� ,'�*
�� . 	��� +�	�                       

�1X ,1��"�� ��� ��1��" D�&9� �� ?.> 	��F# K�#	# E�&� (� 1����# .  

8 -5 -4-4 `X�1= �,�1E�\ 

�� (�M�# =>�&)������� /G��&� 	� ��
!� ���� ���	
�� ��
��� .� A�T (" '�� ���� �� +��
 1��� +.�2"�T E���T)24 .(G��&� '�1)# (" ��� ?.> .� 	#>�� /(��&� �' .� A�� �' ��3 1��� .

 E�� (
!
�(��
��1�
2� +���
U� A�� � 0" rj� +�� . �'DESeq2  ��"'�U  ��M (� (47	� E�� �
(��
�� ��+ ?	� -��# ,1� (!��]� rj��� ?�@�� �����'�� .  

d <- d.raw[rowSums(d.raw>3) > 2,] 

 /��
�' E�� +�	X� ��365  ��) $�&@� .�774 �� (�� �1X 	
N�� +����
��� +�	�'��.  

8-5-5 �
�e=  ���� �1���"LE ,�DESeq2 

,�]� �@��� �'+  +�	� �2���1O"DESeq �� (z���'�� .D�J� E�� 	� ,�B9 (MBU .�  ����
(
2� 	��� +�	� .��� '��� +��1O"?	� +���� (z��� ��� D��1
� +�����''	% . 	
N�� o�L�# +�	� �'

 '����%_���� (
2� 	� +�� (� ���# �' �� (� ���	� +�&����R '	" ()X�	� .�&���� E�� K4:� ��
?	� �7�	C � '	���" .� +1�*�  �9BC� +��71�
2� ����� .  

                                                           
1- Tab separated 
2- Space separated 
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(
2�+ DESeq ,�	% /,'	" '�
 �� +�	� ,'�' e�P��P <� � ,'	" 3�	)# �� 	�� '��� +��
1���&� (�Z# ,�	%  �9BC� .  

library(DESeq2) 
grp <- c(rep("GM",3),rep("hES",4)) 
cData <- data.frame(celltype = as.factor(grp)) 
rownames(cData) <- colnames(d) 

 r��# .� Rq�DESeqDataSetFromMatrix  ��� '�@�� +�	�DESeqDataSet  ,'�*
��
1��" .G�� 	��� .� ���%� +�	� rX	� +�&���� (� ��� E�� '�@�� +��DESeq2 1���&� ()X�	� .  

d.deseq <- DESeqDataSetFromMatrix(countData = d, 
colData = cData,design = ~celltype) 

(47	� E�1�P /+1)� r��#+ �� �	X� �� ��
��� ���&
�1�" .(
2� �'+ DESeq  �' �7�	� E��
1�'�� ,1� 3�	)# (��%�1X  ���
�' K
�� . �' �
�DESeq2  ��
�' <� K
�� �' ��" �
7�� �ZX

,1� r�&@# 17��1�� .  

d.deseq <- DESeq(d.deseq) 

 ��
�' <&" ��results() ��'�&� d�	5
�� �� ���
� ���# .�� �� ���
� ��
� �]# ���#
 ����9celltype_hES_vs_GM  r��# <&" �� ��� �� '�X�� ���
� ��	Z� � ,'	" +��YI���

resultsNames() U�	�'�&� ��� .  

res <- results(d.deseq,"celltype_hES_vs_GM") 

�� +�� 1����5� 	%� ��1;� (" ����p ,1� o�]V#+  .� 	
&" �Z��01/0                                     /1��" �"	&# ���
��1���&� ,'�*
�� 	�. ��
�' .� 1����#:  

sig <- res[which(res$padj < 0.01),] 

	�. r��# ?�� .� �
�	Z� �Z�# ����� +���� (z��� �� ����� +��1�':  

sig.deseq <- rownames(sig) 

8-5-6 �,�(+�f=  

��G�� �� ���#,'�' 34
5� +��'�' A��&� +	��V#  ��M (� �� �� .                   D	
�" +�	� ,�� <�
,'�'(��&� �  	T +��(N;� <� 0��	# /,1� ��45� +��+ �#��	7   �V
5� ��'�&� �� �I
2!&�
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 �4M�)PCA ((��&���� �� .�� �� ��" E�� (
!
� ���� ���	
�� ��
��� .� A�T ���# ���'�' ?�@�� .
DESeq ,'�' ��1!# +�	� K���� r��# <�!
�� �' ��� (N;� +.����V� +�	� ("+  � �#��	7PCA 
K������ (z��� /��� 	#1�' :  

vsd <- getVarianceStabilizedData(d.deseq) 

�� D�7(��&� E�� �I
2!&� ���#'��� ��' (� ��� �� ��:  

heatmap(cor(vsd),cexCol=0.75,cexRow=0.75) 

���	� .� +��cexCol  �cexRow K2P	� '�@�� +�	�,.�1�� (� (" (��&� +��+  <P�" ���"
 ��'�&� �' � ,'��+�X ��1�	�%�� ,'�*
�� /'�� ),��I�+ 8 -3.(  

  

�+�D�� 8 -3 :G<X�� G���� �D�1U�� ��+��g �����+��� �
��( .�!�: P�G���� Z	� +� h4<= �"B� ��
'(� ����� i	1X� �����= �!�: !� G� �+ �)�
 ! G�6�� ��#! .  
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 ��
�' <&" ��prcomp()  �'R �� ��'�&� <� ���#PCA  0��	# ���'	" ),��I�+ 8-4 .(
 (" ��� ?.> ��" E�� +�	�,'�Z��	#+  ���� R�	#�� ��' (�1��  +�X (� �4M�  �V
5�  �.��
�� �#

��(��&� +�	� ��'�� (
�	% 	�� �' ��:  

pr <- prcomp(t(vsd)) 
plot(pr$x,col="white",main="PC plot", 
xlim=c(-22,15)) 
text(pr$x[,1],pr$x[,2],labels=colnames(vsd), 
cex=0.7) 

�� E��l&� r��# .� ���#biplot ��'�&� <� �'��� ��' (� +�	� ���#�'1 PCA  (" (��N�
,�]� '��� �' �#�9BC� ����+ (*
�� �' �� 	� �"��N�'�&� ,'�*
�� /��� �4M� +��:  

biplot(pr,cex=c(1,0.5),main="Biplot", 
col=c("black","grey")) 

 ���	
�� ��
��� ��&6# .� RT�� �*4
5� +����'�&� /����1��� r��� 1�*� 1����# . ��'�&� <� �'
���N*N#�2 )��*�� 0
���I
 ( ��1;�p  (� 	@�� ��� K4:� � ,1� 0��	# �� 	� 1
�� 	��F# 	��	� �'

�� ����� D�7 �' ��N*N#� <� (��N� �46� '�@��'�� .�� ��1;� (" ����p ,1� o�]V#+  �Z��
 .� 	
&"01/0 � /1����� c5N� ��	� ��� �''	% .  

plot(res$log2FoldChange,-log(res$padj),pch=15) 
points(sig$log2FoldChange,-log(sig$padj), 

col="grey",pch=15) 
library("calibrate")# if not installed,run 'install. 

packages("calibrate")' 
textxy(sig$log2FoldChange,-log(sig$padj),rownames(sig), 

cex=0.9) 

�� 	�� (� 	L�7 D�J� �'(�4" =�!�	;# (" 1��+ �� ���� ��1���'  ��*
� ) �&�� =�!�	;# r��� �'
�� .�1�
2� E��P �� .�� 	J"� �
�  ��M (� (" ����  ��*
� �����,1N �' 	I�16� ���" �' /1��

��1!� ^�	C� ,1�'	% ,'	N�1�� .(�2�� K
�X ��1�P (@�
� E�� . �	�.,'�+��  ���2� /����� �
�4�
 1�
2�  ��*
�),��I�+ 8 -5.(  

�� <# +	��V# ���	��� ��� (��%�1X +��''	% r��� 1�*� 1���# . +����'�&� r���� K4:� �'
(4���+�3 ���
� ��4 1�
2� K����� ��" E�� +�	� .10 	�
N�� +���' �� E� ��*#  +�	�� �� ���� �'  

                                                           
1- Biplot 
2- Volcano plot 
3- Bar plot 
4- Box plot 
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�+�D�� 8 -4 :O
� (G���� ���� b�f�4= +����� �����+��� �
��( .G9
�= ��? +��  �!�) +�V=X(                            
�!�:G���� �"B�'(� ��)<= �����= �!�: !� K
�� +� �� .3 (G���� �U1� '	W��= ����!� +����� P� +� ��

 ��j�PC1-PC2  !'E+�<= ���	= �;�= ��<� �+ ���� b�f�4= +� O��4= ���"�� .  
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�+�D�� 8 -5 :k�9B= GE ���<9<�
 +����� P�  +�"X= i��+�D
p  �+ �; �� ���� "
�� �		a� i��+�D
 ����� +�
��<� �="�� .�; +�"X= �� ���p  ,� ���E01/0 �"6 h4<= �=�� m�+ ��"�� .  

 �' ���
� ��'�&� 0��	#'	�I� 	�� .�� /�25� ��1;� +��!� 	� �� ��p 1���&� K#	� ,1� o�]V# :  

sig.ordered <- sig[order(sig$padj),] 
for(gene in head(rownames(sig.ordered))) { 
boxplot(vsd[gene,which(grp=="GM")],vsd[gene, 
which(grp=="hES")],main=paste (gene,signif(sig 
[gene,"padj"],2)),names=c("GM","hES")) 
readline() 
} 

(4�� ��'�&� 0��	# +�	� ��+�:  

for(gene in head(rownames(sig.ordered))) { 
barplot(vsd[gene,],las=2,col=as.numeric(as. 
factor(grp)),main=gene,cex.names=0.9) 
readline() 
} 

 +�	� ,1� 0��	# +����'�&�,��I� �' '	*�� �� <�+ 8-6 ��� ,1� ,'�' A��&�.  
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�+�D�� 8 -6 :O
� (G�	= +�����k��	� IJ( GE �� )�"6 ��=�� 5+��6 "g�! K1g �� ( +� n�& �; P�
G���� ���GM  !hES �= ��<� �+"�� .3 ( �!�: �� `&�� +� �; ���� ��	� /�,�� GE ����( +�����)GM 

 ��hES (�= Y���� �+"�� . ��<� m�+�o\ ��	( ^&�"B��� '(� G��	= .  
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8-5-7 ��e=G�1� ���( ���� �1���"LE ,� ���� ���Bioconductor  

D�J� 	�. �'(
2� .� ,'�*
�� �� ���� ���	
�� ��
��� ?�@�� �ZX �2���1O" .� ���� +��limma  /
edgeR  �sam rBioConductor ��� ,1� (z��� .G�� E�� [���# � �I���&� ����� �' 34
5� +��

,'�� D�J�+  ,1� (z���)D�4� +��GM D�4� 	��	� �' +��hES (,��I� �'+ 8-7  ,1�'	% (MBU
��� .�� ����&C� ��,'�' c�5N# (���	� ��ZP 	� (" �*% ���# (" 1��159  �� ����1���' �#��*
� 

)(52� (� 	�� E�� (" '�� (X�#+ ?	�'��' �I
2� ,'�*
�� '��� ����� .(   .� ?�1" 	�                            
?	� +�������DESeq  /limma  �edgeR ,'	" ������� �� �� <� �Z�#?	� 	��� -��# (" 1�� �������

,1N� �������1�� . �
�SAMSeq  '�1)#42 �� E��P .� '19��� ,'�&� ������� �� ���� . ��1�
�&� ���L�  �9BC� E
��'� E�� ��� (" '�&�  ��\� ���# 	#>�� ����27 .� ���� $�L�

SAMSeq ��?	� E�� �' -4: ������� 	#>�� ~	� .� �� 1����� ���� �����'�� .�� �Z�# �*% ���#
�� 	�� (� /D�J� E�� �' (" (" 1��SAMSeq ^�j)�� +�����)� .� ���	
�� ���.� +�	� +	#	�YT

�� ,'�*
�� ����1�" .,1�� ��' (� [���# � �I���&� oj� G�� E�� �@��� �' /34
5� +��
(�4" +�	� =>�&)�+  (" ��� �� .� ���� =>�&
7� $�L�� E�� � ,'	6� u1M  �N���.�,'�+�� 

1���' �N7��  ��*# �
2�. 	�� .� /,1� (2��;� �
�4� .,�	% +�	�(��&� +��+ (��N� 	#) 	���
 '���  �)
�j�– ����&�� 1���(,1��N� /+ �&� � [���# ?19G�� E�� �I�� ��
��� 34
5� +��

��� ?��	� � D��1
� +	�� ���� ���	
�� .  

  

�+�D�� 8 -7 : �"6 ��#� ��	� ������� �	
��
 Z	� p���� ! �DB���� ���� ��<� ���� ��	1= +�)C �k! +�����
 ^(��DESeq2  0limma  0SAMSeq  !edgeR .���� h	4<� 5!+ +�)C �� ��"W� GE "��159  ��	� �;

"�+�� ��!�9�= .  
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8-5-8  limma  

library(limma) 
grp <- c("GM","GM","GM","hES","hES","hES","hES") 
des <- model.matrix(~0+grp) 
colnames(des) <- c("GM","hES") 
contrast.matrix <- makeContrasts(GM-hES,levels=des) 

d.norm <- voom(d,design=des) 

fit <- lmFit(d.norm,des) 
fit2 <- contrasts.fit(fit,contrast.matrix) 
fit2 <- eBayes(fit2) 

topTable(fit2,adjust="BH") 

all <- topTable(fit2,adjust.method="BH",number=10000) 
sig <- all[all$adj.P.Val < 1e-2,] 

sig.limma <- sig$ID # If this doesn’t work, try sig. 
limma <- rownames(sig) 
# If you want to compare the consistency of the limma 
and DESeq results: 
intersect(sig.limma,sig.deseq) 

8-5-9  SAMSeq )G�1�� smar(  

SAMSeq (
2� 	��� ��'��'  ��*# �� .(2��;� <� +�	� (" ����)� ��1� E��+  ���
� /(��N�
�� (z��� �#��*
�1�' .?	� E�� �	�.���.� +��!� 	� �����(��&�	�. �Z�� �' (" �NI��X +�� .� ����

(9�&@�+ ,'�'�� ,1�N" ��	�� ���� �&9 /1���1�" .�� ��" E�� <� oL�� c�V5# +�	� 1���#
 ��'�V# 1��)���l��(��&� �' ("+ ��� ,1� ?�@�� ��� 1O" (''	% r��� 1�*� ���
� 1�
�#.�� �ZX .  

library(samr) 

# Note that samr is (as of Jan 2014)not in 
BioConductor, so it needs to be installed using 
install.packages(). However,it depends on the impute 
package which is a BioConductor package. 

num.grp <- c(rep(1,3),rep(2,4)) 
samfit <- SAMseq(d,num.grp,resp.type="Twoclass 

unpaired", genenames=rownames(d),random. 
seed=101010,fdr.output=0.01,nperms=1000) 

sig.sam <- c(samfit$siggenes.table$genes.up[,1], 
samfit$siggenes.table$genes.lo[,1]) 
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8-5-10  edgeR  

library(edgeR) 
edgeR.dgelist = DGEList(counts = d,group = factor(grp)) 
edgeR.dgelist = calcNormFactors(edgeR. 

dgelist,method = "TMM") 
edgeR.dgelist = estimateCommonDisp(edgeR.dgelist) 
edgeR.dgelist = estimateTagwiseDisp(edgeR. 

dgelist,trend = "movingave") 
edgeR.test = exactTest(edgeR.dgelist) 
edgeR.pvalues = edgeR.test$table$PValue 
edgeR.adjpvalues = p.adjust(edgeR.pvalues,method = "BH") 

sig.table <- edgeR.test$table[which(edgeR. 
adjpvalues < 0.01),] 
sig.edgeR <- rownames(sig.table) 

8-5-11  �1���"LE ,� �
�e=DESeq2  Y��=,
 P� ������=�� "BC  

 +�	� � ,1�'	% �"	&# ���� ���	
�� ��
��� +�� /�4��9 1�P A���.� <� .� ,1� (z��� D�J�
,'��� '��� �' �]�L�#,'�' +.���&� ^	M ��" E�� +�	� �
�� � ,1�'	I� (z��� ��'�� . s�9 �'

(
2�+ parathyroid  +��7 ("A���U G��&� (" A���.� <� +�	� ���%� � �� f�j� +�� ��
��ZP �� �' ,1� ��&�# 34
5� +���' �' �� � ,1� ,'�' �N" 1�z�	�#���T +��������"��'�1��                                      

),1N� ��&�# D	
�" <� � ((j;� �' �' �+ (��&� 34
5� ����.,1�'	% +	�% /1�� � KV�                                     +��Y%���
��'��.  .�24  (��&�)4  ��&�� ×3  ��&�# ×2 ���. (�
��# ����RNA ��� (
�	%  ��M . .� �6�

(��&�(�Z# �' '�X��  B6N� ��
' (� ��+ ��� ,1� ^Y7 /(��]��
" .  

source("http://bioconductor.org/biocLite.R") 
biocLite("parathyroid") 
library(parathyroid) 
# You may need to install the bitops and/or DEXSeq 
packages for this to work. 

(�����+  �&����)  ��!9??parathyroid 1��" ���# ��( �� �&� (��� (" 1��% <� 1����#
1��" '�
 	�. ��
�' <&" �� �� �� oj�  �9BC� +��7 ���:  

data("parathyroidGenes") 

�� .� ,'�*
�� �� ���#pData() (��&� '��� �' �#�9BC�'	" K2" ��:  
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meta <- pData(parathyroidGenes) 
head(meta) 

 

 ��
�'counts ��.�� �� G��&� D�1X1��'	%:  

dim(counts(parathyroidGenes)) 

(��&�  �9BC� (� (X�# �� 	%��� /'�� (
2�	I� D�1X E�� �' ��' (� � �� (" �����' ���#
(��&� .� �U	� +�	� '��' '�X� +'��� �' ��)3�'� 	��� +��9  �10 .(3�'� E�� �� 	���
� ��

�
��# 34
5� +����'(��&� <� +�	� ����+ 1�
2� 17�� .�� �� �U�1# E�� [�	C 1�P .� ���#
'�&� ��	�1� .(�4" �%'�� (� (" ��� E�� ,�� <�+ G��&� ,'���� /(��&� �� (� [4)
� +��

1�'	% .� ��" E�� �
��� K!,�;
�� �!��O� (" '��+ (
�' .� �M�7�
��# 34
5� +������T ���� ,1�
��' .�� �� +�X (�+'��� ���#���' (I� �� (��%�1X +�� . +�	� 	
����T <� s�9 �' �
�+�	X� 

�
��#1��@�% �jU D1� �' ���� .�� G�� E�� �' K�#	# E�1�(���. .� �U	� �' ���17 ���# ��
'�&� ?�1�� (
�' 	p� o�]V# (� �!2� .  

meta$run <- c(rep(1,9),2,1,1,2,rep(1,10),2,1,1,2) 

�� (" 1��" s	��� 1����U ��*
� ���� +���' +��  �� ,1� ��&�# +������# E��DPN  �
1��" �1�T �� ,1N� ��&�# +������# . 1��� (P  ��V��� �''	"���P ��ZP (" 1��" (X�# n   ��*
�

1���' : � ��&�# /���. /��&��+�	X� �
��#���� . D�1X ��� � ,'	" 3�M�# �� A���.� (" �
�1X �1
��
A���U1��" (�Z# �� �� :  

countData <- counts(parathyroidGenes) 
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��&��� /1� o�	N# ��� =B!� (" (��%�� +.�2"�T E���T ���� �� +��1��� . ��� ?.> �@��� �'
�O" '�1)# (" G��&�(��&� '�1)# �� ���17 �� 1��� 	��	� ��) 1��� (��&� 	� /-��
� ��C (� E��	����

1��� (
��' A���U <� ���17 .(  

countData <- countData[rowSums (countData) >= ncol 
(countData),] 

 /��&�� E
�	% 	�� �' ���	X� ��� /������" ����9 (� ��&�# � ���. /DESeqDataSet 1�.�2� ��:  

dds <- DESeqDataSetFromMatrix(countData = countData, 
colData = meta, 
design = ~patient + run + time + treatment) 

�� D�7 ��� �' ���#dds  <&" �� �counts(dds)   .� ,'�*
�� �� � G��&� D�1X (�
design(dds) ���� ��	
�' f	C D��	� (� . .� A�T+�	X�  ��
�'DESeq  +����
"�� /
D��	� +�	� ,.�1�� 1���&� '���	� �� +.��)(&� �' (47	� E�� +�	X�+ (52� +��DESeq  ����
�

�2��:(  

dds <- estimateSizeFactors(dds) 

 ��
�'DESeq  �!� 1���&� ���	X� 1��" . <� /��" E�� ��GLM D1� /,1� '�@�� G.�	� ��
���.� � (
��� +�	� ���� �	X� 34
5�  �2��;�1�'	% . r��# �' 	%�results()  +��P }��

(2��;� /1���� ,'�1� c�V5#+ A�T ��*# +�	� s	� '�� 1���U ����&�# +��) (� ��&�# ��P
��� ,1� d�' f	C D��	� �' ��
"�� E�	U� ����9:(  

dds <- DESeq(dds) 

���
� (" �#�2��;� E
��� +�	�.� /��� �	
�' �' ��� resultsNames() ,'�*
��                              
��'��:  

resultsNames(dds) 

�� e�5
�� � ���
� �'��� ��' (� +�	� +�� �� ����  ��*
� +�	�DNP  .� /1��� �� (2��;� �'
�� ,'�*
�� 	�.  ���
�''��:  
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res <- results(dds, contrast=c("treatment","DPN", 
"Control")) # In older versions of DESeq2, you may 
instead need to write: 
res <- results(dds,"treatment_DPN_vs_Control") 
sig.deseq <- res[which(res$padj<0.01),] 
sig.deseq.names <- rownames(sig.deseq) 

(2��;� <� 1����5� 	%�+  ���. E�� �4O"24  � �9��48  1���� (
��' �9��)(�4" ����+ 
����&�� � ����&�#(�� / .� 1����#results(dds,"time_48h_vs_24 h")  ,'�*
��

1���&� .�� ��� ����9 	��� +�	�'�' ?�@�� �� ��" E�� ���# .,1�l�T  �2��;� 1����5� 	%� �
� �� 	#
�VV5# s	� D�J� ����9 (� n1��6� 1��� (P /1��' ?�@�� 	#'�� �� (" ��*# 1����U  E��DPN 

 E��  ��*# � ^	C <� .� 1��� �OHT 1���&� (2��;� �� 	I�' ^	C .� 1��� �. E��  ����)� ��1�
 ��*# E�� .� �6� (" ��&�#  �	p� '��� �' �#�9BC� ��DPN ���
U� �' (
��Y%  �#�9BC� E��P �

' ��&�# �OHT �&� ,1�''�� . /��" E�� ?�@�� +�	��� ���#)DPN D	
�" 	��	� �' (– )OHT  �'
D	
�" 	��	� ( ���	� .� ,'�*
�� �� ��contrast  r��# �'results  '	" �2���1O") '�� (X�#               

(52� �' �Z�# ��4��� E�� (" +��1.1.24 ?	� 	#>�� � �����DESeq2 ��' '�X�' .(��P                        +'���
0
N� � 0
*�  -��# (" ��'	� E��resultsNames() �� ,1�'�'	%.�� K�#	# (� /'��

treatment_DPN_vs_Control  �treatment_OHT_vs_Control �� �Y
 /������� ���# :  

res <- results(dds,contrast=c(0,0,0,0,0,0,1,-1)) 

8-5-12  �1���"LE ,� �
�e=edgeR 

library(edgeR) 
d <- DGEList(counts=counts(parathyroidGenes)) 
d <- d[rowSums(d$counts)>=ncol(counts(parathyroidGe 

nes)),] 
d <- calcNormFactors(d,method="TMM") 

# For checking if the normalization worked.This plots 
the "count-per-million"distributions for each sample 
boxplot(cpm(d,normalized.lib.sizes=T),outline=F,las=2) 

meta <- pData(parathyroidGenes) 
# Replace "run" by original run(1)or rerun (2) 
eta$run <- c(rep(1,9),2,1,1,2,rep(1,10),2,1,1,1) 
design <- model.matrix(~treatment+patient+run+time, 

data=meta) 
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d <- estimateGLMCommonDisp(d,design) 
d <- estimateGLMTrendedDisp(d,design) 
d <- estimateGLMTagwiseDisp(d,design) 
fit <- glmFit(d,design) 
lrt <- glmLRT(fit,coef=2) 
# The value of coef above depends on the comparison 
you are interested in.You can check available 
comparisons with colnames(coef(fit)). 
temp <- topTags(lrt,n=100000)$table 
sig.edger <- temp[temp$FDR < 0.01,] 
sig.edger.names <- rownames(sig.edger) 

# To compare(DPN vs control)vs(OHT vs control)instead: 
lrt <- glmLRT(fit,contrast=c(0,1,-1,0,0,0,0,0)) # 
Corresponding to columns 2 and 3 in fit$design 

8-5-13  �1���"LE ,� �
�e=limma 

library(limma) 
countData <- counts(parathyroidGenes) 
meta <- pData(parathyroidGenes) 
# Replace "run" byoriginal run(1)or rerun(2) 
meta$run <- c(rep(1,9),2,1,1,2,rep(1,10),2,1,1,1) 
nf = calcNormFactors(countData,method="TMM") 
voom.data <- voom(countData,design=model.matrix(~patie 

nt+run+time+treatment,data=meta),lib. 
size=colSums(countData)*nf) 

voom.data$genes<- rownames(countData) 
design = model.matrix(~patient+run+treatment+time, 

data=meta) 
voom.fitlimma <- lmFit(voom.data,design) 
voom.fitbayes <- ebayes(voom.fitlimma) 
voom.pvalues <- voom.fitbayes$p.value[,"treatmentDPN"] 
voom.adjpvalues <- p.adjust(voom.pvalues,method="BH") 
sig.limma.names <- names(which(voom.adjpvalues<0.01)) 
# To compare (DPN vs control) vs (OHT vs control) 
instead: 
contrast.matrix <- makeContrasts(treatmentDPN 

treatmentOHT,levels=design) 
voom.fitlimma2 <- contrasts.fit(voom.fitlimma, 

contrast.matrix) 
voom.fitbayes <- ebayes(voom.fitlimma2) 
voom.pvalues <- voom.fitbayes$p.value 
voom.adjpvalues <- p.adjust(voom.pvalues,method="BH") 
sig.limma.names <- rownames(voom.pvalues)[(which(voom. 

adjpvalues<0.01))] 
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8-6 �789  

�G� +�	� ���� ���	
�� ��
��� +���
��#�� ���RNA  .��� � ,'�� G	
2% � -2� D�7 �' .���  

 !$ 	
�� 
������ ���
��Chipster  

�� �� ���� ���	
�� ��
��� �' 1����#Chipster  <&" �� �Cuffdiff  /DESeq2  �edgeR  ?�@��
1��' .Cuffdiff ���� +��BAM �� � ,'	" �����' +'��� ����9 (� �� ���� ���#GTF  ��� ��

'�&� (L	9 �� (� +���
U�  ��M (� . +������� +�� �@��� �'DESeq  �edgeR  <� (� ("
�&� D�1X�� �"	&# /1���' .��� +'��� ����9 (� G�'��:  

• A���U <&" �� K�#	# (� ������ �� �� 	� +��HTSeq  ��eXpress  � ,1� G��&�
��&����� /1�'	% o�	N# 0N� �V� �' (" (��%(�4" +�	� G��&� +��(��&� + �� ��

 ����� .� ,'�*
��Utilities/Defne NGS experiment �� [�*4# D�1X <� K
�� �'1��� .
�� 1�
�# ��� �
�'��� ���� <� ����� E�� /G��&� D�1X 	� ,�B9 �� ��6�� E�� (" 1�"

�� 0��	� �&� +�	�,�]� (" '.��1��" o�	N# �� A���.�  �&���# � �	X� + . ,'�*
�� ��
(�4" /�
�'��� 	IN��	�� .�(��&� +�� (" �� ,�	% 	� (� [4)
� +�� ,��&� �' ��26� +
,1� c5N� ,�	% ��
�1��" e�5
�� /1�� .,1�l�T �&� A���.� 	%� 	� +�.� (� /��� 	#

1���&� (��L� 1�1X ��
� <� ���9 . 

•  +������� .� �6� � G��&� D�1XDESeq  ��edgeR 1���&� e�5
�� �� .(��
��                             +
��)� 0���# �� 	�� '��� +��' +�� � ,'	"Run 1��" <�4" .�� .� �
�	Z� +���' +��

 D�1X <�  ��M (� 0�  ��*
� ����)�� ��
�	� +�� �'	" <�4" �� (" �	�� ���#
'�&� K#	� ( ���� <�  ��M (� 0� �BED �� (z���''	% . ����BED  �� ��6�� E��
�� 0��	���� 	%��	� �' /?��ZP �V� �' ,1� o�	N# G�� [!C (" '��� ��Chipster 

1���&� �@
2X .���� ��'�&� <� � �%1�"�	T ��'�&� <� ���� ���
� +��MDS  ("
���!�(��&� E�� �!2� +���� ��N� �� ����� /1�'. 

•  ����� .� 	%�Differential expression with edgeR for multivariate experiments 
�� ,'�*
�� .� ��	
����T o�]M 0���# +�	� /1��"1�	�I� <&" �&����  �]*M . (X�#

(�4" ���� ���
� D�1X (" 1��"�� +�� �&� � ,'�� �� ��
� 	� +��!� 	� �� �Z�� 1����#
 ����� .� ,'�*
�� �� � 1��� ��#	�� '��� ("Filtering/Filter table a column value 

1���&� +.�2"�T . 
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(9�&@�E�	
Z� .� +�,1N� +���'	% ��1�� .,�I��T,'�' +��+ ,����' �
�)�+ ,�� E�	
Z�+��                  
D��	�,.�1�� 17�� � ?	����� oj� �' ��
��� �� (2��;� �' �� oj� �' ��
��� +����� /+.�� +	�% +�	�

��G���% �' ,'�*
1���' '�X� �� ���� f�j� ��' .  
 ��
��� G�� ?�1" E��	����DE  +�	� �� ���� ���	
�� ��
��� 1����5� �&� 	%� n'�� e�5
�� �
2���

?	�����(!�X .� � 1��' ?�@�� ��+  ��� +	�� (" 1��	� (@�
� E�� (� ���� ���	
�� ��
��� 	� G�� E��
 +	#	� �� oj� �''��' ) ?	����� oj� �'  �	��F# �� �;��' ��C (� �� oj� �'  �	��F# ��P

1�
2� -!#	�(G�� ,�I�� /?	����� 	� ��
!� +�� ) 	���BitSeq  /Cuffdiff  �ebSeq ( e�5
��
'�� 1����U �!���� .,'�' ��N� '�X��  �)
�j� �
� (" 1�� (� ���&#+��  .� ,'�*
��(
2� +��

?	� D��1
� +�����R/Bioconductor  	���DESeq  /edgeR  �limma ,'�' .� (",'�� +��+ 
A���U G��&���6� +���� �� ,1� ������ ,'�*
�� ����� /1��" .G�� E�� E�� ��� ��U +��

�� (" 1���' �� ����D1� e�P��P <� .� ,'�*
�� �� 1����# <� .� A�� /(
��� 0�&)# �jU +1��
 	�F
� �N���.� ���9)������" (1�	�I� 	�� �' �� .A���.� �' '1)
� �
2�. +����	6# +���' +��

G�� .� ,'�*
�� /,�	% 	� +�.� (�	
����T�� +��+  	���SAMSeq  �NOISeq �� ��� � 1�*� 1���#
1��� 1�&�.�� .G�� E��D1�  B6N� .� ��A���U G��&� r�.�# +1�� �' �
� ,'�� ��' (� ��

	6# 1��.��� s�91�
2� +���� ���# (� ����
�' +�	� 	
N�� +���� .  
(!�X .�+ (
2� /��" ����� +��R/Bioconductor (��T oj� 1��.���� ,'�� 0� (��N� �I&� +�
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 *�	 �
 1�N/7�O� � �
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�� 4U( *�	 � \	 )��%�
 DEXSeq 1���3 �	
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 �� 1�� 
��,
 DEXSeq 
�M�C�� 77!�
 �� 1���!,	 ���� 
��
 DESeq E,	 . *�	

7!�
 7� E,�-&� �	�

 �� )�� ��
)��� ��	������ 1�� ���
 ����!� 7� 	� ��	�-� ���,�-� .
�:a�� P*�	 �
 1�N/7!�
 �\�U!;	 
��
 DEXSeq 7!�
 �	
 edgeR E,	 1�� 7!(�: . *�	�
�-


�%� �	�� T5
 ���� 4��� ��Q 7
 K	��+� C�� *�	 ���\�U; �+-�	 �����: . P'�)� ���\ ��
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1- Fisher’s exact test 

2- Size factor 
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9-2 ������"�� #��� #
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4��( 
	�
 
���� 
��DEXSeq 7!�
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 7� ��!��3 EI��>,	 �� W,��
 DEXSeq  1	�%�
�� ��+�	 P�-!������ .7!�
 *�	 �
 1�N/
  ��!��3HTSeq E,	 ���� ���� )�� . W,�� 	�!
	
��!��3 EI��>,	 �	�-/ E5� dexseq_prepare_annotation.py  4��( ��GTF  ��+�	 B=��                             

����� .��!��3 EI��>,	 �	 1���!,	 �
 �	�-/ �
 dexseq_count.py  ��):	 �� 
	�	 7
 2�	�; 1�
)7�[�� �� 
	�	 7
 S�	� ��
 ):	 ���):	 *l
 �� �� ���)�.L :Anders  �	��>%� �)2 ((( ��+�	                    

�����: .E,	 1�� B��M� ?M� 4U( �� 4�U�� 7
 C��%� $��< ��+�	 .�� *�-m%� �	 ���	��
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��� E��, �	 � 1�� 7n	�	 �	)(	

Bioconductor ����%� 1���!,	 PE,	 7�O� 4
�� )�� . ���-�9�( *�	 ����)< E,	 *>%� 	���
���� ���h� C�"!,�. �� ���-�9�( *�	 ���� b�Q �	 S
�� �	 1���!,	 �
 � ���O-� 7
 �-�	��

generateCountTable()  ��Bioconductor  ���� '�+�	)�.L :?!�� 4U( .( )�� ��� *�	
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�%-�	� ��
 paratyroidSE E,	 1�� B��M� .  

 ��!��3 EI��>,	dexseq_count.py  4��( �-�����GTF d���%� � B=��4��( �� ���� �
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 E��(SAM  ��BAM E,	 .4��( 7� E,	 '�F1�	� 
��[ 
�� '�� 
�-.� �
 ���O!�	 E�< 
��

���� ���� ����� E�&��� �� 2�	�; .4��( �:	 E��( �� �%� 
��BAM ,	�� PE �
 	� �O�9 ���	��
 �	 1���!,	SAMtools )http://samtools.sourceforge.net/ ( E��( 7
SAM ��-� 4��.� . ��

 4��(BAM 1���3 �	
 ENCODE �� 	���%� 4��.� ��� ��!,� �	 1���!,	 �
 �	��:  

samtools view -h Gm12892_1_chr18.bam -o Gm12892_1_chr18.sam 

 P�+-�	 ��GM12892_1_chr18.bam  � 1��
 
���� 4��( '�� PGM12892_1_chr18.sam  '�� P
E,	 �<��; 4��( .  

4��( �	 '	�� �� 
��SAM 1�� ��+�	 F�
 �� 7� ��� ���\ 7
 P��	C�	��3 ������: . 7<��
 7� E,	 '�F 7� ����%�1�	� ��9 7� ���� ��M� �
 ��4%&�	��!,� 1�� ��+�	 1��+�� V!"���	  ��

 ��;)–s no .(  

python dexseq_count.py –p yes –s no –r name 

Homo_sapiens.GRCh37.70.chr18.chr.gtf Gm12892_1_chr18.sam 

gm1.txt 

'�� �
 �-!� 4��( E�� �	��!,� *�	 
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 WX(���� B��M� 	1��)(  1��
E,	:(  

  
Count Id 
35,769 ENSG00000235552:002 
15,732 ENSG00000175886:001 
7515 ENSG00000235552:003 
7275 ENSG00000235297:001 
5882 ENSG00000215492:008 
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7� � ���	�;
 7��%� V!"� C��%� $�	�< S
�� W,�� ��read.HTSeqCounts()  ��
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�� *�	 1�� ��	� 
��) 4��( �	 '�� ��
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�M�C��%� 
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���9 ��	�!(	  �	 1���!,	
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���9 ����9 ��-� ��� 7!(��� ���\ 
��,��U�	 ��	�����: 	�< .  
���� B��M� 2����9 W�	�� � ��%�@-� �!���
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��[
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 1��: 7
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 1����:�!���-( �	�-/ E5� 1�	� R�J��J �� �2 �� 4�>M��-�� :  

                                                           

1- Vector 

2- Phenodata 
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samplename<-c("Gm12892_1", "Gm12892_2", "Gm12892_3", 

"hESC_1", "hESC_2", "hESC_3", "hESC_4") 

condition<-c("gm", "gm", "gm", "esc", "esc”, "esc", “esc”) 

phenodata<-data.frame(samplename, condition) 

rownames(phenodata)<-c("gm1", "gm2", "gm3", "h1", "h2", 

"h3", "h4") 

�� C��%� $�	�< P�!���-( 4��( 4�>M� �	 H3 �� �-�	��R  1��	�;���� .1�	� �+-�	 �� �� ��
 p�� �� 4;	�ExonCountSet  �	�-/ E5�ec �� 1��	�;���� :  

library(DEXSeq) 

ec<read.HTSeqCounts(countfiles=c("gm1.txt","gm2.txt", 

"gm3.txt","h1.txt","h2.txt", 

"h3.txt","h4.txt"), 

design=phenodata) 

7/�%+� P����	 ���:
 1�	��� 1�	� $��< �� �� ��):	 4A� C��%� 
����� . *�-J ��
�� $��< *�	 �!�&Z���	�� :1 (4��( 7
g�( C�� e.Q � 1�� 7!�>� 7��:	�< 
�� �� ��c�	R 

 P��� 1��	�;2 ( ��R  � 1�� 1��	�; $��< �� ���\ 7
 ��!,� �
newExonCountSet()  7

 ��ExonCountSet ��� 4��.� .            ��+�	 �9 
	�<	 �� S��� �O-� � 1��
 1��, K�!.�� C�� *�	                            

ID  � �� 
��ID E,	 $��< d��� �� 
	�
 ��):	 
�� . *�	 ���ID �� )�� 	� �� '�� �	 �	��
d���7�[�� �� �O�9 *!�>� e��Q �	 � $��< 
��
 7=X� �� E�N/
  ����
 (:)��%� ��+�	 .

E,	 ��� o�� 7
 4��� ��Q 7
 ��� *�	 �-�9�(:  

dat<-read.table("ENCODE_ngs-data-table_exons.tsv", 

header=T,sep="\t") 

nc<-nchar(rownames(dat)) 

geneids<-substr(rownames(dat), 1, nc-4) 

exonids<-substr(rownames(dat),nc-2, nc) 

ec2<-newExonCountSet(dat, phenodata, geneids, exonids) 

9-4 ������  +�, �$ExonCountSet 

 p�� ��+�	 �	 �&
R 1�	� 
��[ ��+�	 �!,�� 7
 p�� *�	 ��9 7� ��� �,��
 7� E,	 �!O
 P��
��; �� E,	 B�5\ �!��( �� B�5\ ��/NQ	 
��[ )�� � 1�� . S
�� �%� �
design()                                                 

�� 7
 �	���!���-(
 
��[ 7���[7��%� 
������ E�	� �,�!,�:  
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design(ec) 

 

C��%� 2�	�;�� �� S
�� �
 ��	��counts() ���: �	�� q�!,� �� .S
�� �
                                    
head() d��� �	�&��� 1�	� 2��%� 75�\ 
�� 7� ������ 	� ���� ��%� ���5� �	��)KND�                                                

10 d��� :(  

head(fData(ec), 10) 

 

 S
�� �%� �
fData() ��1�	� 7
 �	��7���[ �� ����� 
��
������ 
	�
 ����):	 � �� ��
E(�� E,�:  

head(fData(ec), 10) 
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 S
�� �%� �
geneIDs() �� 7
 �	��ID ��E�	� �,�!,� �� .                           EO< �9 �	 6�Z�� *�	
�� 7� ��	� E�%�	��	� ��):	 �	�&� 7J �� �� 7� ��%O( �	�� . �� �-J 
	�
 C��%� *�	 �:	

��
 ��	�; ��� 4>� 7
 7+�!� P���: ���\ ��	�!
	 :  

data.frame(head(table(geneIDs(ec)))) 

ENSG00000000003   15 

ENSG00000000005    9 

ENSG00000000419   19 

ENSG00000000457   21 

ENSG00000000460   48 

ENSG00000000938   29 

S
�� �+-�	 �� data.frame()  ��� 7
 ��
)� $��< �	 ���.�� �M��%� 7
 �
��!,� 
	�
 �O-�
E,	 1�� 7!(�: . �� P$�D� �	�-/ 7
ENSG00000000003  
	�	�15 E,	 ��):	 .  

�� ����� *�%� 7
�� �	�&� �	����%� C��%� 	� ��):	 �U"M� �	�&� 
	�	� 
�� :  

head(data.frame(table(table(geneIDs(ec))))) 

   Var1  Freq 

1 1  20436 

2  2   7868 

3  3   3394 

4  4   2068 

5  5   1771 

6  6   1240 

��%��� 1��� 7� 7��:�� �@� 7
 P��� 7� �,�20436  *�	 �� ��):	 �� �O-� �
 ��                       
7/�%+�
 ��	� ��<� 1�	� .��):	 �	�&� �D�	�[7/�%+� *�	 �� �� �� 
	�
 ��
 1�	� �
	�
 )�� ��

 �
394 E,	 ��):	 .  
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9-5 .����/��"%
� �%���$ � #��� 

��	�� e%/ KF�%&�7��%� *�
 �� �
�� �Q �� �!���
 2��3 �� �.��A	 *�	 � 1��
 ����!� ��
��� 7!(�: �@� �� )����9 .$���� �	 ��� *�	 
	�
�� 1���!,	 
��,��� .7!�

 DEXSeq  C�� �	

$����7!�
 7
�M� 
��,
 DESeq �� 1���!,	�-� .�� CN� 7!�
 *�	1�	��	 7� �-�
  � 7��"
�!�
%� *�
 	� '�!I��>��	�� �����7��$���� �����%� 
��, .$���� *�	l
��, Y�;P  
	�
 1�	��	 4��/ ��

�� ���9�
 2����9 �� 7��%� ���-� .��	�� �.�� e%/ 1�	��	 4�	�/7��%� �
�� 	� d !"� 
��
�� H>&-��--� .  

 S
�� W,�� 1�	��	 4�	�/estimateSizeFactors() �� ���9�
����::  

ec<-estimateSizeFactors(ec) 

�� P�-!�� 1�	��	 4�	�/ � �	�/ 7J 7>-�	 $�!-� 
	�
 �,�!,� S
�� �	 �	��
sizeFactors() E(�: 1�O
:  

sizeFactors(ec) 
gm1.txtgm2.txt gm3.txt h1.txt h2.txt h3.txt h4.txt 

1.62556350.78236070.78643541.1872495 1.0721540 1.0778185 0.8696311 

 7� E,	 '�F P1�	��	 4�	�/ ���9�
 �	 �&
 P��):	 �	 1���!,	 ��	�!(	 
���9 ����9 
	�<	 �	 4.�
 2-�	�3)H����	� (��):	 V!"� ���: ���9�
 .7/�%+� �� �!��� 
���	�>� �	 2-�	�3 *�	
 

1�	��� ���9�
 ����� .�� ���7/�%+� �� ��<�� �-( 
���	�>� �	 ��	��
 1�	� )�� �����
 . KF�%&�
�%� 2-�	�3��� ���9�
 7��:	�< ���\ 7
 ��):	 �� 
	�
 ��	�� . 
���	�>� �	�&� KF�%&� 	���

7/�%+� �� �!���
 1�	�E,	 ?� K�!.�� �� . 4\�[ ��/NQ	 �	 1���!,	 �
 2-�	�3 ���9�
 *�	�
�-

��):	 �	1�� ���
 �O
�M� v�� �� K�.��X� 7� ���� 9 
	�
 2-�	�3 � ���\ PE,	 1�� 7.,�5� �O�

�����: .���� ��!�
	� C�� �
 2-�	�3 ���9�
 � 8	 C�� *�	1 �� 1�������� .  
 S
�� �	 1���!,	 �
 �� �� 
	�
 2-�	�3 ���9�
 ��estimateDispersions()  7.,�5�

����:� .7.,�5�
 ���� ����	 2-�	�3 ����X� ����	�; .�� 	� ��� E(�M�3 ��� 2��3 �	��
��%� . �� 
	�	 7
 7=X� �� 	���100  ��C�	��3 75�\ 
�� 1��
 �� 1�	� 2��%� ���U���� .  

ec<-estimateDispersions(ec) 

Dispersion estimation. (Progress report: one dot per 

100 genes) 

.. 

                                                           

1- Intensity-dependent manner 
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�� E(���� )�� �	�M� '��3 �� 2-�	�3 ���9�
 �� PY�; ���� *�	 �����:   

Warning messages: 

1: In .local(object, ...) : 

Exons with less than 10 counts will not be tested. 

For more details please see the manual page of 

'estimateDispersions', parameter 'minCount' 

2: In .local(object, ...) : 

Genes with more than 70 testable exons will be 

omitted from the analysis. For more details please see 

the manual page of 'estimateDispersions', parameter 

'maxExon'. 

w��'��3 *�	 �	 '	��7!>� 
��[ P�	�M� 
��
  E�X(�� �
 ���9�
 � 1��.� 1�--� *��&� � ����[
E,	 1�� '�+�	 .'��3 *�	�� 
��9��� ��S
�� 
	�
 �(�Z	 �!�	��3 �� 7� �--� 

estimateDispersions() �	� ��<����):	 �	�&� 7� � 
��C�	��3  ���5� 	� 1��                             
���-��%� . �!�	��3minCount 2�3 �	�X� 7� �9 G�(10 �� �., PE,	 7 [�� *�	 �� 7� ���

��):	 �O-� �	�&� 4�	�[ �
 
��10 ��%� ���� CC�	��3 ����: �	�� . �!�	��3 *�-m%�
maxExons �� *��&���):	 �D�	�[ �	�&� 7� �-�2�3 ���\ 7
 �� �� �� �� �	 2�
 PG�(

70 ���.� ��):	 .��):	 �	�&� �:	 �9 
	�
 �M-�	�3 w�� P���
 �	�X� *�	 �	 2�
 �� �� �� ��
�%� ���9�
���: .  

 p�� �� k��!�ec  ���� PfeatureData  ��!, �DispBeforeSharing                            1��;y
�����: .�� ��� ��!,� �
 $�D� �	�-/ 7
E�	� �,�!,� ��
)� ����X� 7
 �	��:  

featureData(ec)@data$dispBeforeSharing  

��:  

fData(ec)$dispBeforeSharing. 

 2-�	�3 
�����9�
 1��9 E,� 7
 7� E,	 '�F B�5U� E��.� �	 4\�[ ��/NQ	 �� ����
��):	 ��!(���� 1��)(	 �O�9 7
 )�� �� .1�	� �
 	� 1��, S
�� �� 7� ��� ��!,� W,�� ��� *�	 
��

�� C�	�
 2-�	�3�� '�+�	 P������:  

ec<-fitDispersionFunction(ec) 
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� 1�� B�5U� 2-�	�3 
�����9�
 )�� ��!,� *�		  ���� 2-�	�3 ��!, ��featureData  1��;y
�����%� .���� $�!-� k��!� 7� E,	 �!O
 P1�� ���9�
 2-�	�3 B�5U� �	 �&
 . 
	�
 1	� *��!O


2�	�; *������ �9 �� 7� E,	 �	��%� �� �	 1���!,	 Pk��!� $�!-�                   ��5� �� 1�� $���� 
��
�-��
 1�� S�	� 
��%/ ��5� �� 2-�	�3 � �X(	 .�� *�-m%�  ���\ 7
 2-�	�3 *������ S
��

�� 1��)(	 �	��%� 7
 W; �� ���)1����
 9 -1 .(�� �	��%� *�	 S
�� �	 1���!,	 �
 ��	��
plotDispEsts() 7!�
 
�%-�	� �� 7�
 DEXSeq  �� )�� ��A�
��  *�	 R�!� PE,	 ��<��

��� ��+�	:  

plotDispEsts(ec) 

��):	 P�	��%� d� 7
 ���)� {�X� ���� 2-�	�3 �	 �>J�� ���9�
 
	�	� 7� �-!�����-��
 .
{�X� �	 �;�
P �� 4�>M� �	��%� d� �� 	� �=;�-�� .��):	 *�	 2-�	�3 K�X��� �� ��\ KN%/ ��

E,	 ��\ .  

  

�+
,�� 9-1 :/01��2 3�,�
�4 +����� .�60�� �
7� +����� 3�� +� 89:� ��� ;�� � �!� <� . =���� >?

 �6@)/01��2 B�
� 3�,�
�4 (���� ���� DE@ "�
4 ;�FG� 
�601 .  
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9-6  �	
���
 �(��� �
 ������
��
�
  

 1�	��	 4�	�/ 7� �!��)$����
��, ( ����9 
	�
 '�F W�	�� P���� ���9�
 2-�	�3 ����X� �
��
 ��	�; ��O� ��):	 �	 1���!,	 ��	�!(	 
���9 . *�	7���X� q�,	 �
 ����9
  �=; $�� ��
�� '�+�	 ���%-!,�� ����9 �� �
 7!(�� ?�%&���� .7/�%+� ���� ��
 1�	� 
��ENCODE  P

 � 1�� 7���X� ?� �
 1��: �� �O-�1��, K�!.�� 4%/ �� ����9 *�	 7+�!� ����
 ��	�; �� .  
�� C�	�
 ����!� $�� �� P��):	 �� 
	�
��� .��\ $��1 )�$�( �	�j	 �	 	� ��):	 �� ���
 P

 W�	�� � ��):	 P7��%� � \	)��	� e &� �9 7
 7��%� 7� ����: �-&� ($���� 
�-
�-� . $��
*�)���<2 4
�X!� �j	 � ��):	 �� � \	 �j	 )��3 �� �@� �� 	� W�	�� �
 �9���: . 7\N; ���\ 7

$�� *�	�� 	� ��E��� ��� ���\ 7
 �	��:  

 W�	�� + ��):	 + 7��%�~  C��%�: $����\  

 ��):	 +W�	�� + ��):	 + 7��%�~  C��%�:*�)���< $��  

ID  ��):	 = ��):	 × W�	�� +ID  ��):	=  

��):	�� �� �� 
�� ��!,� �
 �-�	��testGeneForDEU_BM() ���� ����9 . ��!,� *�	
E,	 ����
 �� 
	�	� : p��exonCountSet �� '�� �� � .7
 $�D� �	�-/ :  

testGeneForDEU_BM(ec, "ENSG00000017797") 

  
                                                           

1- Null model 

2- Alternative model 

3- Interaction 
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d��� 7� E,	 $��< �� ��!,� *�	 �<��;7� � 4��� �9 
��
 ��):	 k��!� � 1��
 �� 
��
��!, 
��1�� E,�O( ����	 . b	�5�	 ��!,)deviance ($�� *�
 C�	�
 ���>� ����� � ��\ 
��

�� ��M� 	� *�)���<��� . *�	b	�5�	 ����X� )deviance(  
�� S
�� S���� 
	�	�)2 χ(  �� � 1��

 ����X� �	 '	��p )p-value (7���X� e��Q �	
  b	�5�	)deviance ( 7.,�5� 
�� S
�� S���� �


 � 1��df 1�-�� ��M� )��
 7<��
 E,	 
�	�9 . ����X� 
��[ �;9 ��!,p )p-value (E,	 .                              �:	
 ����X� *�	p  �
05/0  ���� S�	� ����� ����)05/0≤ ( ��):	 ��OJ)5  P8  P9  �10 ( ��

ENSG00000017797  *�
$� , ����	 �-�-< 
���-
 
��)ecs ($� , � ���� 
��)gm (
1�� ���
 ����!���	 .  

��):	 � �� �� �,��
 KF�%&��	�-J 2��� ��	�� E�
	c< .7� � �+-�	 �� ���
 ��                           � ��
��):	
��7/�%+� �� 7� ���
 1�	��� S�	� ����9 ���� P�-!�� q�!,� �� ������ . S
��

testForDEU()  S
�� ��	�;	�( �
 	� ��� *�	testGeneForDEU_BM()  
�	�>� ���\ 7

7� � 
	�

 ��7/�%+� �� ��
 1�	��� '�+�	 ����� .�� �O-� ��� 2-�	�3 ���9�
 �Q �� 7� ����

1�� V"M� ����9 4
�� �	�-/ 7
�� ����9 P��	���� .�� *�	 V"M� ����9 4
�� �	�-/ 7
 7� ��
1����:�� 	� P��	 ��!, �� �	��testable 1�	� $��<��%� 7@[N� ��.���� 
�� :  

head(fData(ec)) 

 

�X�X[ ����9 �� '�+�	 ��� C�� 7
 � ���,9 7
��� . ����	 C�� *�	 7� E,	 *>%� ���
E�����
 ��: .�� �:	 
	�
 �(�� ���� �.��X� ��Q 7
 P����%� )����9 	� '������� �� �O-� ���	�;

E�	� ���	�; 1�O� ��+-( �� ���� E,�� ! 7
 P��-� )����9 	� 4��� '��� �� ���	�"
 �:	 ���
1�	��	
 b�\ ��M� ��	�; $�Q 1�O� � �,� P����� �� 4���!  
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ec<-testForDEU(ec) 

Testing for differential exon usage.(Progress report: 

one dot per 100 genes) 

.. 

7+�!� �
 1�N/
 �� P
���9 ����9��%� ���9�
 )�� 	� ���( �	���h� �	�� :  

ec<-estimatelog2FoldChanges(ec) 

 7
 �	 H37.,�5� 4��%� ���\ �� � 
���9 ����9 k��!� ����9 E,�
  �� P���( ���h� ����X�
�� 4�>M� 1�� e�� � k��!� �	 7\N; $��<���: :  

res<-DEUresultTable(ec) 

�-&� 
���9 k��!� �O-��� �	��-&���8 k��!� �	 �-�	������ 	�< �	� . *�!�"� �	 �%� �	�&�
�-&� 
���9 k��!� 	� �	�����%� 7@[N� ��� �� �	�� :  

ind<-which(res$padjust <=0.05) 

head(res[ind,]) 

 

�� �	 �;�
 '�� ��@� P�.���� ���\ 7
 ��ENSG00000119547+ ENSG00000266636  P
 1��9E,	 .�� *�	��):	 �	 �;�
 �� ���%� *�	�
�-
 � 1��
 L�!M� ����):	 �9 �	�� 7
 �O-� 	� ��

��%� ��!-� �� �� .E,	 4>M� ���.���� *�-J k��!� ����� . ���� 7>�9 �	 2�
 k��!� *�	 	���
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��):	 ���
 �� ����� �	��
 ��-�� ���
 �� ����� �	 P��� ���� ������ .7��%� �	�-/ 7
 *�	 �	 
	
����%� 7@[N� 	� ��� �<��; Pk��!� 6�� :  

tail(head(res[ind,],69),3) 

 

�� *�-J 
	�
 2�	��3 �	��%� ?�,�� ����	 ���:7@[N� � �\�; 
��
  k��!� *�	 ��9 7>-�	
1�--� H>&-�
 �� P��):	 �� �-!�� �� ����!� ���
���: S�	� ���� ��	��.  

9-7 #���%(�� 

�� V� "� 	� 1��9 E,� 7
 k��!� �
�; 7
 7� ��	� ��<� 
��,��U� C�� 7,�-��%� . *�	
C���	 �-���./ �� : �	��%�MA 7MX� � ���M�M�9 �	��%� P
 ���	�[ . 4U�� ��Q 7
 ���	��%� *�	

1�� B��M� ?����� 4U( ����	 .S
�� �� ���  �	��%�MA �\�U!;	  �	 4\�[ k��!� 2��%� 
	�

7!�

 DEXSeq ��	� ��<� . �	��%� ��MA  �9 �� 7� E,	 $���� 2-�	�3 �	��%� �� S�	� ��

 ��5� 
�� ��):	 �� ���
 *������x  ��5� 
�� ���( ���h� �y �� 7!(�: �@� ����� .  
 �	��%� S
��MA  p�� �� 
	�
exonCountSeq 7!�
 
�%-�	� �� � R�!� *�	 
���A� ��
 

DEXSeq E,	 ��<�� .��):	 S
�� *�	 ����X� 
	�	� 
��p �1�� B�5U
  �	 �!%�1/0  ��� �
 	�
 ��5� �	 ���; �� 7� �Q�X� � 1��� V"M� )���y �� S�	�T D� �
 	� ����: ��U5� �>J�� 
��

���-� . �	��%�MA �� 	���%� ��+�	 ��� �A� �	 1���!,	 �
 �	�� .1���� �� 4\�[ �	��%�
                             
9-2 E,	 1�� 1�	� 2��%� .  

x<-data.frame(baseMean = res$meanBase, 

log2FoldChange = res$'log2fold(esc/gm)', 

padj = res$padjust) 

plotMA(na.omit(x), ylim = c(-4,4), cex = 0.8) 
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���� 
������ ��	
�� "� D�
H I�
�� ����  

�� 7� 
�	��%� P��%� 1���!,	 *�&� �� �� 
	�
 ��):	 V!"� k��!� 
��,��U� 
	�
 �	��
plotDEXSeq() E,	 . �� 7!(�� C�	�
 2�	��3 P7!(�� C�	�
 ���
 
	�
 �	��%� �� ?�,��

C��%�$���� 
����>�	 1�� 
��,E,	 ��c3 . 4%/ 4��� ��Q 7
 ����� �O-� S
�� *�	 7���,�!�
��7� � 7� �-�
 7���[��
�� ���):	 
��)'�������E�&��� P�� '�� P���O!�	 � ��	�!
	 
��

E�����1��+�� � ���� (�� ���%� 
	�
7/�%+� �� ��<�� 
��
 1�	� p�� �� ��exonCountSet 
�-��
 7!�	� ���[ .7%� ��J
 7���[
����7/�%+� 
	�
 ��
 1�	� 
��ENCODE  E(��

�� 1�	� ���h� �!���
 ��
)� S
�� P4>M� *�	 �
 7O<	�� 
	�
 	c� P�������� . 1�� 1�	� ���h� S
��
E,	 ��<�� R�!� *�	 E���
� �� 4U( *�	 7
 {�
�� �(�Z	 4��( �� . E5� 1�� 1�	� ���h� S
��

 �	�-/plotDEXSeqSimple()  S
�� 7
�M� � 1�� 1�����plotDEXSeq() �� 4%/�-� .
�� �O-� )�� 7!(�� ���h� S
�� *�	 ��� �:	 � 1��� ?�,�� 	� 7!(�� C�	�
 ���
 ����X� �	��%� ��	��

7� � 
��):	�� ?�,�� 7� ��� 
��7���[ 4��� ��Q 7
 P��� 
����!;�, P�-��
 1�� 
����
��
 �-�	�; ?�,�� 4
�� )�� �!����� .  

 S
�� P�� �� �	��%� ��+�	 EO<plotDEXSeqSimple()  '�� �-�����exonCountSet  P
�� ?�,�� 7� ��� '����� )�:a�� �	��
 �� ���\ 7
(  
	�
 �X=-� V;�� �� ����  '�/ ��

��� E�N/ ��1 E,	 .1���� �� 7� 	� 
�	��%� ��� ��!,�
 9 -3 �� ��+�	 PE,	 1�� 7n	�	���%� :  

plotDEXSeqSimple(ec, "ENSG00000226742", legend = TRUE) 

                                                           

1- Legend 
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�+
,�� 9-3 :8�J� "� D�
H I�
�� +������ DEXSeq .
�K
� /L� +�� �!� �
�� M �N �
�

ENSG00000226742  >���@  � +�)esc   gm (;�� �6@ ���� �
7� >?  � 
� .� �!� ��                                 

���� +� 
OP�  +�Q 8� �
�gm ���� 
� 8J�
:4 +� �
�esc ;�� �6@ �
�� ��7�� .                                       

;�� �N DR1 S 
��4 �
�� "� 
@
� TK
��H� 8U��� 3�� 3����
0� . 3�� 6��4 ��� I�
�� � 6V                                         

W�P�4 ;�� )res[res$geneID = ="ENSG00000226742",] .(X�� ���" "� <�                              

� �!��Y� "� 
� 
0F4 S 
��4 �
�� �+
4�6�+�6� �+�� .� �!�8��4 S+�� 8� 
�   ���J1
? �
�                             

� ��0��S+�� 8� 
� >?3�Z� �!� 3�� +� �
�� �
��6@ ���� /�
�� 
�6�� .  

 ��ENSG00000119541 �� �� �� �	 ���D����
 E,	 ����!� ���
 �
 ��):	 �� 
��[ 7� .
1���� �� P��� �A� �	 1���!,	 �
 �� *�	 
	�
 1�� ?�,�� k��!�
 9-4 E,	 1�� 1�	� 2��%� .  

plotDEXSeqSimple(ec, "ENSG00000119541", legend=TRUE) 
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�+
,�� 9-4 : �N 8� [���4 I�
��ENSG00000119541 . 3�� +���+�
�  
	���esc   gm  � �!� �
�� M1  8�

;�� S 
��4 
OP�  +�Q .
0F4 +�Q 8� �+
4� �Y� "� ��� �,�� � �!� �
��;�� S 
��4 �+�� . 
��                        


4 \;�� ]�61 M� �!� 3�� 81 6���� ^6H 6�����)_�
2 :�+
�@ � �!�� 3.(  

�� )�� 1��, ��!,� �� �%� �
 P�	��%� �� �
 1�N/� �	��7� � 
	�
 �����	��%
  �� k��!�
 E��(HTML ��%� ��+�	:  

DEXSeqHTML(ec, as.character(unique(res[ind,1]))) 

 
��!���	� �� ��!,� *�	)����( (�� ��+�	 
��< $�&( 
��!���	� ���-� . 
��[ ����( *�	
75�\ ��
 ����( �� � 7\N; R� �/�( E,	 �� V!"� 7��:	�< 
���	��%� 
��[ . *�!�"�

 p�� '�� P S
�� ����
exonCountSet  )�� ����
 *���� � 1��
�� '�� �	 
�	��
 �!���
 7� ����
E,	 P����: ?�,�� .75�\
 1���� �� 7\N;
 9-5 E,	 1�� 1�	� 2��%� .  
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,�� 9-5 :8O��� 8�`?�  a+��!HTML >��� �6@ �
U�� 8�J�� DEXSeq  .8���� S
�`Q�   
�

�64���� 3�� 
� 81 
:��� �
�8��
� a"��� 
�;�� �6@ ���� /�
�� M6�� . 8O�� ��" +� ��V�4 � 6V

 8� <0�	 <� � 
H ��� � 6V 3�� "� b��+ �� ���� 3��JL�   ���� 8�
!�6V +�Q 8� �N �� S
�`Q� � 
H

8O�� �� "� ���7�� S
���V 81 ;�� ��
4 +
��?� +� �+ �N�+�c! .  

  

 %� ��
�
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���
 
�����Chipster  

• 2�	�; �	)
	 �	 1���!,	 �
 	� ��RNA-seq/Count aligned reads per exons 

for DEXSeq 4��( P?M� 4U( �� 1�� B��M� C�� e
�=� � 1��� C��%� 2�	�; 
��
7� � 
	�

 7��%� �	)
	 �	 1���!,	 �
 	� ��Utilities/Defne NGS experiment  ���� ��

����%� e�� � C��%� $��< �� . 4��( �� PC��%� $��< �� �
 1�N/ �	)
	 *�	
�� ��+�	 )�� �!���-(�� ?�	�( 	� 2����9 ��%�@-� � W�	�� d�\�� ��>�	 7� �-����9 .

7� � P�!���-( ��M�	��� �%� �

 7��%�� �
 	� 1��: �� 7
 e &!� 
�� �� ���>� ��/ �
 1��: ��!,)group (����%� V"M� . 

•  �	)
	 � C��%� $��<RNA-seq/Differential exon expression using DEXSeq  	�
7��!,9 � �	���< P���!�	��3 �� � 1��� R�"!�	
  �	�X�p  
�� � 1��� ?�@-� 	� �@� ����

Run ��-� �� � . 

• �� C�	): 4��( �� �� 
���9 ����9 k��!���� :7� � 
	�
 4��( ��
 �� 
���� � ��
�� 
	�
��):	 7� �������	� ����!� ���
 �
 
�� .4��( �	��%� �� 4��� )�� k��!� 
��

MA �� 
��,��U� � 2-�	�3 �	��%� �� P��):	 
	�	� 
���-!�� ����!� ���
 �
 
�� .  
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9-8 �34)  

�� �� ���������3 �	 1���!,	 �
 ��	�� 
��2�	��3 � ���� E����� '�(�)�	 *��-J P���� 
��
���%� ��+�	 .��	�� �
��RNA 7&��=� 
	�
 �
�; ����>�	
 '�(�)�	 ?�@-� � ���
 4A� B=, �� ��

�� ?�	�( '������9 .'�(�)�	 ��	�	�( ���9�
 � ���� 4.%,	 �����):	 q�,	 �
 E����� 
�� 
��
 PE;	�->���8 E����� 2��3 � L�!M�E,	 1��m�3 
��� . '�/ �	 R�-!<	 
	�
 C�� ��

7&��=� �� E����� ���� 4.%,	 �	 ���� E�&=�
 '�(�)�	 ?�@-������ �,��
 P���� 
�� �� ��
��):	 �	 1���!,	E,	 7��:	�< 
�� .  

7!�

 DEXSeq �� ��5� �	�
��� 
	�
 	� ��>�	 *�	 �
 	� ��):	 �	 1���!,	 �� ����� 7� �-�
�� ��1�	� �
 1�� 1�	� C�	�
 
���9 $7 %< �� S���� �� �%� �
 � ���-��%� ����9 ��-� 
	 .

�:a�� �	 �;�
 
��DEXSeq 7!�
 7
�M�
 DESeq �:a�� �	 �;�
 � 1��
7!�
 �
 )�� �9 
��
 
edgeR ��	� EO
�M� . *�-m%�DEXSeq E,	 )����9 k��!� ?�,�� 
	�
 �&
	�� 
��[ . '�+�	 �	 H3

 W,�� )����9DEXSeq �� P1���3 W,�� 1�� 7n	�	 S
	�� �	 1���!,	 �
 	� k��!� �	��
 
Bioconductor 7���[��%� 
��,��U� � 
���� .  
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10 -1 �����  

����� ���	
���
� �� ���	� ���� �	� �� �� ����� ����� ��� ��� !) #�	$� �%� ���	
&�
'(�(��)1 +� �,-�$�.�	� ('(�( �0 �1+� ��	�2 ��((�! .'(�(��) ��450 �0 678� �� +9�- ���

'(�(+� ��	�2 ��.�	� .+� +:;<
= #��� �� #�>� �'	%� .$��	�'(�( ��;?.$$1 ���@� A�� �� �� . �0
����� ��$B� C�� D��+EE5� �F�����	G��	�0 �( �������� �� .����� ��$B� �0 H	�I �����

��BJ	� ; +����$� .$�?�)#I +0���>7
� �9�$� ���� ; �� .$�?�) D�� �( ; '(	0 ��.��= H	�I �(
���(�>7
� �� +��>�+� ��	�2 �K�? �0 #��((�! .����� �L	
B������ #I F� �0 M���� �1 +���

 +�	�I ��BJ	� N��� �.$,O�)+�;�	�;�1 ��	� �H;�	�;�12 ��0 �G= (�.B� ;( � ; +�;A!� ��,-��
��	�;� �+�;�,$��
� �(�>7
� ��>� �� +-�0 ; �� ���� '.� C�,$1 #�!I�; 6:�J �( D>                           

+,O�#I +��$�3 )GO (D�R�;�2 �1 +
O�:	0�,� �����O� �� N
� #? �( '.� �
=�� ���                            
+� .$$1) ����KEGG )'�S�(�$��� �( 	�	�1 T��B
:�� #IH	�I ; ����4 ( ;Reactome ) '����2

'(�(� 4$1�;+,O�� ���.$�?�) ; ����O� ��� ((.$,O� .  
����� �� '(�G,�� �L	
B������+:�	� 4����? F� �( �� +0��RNA ;( ��� �0��0 .#�>� �!� +0��

4��	-����� �.��0 �,)�! ��	9 <=�� H	�I F� �� '(�G,�� �0 ��������7��� D�� �( ���                                    
#�>�4��	- V�E5� ���0 +0��#I �0 ����	�;� �� ��+� �,)�! ��1 �0 ��%9 ���.�	� . �L	
B�

'(�( A�:��? �� W2����� ��������NEG� �����	�;� ���0 ����	�;� �� ��� (�	� ��� �0 �1 +���
'.� #��0 �;�G,� �	X �.��+0����05  '.�(�!+� 6���� D�.0 ; Z��,� ���0 �� +,O�� H	KG� F� #�	�

(	
� [�.E� ; .���� '.� '.��@� .#I �(�>7
� ���
X� �� '(�G,�� �C�\� #�	$� �0 ; ��                      
��	�;��,�( ���� ���+,O� ��� �#I +��$�[�J( A�:��? #�>�� +>�:	0�,� �����O� �� 4��A)� �0

#��06  �� 4��1#��07 +� _���) ��.��;? .  
                                                           

1- Metadata 

2- Cytoband 

3- Gene Ontology (GO) 

4- Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

5- Retrieve 

6- Upregulated 

7- Downregulated 
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 NE) D�� �('	%�� +0����0 ���������� �)��� ���)�����(.&� �����( #I ���0 ����( ���
�`��; �0 �1 +���A�:��? �� �(�.B� ; �;�G,� #��0� ����� D�������#�>�� .�.= ��� �� 2                                                

+� �.�(�!+� +���0 ; a%0.�	� .  

10 -2 ������� ���	
���������� ���  

'����2'(�( ���� ����� �;�� �1 .���( (	=; �(.B,������#I ���0 +�����	�;� ��� ; ��
�L	E%�.$,O� #�� .����� 678� ���� C�� �(�����'����2 �� ��'(�( ���� ��:;��  ���!�.=

 ����GenBank )http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/(� '����2 �( �( �L�
,�� ; ��	��b ���
�=	� N0�J'����2 D��� ���� +�	�I ���UCSC Genome Browser )http://genome.ucsc.edu/ ( ;
Ensembl )http://www.ensembl.org/( +� ��;?(�!.�	� .Biomart )http://www.biomart. 

org/ ( M0�� F�� ���0 6��$� ��0��19 �� N9�� ���
X� c
Ensembl �� 4�0 ; 40  '����2                         
'(�(� (��( ���( .  

����� #(;A)������'����2 D�� �� N9�� ���#I �0 ���( (.B,� <0�$� ; �� #��0 ����( ���
e� ; ���!�.= ��	9 �0 '(�( '����2 �� �	&,O= [��X �� _� �;�G,� F� #(�1 N�
�� W

��	
&�� '(�(� �,O0 �� '(�G,�� [��X �� _� ; +,�( ��	9 �0 <��= f�,�( �( ; '(��? ���
Bioconductor '����2 �( �K$� �1'(�( ���� +� H�&�� �� 	&,O= +9�- .$�()'����2 �L	
B� +���

��	�;� �� ���2 ���
X� �1.���( �K�? +$�R�;�2 �L	E%� ; ��( �#�>����� �� 2 .  
'��
� F� ����( ��	�;� �� #I �� �L	
B�� ��� +��,�( .'����2 �� +-�0 �( D�� '(�( ���

'��
�� �,>� F� �0 +��,�(� +� '���� g�-.$1 .'��
� F� ����( #I �� �C�\� #�	$� �0� 
'(�( '����2 �( ���; ; ���!�.= +��,�(� Ensembl ��� .'(�( '����2 �(� Ensembl '��
�� 

 ����� �0 #I V,5� +��,�(ESGN '��
� ;�  �0 ��	�;� V,5� +��,�(ENST  �;��                           
+�(	� .'��
� �0 ';
�� '����2 �( 	&,O= �+��,�( ��	�;� �� #I +:�	� �� '(�G,�� �0 '(�( ���

) �	&,O= �( �1 �h�? ����BLAST +� H�&��(	�(�� A�� �#�>��� �� 2 . +���G� W�;�� F�
 #�	$� �%�Blast2GO )http://www.blast2go.com/b2ghome (����� �1 (��( (	=; �����

+:�	� ���0 �� 6��$� �(�>7
�+:�	� �� '.� �,-�$� ����.$,O� �,��$��� N�J �� �1 +���                                   
+�.0�� . ��1 D��,K0 ��J;� +��!#I H�� �� '(�G,������� D,)�� ���0 ���������� �� . ���G��,� +:;

��� '(�� +7�- ��.� �0 ��O� D�� .#I+� ���,��( H�� D�.$i .$��	�  A�� '(�G,�� (�	� �1 .$��0
.�	� <J�; .#I (�	� �( +,�H�� �1 +��O�� ������ �	$� �L	
B� A�� ��� '.� (��.��,�� #��
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� #(	0 (	=	� ��	9�  �+)��� ���
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� �� '(�G,��'��� ��� +��,�( .  
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X� ����� .
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'.� (�;?�0 (�.B�� #I #�O�� ��� �(�!�;�� +�	�I ���Ensembl  ;UCSC .$,O� �;�G,� . D��
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X� D�� ���Bioconductor  f�,�( �(
+� ���J.���! .  

10 -2 -1 ��#� $� %� ��
&�'�� ���
� ��(� ��)�
* +�,- ��
��
�
�%
�                                   

���
���
��./ �
�
�  

'(�� �� +>�m;� D�������� #(;A)� ���0 �������#I �0 .�.= ��� F� �� �K�? D,)�! ���
�,O0� ����� �( ��.��= V,5� �����R ��� . �#�O�� ���0 �,O0 D��org.Hs.eg.db  ; �,��( H��
�,O0 A�� ����( �0�@� ���2 ����( �K�? +�
� �1 (��( (	=; ���( C.� #���.��= ���0@� .�	org 

+�.$��0 .�,O0'��
� N�.�� #�>�� ��.��= V,5� ���'��
� �0 D�B� +��,�( ��� +��,�( ���
'����2 ����                       �H	�I �( #I ��BJ	� (�	� �( ���2 ���
X� �;�� A�� ; '(�1 _���) �� '(�( ��� 

�����������,�( �� '(�G,�� �0 #? �(�>7
� ���+,O� ��� +��$�)GO (.$,O� '��8 ; #I . �(
�,�( �&$�� ���GO #I ���0#I #�	$� �0 _K� NE) �( �1 +��� '(�( V�5@� �;�G,� #��0 �0 ���

.�'�+� �)�� �.�.�(�! .  
�,O0� '��
� ��$�� �0 #�O�� V,5� +��,�( ���Entrez Gene  �;�� +:; '(	0ID  ���

Ensembl +� A��.��0 .#I'.� +����$� _K� NE) �( ; �,��( �;�G,� #��0 �1 +�������( �.��                                 
ID  ���Ensembl .$,O� .�,�( .�	�2 �� N�J D���0�$0+,O� ���#I D�� �0 +��$� ��� H�L ���
 �1ID  ���Ensembl  �0ID  ���Entrez Gene '��
� D�� �� '(�G,�� �0 We� ; '.� N�.�� ���

�,�( +0����0 �.�.= +��,�( ���GO �,O0 ��� �����(��! ��	9 ����� . �� .$�?�) D�� �(
��� ���,�� N0�J A�� ���
X� D,)� ��( �� �(;.� .  
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 n+�res ) �( �1 #��0 +J��,)� A�:��? Z��,� �;��o+� ���� '.� ��=� _K� NE.��0 . n+� D��  
��� #I �� ���� �0 p�(� D�.$i ����( .#;A!� ���0 ����? A�:��? ���� ��� '.� H�&�� ��) ���0 ��

#I�� .(#I �.,0�+$B� �;�G� �0 ����? ��� �� �1 +���'.� #��0 ���( #�	$� �0 n+� F� �( �.��
res2 ��71 We� ; '.�(�! q��5,��� �E5@� ���E%�� ���Ensembl #I �K�? �� �1 +���

��	
&��  n+� �( ���� '.�? ��( �0 Z��,�deg +� q��5,��.�	�:  

res2<-res[!is.na(res$padjust) & res$padjust<=0.05,] 

deg<-as.character(unique(res2$geneID)) 

 ���	
&�87 .���( (	=; ��	
&� D�� �( �;�G,� #��0 �0 #I . +1.�� ��� D>
� +BJ�; (�.B�
G,�.��0 �;� . 4����; D�
� �0 +:;R �,O0 ;������ �;� #? �0 t	0�� ����  �;.$�;7  +,O��0

(	� (�&�� #I (�.B� D�
� . M�%� �� '(�G,�� �0org.Hs.egENSEMBL2EG �,O0 ���  V,5�
 #�O��org.Hs.eg.db +��E5@� #�	�#I D�� ����E5@� �0 �� �� ���Entrez Gene (	
� N�.�� .

 N�.�� �� +��X �;�� �,O0 D��ID  ���Ensembl #I �0 ��ID  ���Entrez Gene ���.  
��71� �$������  (	=	��,O0 �(� �����+� �� ����� �	,�( �� '(�G,�� �0 #�	�ls()  C�,$1

(	
�:  
library("org.Hs.eg.db") 

ls("package:org.Hs.eg.db") 
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45 �$���� �5 �( p7,H�.1 �>$�� ; '(	0 (	=	� �,O0 D�� �.�	� <J�; '(�G,�� (�	� �K�? �� F�
(��( +�,O0 ��� (�	� ���
X� �0 ��,B��X .�$��� D�� �� H�.1 ���%G9 F� ��� .���( �
$��� . �(

�$��� �&$��� org.Hs.egENSEMBL2EG +� u�5,��(	� . _&� D��,@�0 �;�� �$��� D�� ����
����� ���
X��� ���GO #I D�� ���0��� �� .  

�( ���(�� #�>� ���
X� �O5� ���1 m(�! n+� �( �,O0 �� +0��xx '.� q��5,��  We� ;
N�.��'(�( u	i��i �( �.B0 ���� xxd +� ��	9(��!:  

xx <- as.list(org.Hs.egENSEMBL2EG) 

xxd <- as.data.frame(unlist(xx)) 

 n+� ���	,%�xxd .��0 ��	9 D�.0 +,O��0:  

head(xxd) 

    unlist(xx) 

ENSG00000121410    1 

ENSG00000175899    2 

ENSG00000256069    3 

ENSG00000171428    9 

ENSG00000156006        10 

ENSG00000196136        12 

p�(� �;�� �1 +���ID  ���Entrez Gene #I ���0 �.$,O� �;�G,� #��0 �0 ���+� .$��	�
450 ���0 V-�� F� (�&�� �� W2 _��$� F� �� '(�G,�� �0 ; .�	� q��5,�� ��� H�L �1 +���

.�(�! q��5,�� '(�� +��) :  

ind<-match(deg, rownames(xxd)) 

degeg<-xxd[ind,] 

 ������87  ���0 �K$� +:; .���( (	=; �;�G,� #��0 �0 #I74  #IID  ���Entrez Gene  �)��
.�.�. �7��� �(� +� .B0�,�( ���0 #�	� ���GO  D�� �0 t	0��74 (	
� 	&,O= #I . ���
X�
�,�( ���GO  M�%� �(org.Hs.eg.dbGO �,O0 �(� org.Hs.eg.db (	=	� .$,O� . ���1 �0�@�

�E5@� ���0 �1�,�( �.,0� �.� H�&�� �� ���GO '(�( u	i��i F� �(  �0 We� ; '.� q��5,��
�&�,� ; '.�(�! _��$� V-�� F��  ���K) F� �( +��K�degeggo +� '��-v((�!:  

xx <- as.list(org.Hs.egGO) 

ind<-match(degeg, names(xx)) 

degeggo<-xx[ind] 



236  ���� ��	
�� 
��� ����
	��� �
� 
�
�RNA 

�,�( �0 +,�( D���2 ���A�:��? �( �1 +7>@� ���GO +� (�&�� #I F� �1 ��� D�� (	�
+��0 .��	� �,�( D�.$i� GO #�>� F� �� '(�� C;.= F� 6:�J �( Z��,� D�� _�>%� ; ((�! +0��

��( �1 '(�( u	i��i(	0 .��	5� '(�� '��	
� �.��0 #��? #? ���; .  
(��( (	=; C;.= F� 6:�J �( Z��,� _��$� ���0 '(�� '�� F� C�� D�� �0 .�,O0� 

AnnotationDbi  <0�� �;��select() � �1 '(	0+����� u�5,�� ���0 .��	������ N9�� ���
�,O0 ������� ���(	� �,)�! ��1 �0 ��.��= V,5� ����� .#���0 ��Ki .$����� <0�� D�� N��� : H��

�,O0� �����'��
� �������$��� �.�(�! <J�; 	&,O= (�	� +,O��0 �1 +��,�( ��� �1 +���
 H�� ; .�	� q��5,�� .��0�,O0� ���������� ��� .�$���+� �� �,O0 f�,�( �( ��� �0 #�	�

 �	,�(keytypes() �)�� .C�\� #�	$� �0 :  

library(AnnotationDbi) 

keytypes(org.Hs.eg.db) 

 

�$��� ��+� �� ���$��� �� H�.1 �� �0 #�	�#�>� ���( ���(	
� +0�� .+� D���0�$0#I #�	� �0 ���
 �� �;�G,� #��0 M�	� _�ID  ���Entrez Gene  M�	� _� ;ID  ���Ensembl Gene                                �0

�,�( ���GO #�>� +0��(�1 .+� ��1 D�� ���0 '(�G,�� ��� ���	,�( �� H�.1 �� �� #�	�(	
� :  

degeggo<-select(org.Hs.eg.db, as.character(degeg), 

"GO", keytype = "ENTREZID") 

degeggo<-select(org.Hs.eg.db, as.character(deg), 

"GO", keytype = "ENSEMBL") 

 p�(� .$i �L�
,�� �	,�( D�� �� N9�� +=;�- ��+� +0����0 #I �� ���0 .$1)�,�( F�� 
GO M- �� ���� �0:(  

head(degeggo) 
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�,�( ��� GO .$,O� .w1 F� �0 A��1  �( �1http://www.geneontology.org/GO.evidence 

.shtml +� M���� ���� .���� N0�J.��0 . _� �x	) �( '.� '(�( #�@� (��	� ��IDA  _� ;IPI  �0
 ; '(	0 +&$����,�� ; .���� N0�J +@����? ��	9TAS ��� +0��(� N0�J '.$O�	� ���	� ��$�� �0 .

�,�( �� �� +>� �0 [7B,� A�� �,�( ��� +,O� +,O�� .$�?�) N��� �+��$�)BP ( (�>7
�
 +:	>:	�)MF (�G:	� ;�  +:	7�)CC ( #	,� �( �1ONTOLOGY '.� ���K)+� �.��.��0 . �(

'(�( D�� ����� C��.$,O� �,@�0 ���A�:��? ���0 ���� (�	� 6:�J �( �� .  
�O��j� ���A�:��? �� +-�0 ��.B0 .���	50 �!� ���0 �� ��0 #(�0 +2� �,�( �� +-�0 ��? �>$�� ���

GO #I �(+$8 �;�G,� #��0 �0 ��� +� �.��( H�&�� ���- �� .�	� +�I ���K) F� �1 ��� H�L
��71 �;�� �1 +7w1� #I H;�	�;�1 �� N9�� ���18 ) 4����?ENCODE '(�( N��� �K$� ���

 H;�	�;�118 ��� '(	0 (����� ;����� ���GO .�$1 (�&�� �K�? . n+�res ) _K� NE) �( �1
.�(�! (�&�� (#I �;��+� �
� D���0�$0 ; '(	0 �;�G,� #��0 �0 �������� .���	-����� ���GO 

#I D�� ���0 +�;�	�;�1 ���
X� �0 ��.�$1 +0����0 �� .#I 6���� D�.0 H;�	�;�1 �;� �1 +���18 
 ��� '.� (	jG� �K�? +�;�	�;�1 V�E5� �� '.@� <J�; ���
X� #	,� ; '.�(�! ���O1�2

+� T � C;.= �� +�;�	�;�1(	�:  

univ<-as.character(unique(res$geneID)) 

univgo<-select(org.Hs.eg.db, univ, c("CHR", "GO"), 

keytype="ENSEMBL") 

univgo<-univgo[univgo$CHR=="18" & !is.na(univgo$CHR), 

c(1, 3:5)] 

10 -2 -2  %� ��
&�'�BioMart  ��(�
�
�%
� ���
���
��./ �
�
�  

�,O0� biomaRt 'I;�2 ��� Bioconductor '(�( '����2 �0 ��1 ���0 ��0��1 M0�� F�� 
BioMart +� �S���.$1 .(	� u�5,�� '(�( '����2 F� �1 ��� H�L �+�	&,O= �� �� N�J . +,��K)

��71 ��� ������2 )'����2'(�( ��� (+� ��(	
� (�&�� ��� �	,�( �0 #�	�:  
library(biomaRt) 

listMarts() 

���� D�0 �( �0 +,O��0 ��Ensembl .�$1 '��� .+� ��������� .���	-�����#I ���0 +��� ���
.�$1 +o0����0 �� #�O�� . <0�� F
1 �0 .��0 Woe�useMart()  '(�( '��o��2 �0M�o��� .�(�! . D��  

 .$����� <0��)���( ���� #���0 F� 6:�J �( ���� H��:  
ensembl=useMart("ensembl") 

                                                           

1- Evidence code 

2- Mart 



238  ���� ��	
�� 
��� ����
	��� �
� 
�
�RNA 

��	
&� F� �1 ��� H�L �'(�( '����2 u�5,�� �� W2� ((�! u�5,�� A�� '(�( . ���0Ensembl 
��	
&� D��'.� F�>G� #���.��= ��$�� �0 '(�( ���.�� .��	
&�� '(�( �� f�,�( �( ���                                    

+�(	
� ���K) ��� <0�� �0 #�	� :  

listDatasets(): 

listDatasets(ensembl) 

��	
&� �#�O�� ���0� '(�( #�	$� �0 ��hsapiens_gene_ensembl  H��$� �( ; '.� '.����
 4����; �u�,1 D�� y�iGRCh37.p12 ��� '(	0 f�,�( �( #? . u�5,�� �� W2��	
&��                    

'(�(��� +� n+� #�	�ensembl �0 �� �� (	
� +�����;�'(�( D��(���0 �0 �( A�� �� ��:  

ensembl = useDataset("hsapiens_gene_ensembl", 

mart= ensembl) 

 �1 +,J;����� ���
X� �1 ��� H�L �.� ���J�0 +,��( �0 '(�( '����2 �0 t����� ����� u�5,��
(	� �,)�! ��1 �0 +,O��0 �,7�) .$i H;A: ��	9 �( �0�@� �	X �0 ; '.� .'��
� �C�\� #�	$� �0� 

z+��,�( Ensembl �,�( ; H;�	�;�1 � ���GO z#I �� ���0 ��	- (	7��( �;�G,� #��0 ����($ .
.� .��	
&�� +!{�; ���
`9� (��	� D����1 +� '.����.�	� .+� D�� �0 ';
� �K$� �� 	&,O= #�	�

 H;�	�;�1 �018 (	
� (;.%� .+!{�;+� �� f�,�( �( ����,7�) ; �� <0�	� �0 #�	�
listAttributes()  ;listFilters()  (	
� ���K) . �,7�) ; +!{�; ��.9 #	i

��1 +���? ���0 � : �(��( (	=; +� '��-v ���!�.= n+� ;( �(.�	� :  

filters = listFilters(ensembl) 

attributes = listAttributes(ensembl) 

+!{�;�� .$����� .���! ���J '(�G,�� (�	� ��� H�L �1 +��� :ensembl_gene_id  �
chromosome_name  ;go_id  . �� D�$h
�chromosome_name  '(�G,�� A�� �,7�) F� #�	$� �0

+�(	� .����� �K$� �1 ��� D�� T.� ����������0 t	0�� ��� #I H;�	�;�1 �;� ���18  �)���(
.�(�! . <0�� �0 '(�( '����2 �( 	&,O=getBM() +� H�&��(	� .(��( #���0 ��Ki <0�� D�� :                          
+!{�; ��)attributes( ���,7�) �)filters( ��(�j� �)values ( ���� ;)mart .(+!{�; ��

'.� ���@� �
�J ���,7�) ;.�� .�0z#�� '��
� �� +,��K) ��(�j� �( ���� C�� �( �1 +��,�( ���
 n+�deg  �( ; '.� '(�G,�� �,7�) F� #�	$� �0 �1 �� +�;�	�;�1 H�� D�$h
� ; �.���( �	|�
 n+�chrom +� �)���( �� ���� '.� '��-v(��( . n+� #�
� A�� ����ensembl  L�0 �( �1

+� ���� '.� �,-��.��0 .6���� D�.0 +7w1 N>� �( 	&,O=�� ��� ����� m� :  
                                                           

1- Attribute 
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chrom<-c(18) 

query<-getBM(attributes=c("ensembl_gene_id", 

"chromosome_name", 

"go_id"), 

filters="chromosome_ name", 

values=list(deg, chrom), 

mart=ensembl) 

 �.� H�&�� 	&,O= �1 +,J;R +� ��0 �e�;�2 �0+� ; ((�!p�(� #�	� n+� ��.,0� �� �� ��
query '.�? N9�� (	
� +���0 :  

head(query) 

 

 M- .$i #I �� ���0+� .��	�.��0 �,��( (	=; .#�
� ���� �� '(�G,�� �( L�0 �( �1 ��	!
�,O0�,�( .$i �1 ��� D>
� �.� '���� A�� ��.��= V,5� ���� GO  '(�( V�E5� #I F� �0

(	
� .$��	- C�}�� �� (	- +9�E,-� M- A�� �K�? �� H�.1 �� ; .�	� .87  +79� ���K) �( #I
#I n+� ��$�� #�
� �0 �1 �,��( (	=; ��deg '.� 6���.�� . �!�#I ��� �(�) �0 �E%$� �1 ��

#I �,@�0 �1 (�1 .���	- ���
� �.�$1 C�,$1 ���� '.��(�!�0 	&,O= �( '.� '.��(�!�0 ���
#I ���K).���( �	|� +79� ��� :  

length(unique(query$ensembl_gene_id)) 

[1]289 

+� #�@� �	�	� D��#I �0 t	0�� Z��,� �K$� .���	50 �!� �1 .�( �� �;�G,� #��0 �0 ���
.���
� C�
�� 	&,O= �( �,7�) F� ��	9 �0 �� �K�? �1 ��� H�L �.�$1 �)���( .� �0C�\� #�	$ :  

query<-getBM(attributes=c("ensembl_gene_id", 

"chromosome_name", 

"go_id"), 

filters=c("ensembl_gene_ id", 

"chromosome_name"), 

values=list(deg,chrom), 

mart=ensembl) 

length(unique(query$ensembl_gene_id)) 

[1]72 
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+� �)���( ���0 �� �	,�( D�
� #�	�������������71 ���� #I �0 �,)�� V�E5� ���
 H�	�;�118 ��=� (	
�:  

query2<-getBM(attributes=c("ensembl_gene_id", 

"chromosome_name", 

"go_id"), 

filters=c("chromosome_ name"), 

values=list(chrom), 

mart=ensembl) 

.�	� 6��� ��(�j� 6���� #�
� �0 ���,7�) �1 ��� H�L �1 (	� �=	� .��0 .                         �.,0� ��&$�� �(
ID  +�I ���Ensembl ��� �,)�! ���J H;�	�;�1 H�� �#���0 ;( �� �( We� ; �,��( ���J .  

10 -3 �	
�� �� !��"�#��������$� %	&��' ��(� ���)*+,� �#�-
 �����.  

m;� ���0 c
`9� .$i �L	
B� �1 +���+$8#;A) �� +!.�#I +��
�               4����? F� �( ��
N��);�2�,�( +-�0 �( #��0 �.$0+$B� ��� +,O�� ��()�,�( ����+,O� ��� +��$�GO  �

 �����O�)+>�:	0�,� (';�! ���� �� �+,O���(�>7
� ��� (+� +���0 ����( (	=; �.$$1( .
+� '(�G,�� C	
B� �	X �0 �1 +���
`9��� .$����� .�	� :��	
&� A�:��?� #I1 )GSA( �

+$8A�:��?#I ����2+,O� A�:��? �� �+,-�$�3 .m;� D��                                      �;�� ; +���0 �:�j� D�.$i �( ��
'.� .��)1  �2  ;3 .(  

 C;.= F� (��	� 678� �(2  ×2 #;A) #	��? ���0+� �,)�! ��1 �0 +��
�(	� . Nw1 ���0
�4����? �I �O5#';�! �0 _� ��#;A) ���#��04 )#��0��) (';�! �0 _� ;#;A)��8 ��� #��0

+� '(�( V�E5�.�	� .450 �0 ';�! ;( �� We� ���J D�B� �(�>7
� ';�! F� �( �1 +���
+� _�Oj� �.���.� ���J �� .���(.�(�! .+� 6���� D�.0 (�.B� �1 (�( N�>@� '(�� C;.= F� #�	�

#I���- �� �( ���  T;�� �0 C;.= D��a  ��d +� V5@�.�	� :  

  6.7��)� .
��  6(�8.7��)� .
��  

�(�>7
� ';�! �(  a b 

�(�>7
� ';�! ��8 �(  c d 

                                                           

1- Gene Set Analysis (GSA) 

2- Gene enrichment analysis 

3- Ontological analysis 

4- Overexpressed 
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����� �� '(�G,�� �0 +BJ�; C�\� F� �&$�� �(����� n���� �( '.�? ��( �0 ���query  ;
query2 +� �S���(	� . +7w1 �	X �072  �;�G,� #��0 �0 #I ���	
&� ;7289  H;�	�;�1 �( #I18 
(��( (	=; .#I +BJ�; (�.B� (.� D�� H;�	�;�1 �;� (	=	� ���18 '(	�� �@!��0 (�.B� +:;���1 
biomaRt +� #�@� ��.�( .�,�(� 0005515  �(GO  #;�2�i �0 M���� D�R�;�2 F� ��$B� �0

 ; '(	0#I (�.B� ��� .w1 +�I ���K) ;( �� �( �� �,�( D�� �0 M���� ���)query  ;query2 (
+� m��
�.$1 .p�(� �O5������ C;.= ���#I �1 ���������� �0 �� �� �����GO �,�( �(� 

0005515 �,��( ���'.� �)�� �.��  ; �� �K�? We� �����(�0 �(+� '��-v ���!�.= V-��.$1 :  

indq<-which(query$go_id=="GO:0005515") 

indq2<-which(query2$go_id=="GO:0005515") 

V-�� D�� F
1 �0+� ��#I (�.B� #�	� �,�( #? ���0 �1 +�I ���K) ;( �� �( �;�G,� ���
�����'.� ����� �.�� ��(	
� m��
� . #	,�ensembl_gene_id holds �E5@� �1 �� +�I ���

+� ��� �.$��0 ���;(��( .�E5@� u�5,�� �K$� We�#I ��� �� (�.B� D�� �(�) �0 �E%$� ���
(�( .��	- #�@� :  

length(unique(query$ensembl_gene_id[indq])) # 44 

length(unique(query2$ensembl_gene_id[indq2)) # 132 

132  H;�	�;�1 �( #I18  �0�,�( D��� GO  ; '(	0 M����44 �,��( +�;�G,� #��0 A�� #I.�� .
 C;.= 6���� D�.02  ×2 #;A) D��B� ���0�� ��� ����� +��
� :  

  .7�6�)� .
��  (�8.7�6�)� .
��  

�(�>7
� ';�! �(  44 132 

�(�>7
� ';�! ��8 �(  28  =44  - 72 157  =132  - 289 

 <0�� F
1 �0matrix() +� �( W����� F� ��	9 �0 �� x	) C;.= #�	�R (�( 4��
� :  

mat<-matrix(ncol=2, data=c(44,28,132,157)) 

mat 

[,1]   [,2] 

[1,]   44   132 

[2,]   28   157 

                                                           

1- Return 
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#;A)'(�� �( +��
�+� 47>� D���(	� <J�; +���0 (�	� �@�) [�J( #	��? M�	� .��	� . D��
 �( #	��?R  <0�� F
1 �0fisher.test() +� ��=� W����� F� ���0 +!(�� �0((�! :  

fisher.test(mat) 

Fisher’s Exact Test for Count Data 

data: mat 

p-value = 0.02471 

alternative hypothesis: true odds ratio is not equalto 1 

95 percent confidence interval: 

1.069865 3.296576 

sample estimates: 

odds ratio 

1.86583 

 ��.j�p  +$B� ���0 C	
B� �	X �0 �1 ��� ���.j� �� �,
1 #	��? D�� ���0 ����? ���(
)05/0 (+� �,)�! ��1 �0(	� .�,�( D���0�$0� GO #I D�0 �( #;�2�i �0 M���� D�R�;�2 �0 ���

#;A) ��	9 �0 ��;�G,� #��0+� ���� '.� +��
�((�! .  
 C�\�'	%� �� 6��$��� '�!.�( F� �.B0� �,�( F� ���0 A�:��? D�� H�&���  (�G$� �(�>7
�

+� �S��� ��.�( .(��! H�&�� ���!�.= ��	9 �0 �,�( �� ���0 +,O��0 A�:��? D�� �N
� �( . #	��?
�	
&� A�:��? ���0 (.B,� ����>�� �� +>� �K$� ��)�! ���J +���0 ; a%0 (�	� L�0 �( �1 �@�)�� 

m;� ���� ; '(	0 +�I+� ���@� .B0 NE) �( �,@�0 ����A= �0 ��.�(�! .  

10 -4 0�	�%1  �� (�2	��)*+,� %	&��'��. ���  

Goeman  ;Bühlmann )2005 (m;��,�( ;( �0 �� A�:��? p7,5� ���� #	��?+,0�J� ���1  ;
<��=2 .�(�1 _�Oj� .m;� �(��71 �O5� �<��= ���� #I ;( �0 4����? �( (	=	� ���                               
�,�(+� _�Oj�.�	� :#I D�B� ';�! F� �( �1 +���)�,�( F� ����� GO ( ��71 ; �,��( ���J

#I'.@� <J�; ';�! D�� �( �1 ���( ���.�� .#I (�.B� We� ';�! ;( �� �( �;�G,� #��0 ����( ���
 �!� ; '.� �O��j� _� �0+$B� �&�,�'.$�( #�@� .��0 ��(� �,�( D�� �1 ��� #?� GO  C�B)

��� '.� .#	��?#I ���
X� �� �K$� <��= ��� D�B� ';�! F� �( ��)�,�( F� ����� GO (
��� �1 ��) D�� ; '(�1 '(�G,��#I �� F� #��0 �;�G,� ��	9 �0 �	0A� ';�! �( (	=	� ���                  

+
��� .�	� +� ���J #	��? (�	�.�( .  

                                                           

1- Competitive test 

2- Self-contained test 
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 �D�� �0 ';
�Goeman  ;Bühlmann )2005 (#	��? D����	
� .��; '�!.�( �� �� �� A�� ���!
+� _�Oj�.$$1 .#	��? �( C;.= �� �1 C	
B� ���2  ×2 +� '(�G,�� #I �.$$1)#I +$B� �1 +���

���- �(+� _�Oj� C;.= ���.�(�! (��	
� .��; #�	$� �0���! +� '(�G,��(	� . �0 ��B�; D��
m;���	
� �� �K�? �( �1 C;�.,� ����? ���.��; #�	$� �0 (��)� �� ����	
� ���                                                   '(�G,�� ���!

+���� (�|� ; N0�j� �( �(	� . f��� D�
� �0Goeman  ;Bühlmann )2005 (C.�            ���                  
��	
�+�I ���!1 ��	
� ;+�	�	� ���!2 +� F�>G� _� �� ��.$$1 .m;� �L	
B� +$,�� <��= ���

��	
� �0m;� ; '(	0 +�	�	� ���!��	
� ��$�� �0 +,0�J� ������2 +�I ���!'.� ��� !.�� .  
 _�Goeman  ;Bühlmann )2005 ( _� ;Maciejewski )2013 ('(�1 CL.,��                          �1 .��

m;���	
� �0 +$,�� ; <��= �����j0 �� ����,B� +�	�	� ���!� m;� ��� 2��OG� ; '(	0 ��
#��?.���( A�� ��� .C�\�_,��	�:� �� +���m;� �	� D�� �� �1 +���+� '(�G,�� ���� .$����� �.$$1 :

SAFE )4 ( ;Globaltest )5 .( M�	� A�� _,��	�:� ;( ���,O0 ���Bioconductor  '(�G,�� (�	�
+� ���J.���! .  

m;��,O0 �( +,0�J� ��� ���Bioconductor  ����GOstats  �topGO �,O0 .$i ;�  �( ���(
+� '���� �K�? �� +-�0 �0 �K$� �&$�� �( �1 .$,O� f�,�((	� .goseq �,O0 �� �1 ���

Bioconductor                      �( C	X +:�
,�� +���w� �B��X ���0 ��%�%E� �0 +$,�� �1 +�;� �� ����
'(�(+:�	� ��� +0��RNA +� '(�G,�� ����.$1 .�,O0� GSVA +� ��1 �0 �� +�;�                                �1 (��!
+$8� ���J +���0 (�	� �� 4����? Nw1 �( ����O� +�O� ����+.�( .�,O0� limma  �0 N
,@�

 �1 ��� +�;�'(�( �.,0�+:�	� ��� +0��RNA '(�( �0�@� f��j� F� �0 ������?A�� ���� DNA 
)voom (+$8 m;� ;( �� We� ; '(�1 N�.����	
&� �����  #�	$� �%� +�Iroast  ;camera 

+� '(�G,��.$1.  
�m;+:�	� V,5� A�:��? ��� +0��RNA  ���� C�� �( ; '(	�� f�,�( �( +B��; �	X �0

'(�( �1 .��0 D�� ��1 D��,K0 .���+:�	� ��� +0��RNA '(�( �0�@�����?A�� ���� DNA  '.���
��
C���� N���� �1 ��� H�L #? �� W2 ��,B��X ; ����) ����limma/voom  ��edgeR ( N�.�� ;

)_,����: �� W�����; ���\� ($1 +X A�� ��.$ . <��= m;� F� �+,0�J� m;� F� �C�\� #�	$� �0                             
'(�( ���0 C	X +���w� ��%E� m;� F� ;+:�	� ��� +0��RNA +� ���J +���0 (�	�(��!.                            

�( C�\���	
&� �� ��� ���� '(�( ���parathyroid  ; '.� '(�G,��+$,�� Z��,� #I �0 ��) ��                                     
#;A!��� (��� .  

                                                           

1- Gene-sampling model 

2- Subject-sampling model 
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C�\� �>$�� �� N�Jm;� �� +���#I �� +,��K) �((�! �S��� p7,5� ��� ���0 �;�G,� #��0 �0 ���
��	
&� '(�( ���parathyroid +� (�&��((�! .�,O0 M�	� �1 ��� �A�:��? ��� .w1� edgeR ��=� 

'.� '(�( ���	� _,@� NE) �( �,@�0 ����A= �0 �1 ��� +7���� N��� #? C���( �0 ; '.�.�� .
 ��(�j� ; .:	) �����}� �;�� +:;.= N��� Z��,�p )sig.edger ( �� ���(�0 ;ID  ���

Ensembl #I ���0 �;�G,� #��0 �0 ���)sig.edger.names (��� :  

# Differential analysis using edgeR 

library(edgeR) 

library(parathyroid) 

data(parathyroidGenes) 

d<-DGEList(counts=counts(parathyroidGenes)) 

d<-d[rowSums(d$counts)>= 

ncol(counts(parathyroidGenes)),] 

d<-calcNormFactors(d,method="TMM") 

meta <- pData(parathyroidGenes) 

design <- model.matrix(~treatment+time, data=meta) 

d <- estimateGLMCommonDisp(d,design) 

d <- estimateGLMTrendedDisp(d,design) 

d <- estimateGLMTagwiseDisp(d,design) 

fit <- glmFit(d,design) 

# Differential expression through time 

lrt <- glmLRT(fit,coef=4) 

temp <- topTags(lrt,n=100000)$table 

sig.edger <- temp[temp$FDR < 0.01,] 

sig.edger.names <- rownames(sig.edger) 

10 -4 -1 ��#� %� ��
&�'� 
� 
��
9� :7�� GOstates  

�,O0� Bioconductor  #�	$� �%�GOstats �.� �� +,J; �L	
B� ; '(	0 f�,�( �( 4�2 ��
#I �� +,��K) �1 (	=	� �;�G,� #��0 �0 ���+� N
� �(�
,�� N0�J 	%� �0 �.��0.$1 . �0 ';
�

#I �� +7w1 ; ���!�.= ���K) F� �D����� H�L A�� ���.��= F� H	�I ���� �� .4�2'(�( m��(�2 ��
 ;( �(�+� ��	9 �7��(��! :��71 �O5�� #I�,O0 �( ������� ��� ��.��= V,5� �����) �(

�&$�� :org.Hs.eg.db ( n+� �(reference.genes  ��	9 �0ID  ���Entrez Gene +� '��-v((�! .
 We�ID  ���Ensembl #I ���0 �;�G,� #��0 �0 ���) n+� �(sig.edger.names ( �� '(�G,�� �0

�,O0� ����� �����org.Hs.eg.db  �0ID  ���Entrez Gene +� N�.��(	� .                                  D�� �1 �.w1            
��(+� ��=� �� ���;��� '.� '(�( 4��
� ��� �( �.$1:  
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library(org.Hs.eg.db) 

library(GOstats) 

ensembl.to.entrez <- as.list(org.Hs.egENSEMBL2EG) 

reference.genes <- unique(unlist(ensembl.to.entrez)) 

selected.genes<-na.omit( 

unique( 

select( 

org.Hs.eg.db, 

sig.edger.names, 

c("ENTREZID"), 

keytype="ENSEMBL")$ENTREZID 

) 

) 

�,O0� GOstats #;A) #	��? #�>��+��
�;�) �� +��
�1  ������GO  D�0 �(#I #��0 �0 ���
#I Nw1 �0 �O��j� �( �;�G,�+� _���) �� ��?�;( .#;A) ���0 #	��? F� �L	
B�+� ��=� +��
�(	� .

#;A)+� �� +��
�;�) �� +��
������? �B��X D,)�! ��� �( �0 #�	�+,O� ��(	
� #	��? +��$� .
+� '.�( 678� ����#;A) #�	$� �0 ����? ��� �� ��L�0 �`� F� �!� �1 (	�+$B� +��
� ��(

 �( �(	� '(�( V�5@�4=�,w� #;A) A��+� '.�( +��
�(	� . �( ��B�; D��GOstats ���
`9� 
+X�� #	��?2 +� '.����(	� .+,O� F� �1 ��� H�L �D�� �0 ';
� +,O�� .$�?�) �� +��$�

)BP( +:	>:	� (�>7
� �)MF (�G:	� ;�  +:	7�)CC ( ��.j� F� ; '.� u�5,��p  ���0 A�� 6��$�
+$B� .�((�! _��$� ����? ���( . �1 ��� H�L ; '.� �;�� ���,����2 _��$� �0 A�:��? D��

#I �� +,��K)#I Nw1 ; �;�G,� #��0 �0 ����,O0 �0 '��
� ��� ����� �( #? �� (��	� D�� �1 �����
((�! _��$� �.���! ���J f�,�( .+� ��=� �� ��� (�	� A�:��? ��� .w1 �C�\� #�	$� �0.$1 :  

params <- new(‘GOHyperGParams’, geneIds=selected.genes, 

universeGeneIds=reference.genes, 

annotation=’org. Hs.eg.db’, ontology=’BP’, 

pvalueCutoff=0.01, conditional=TRUE, 

testDirection="over") 

 �	,�( �0 A�:��? D��hyperGTest() ��=� +� ���? �� N9�� Z��,� ; '.� �	,�( F
1 �0 #�	�
summary() (�( 4��
� 6��$� C;.= F� �(:  

go <- hyperGTest(params) 

go.table <- summary(go, pvalue=2) 

                                                           

1- Underpresentation 

2- Conditional testing 
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 n+�go.table  �;����71 Z��,�� �,�( D>
� ���GO ��� :  

head(go.table) 

 

+� �� C;.= D����	! �0 #�	� ���,7�) +$B� ����? ��� �� �1 +&��,� �K$� �1 (	
� �.$,O� ��(
+J�0 .$��
0:  

go.table.sig<-go.table[go.table$Pvalue<=0.01,] 

 ���	
&�87 �,�(� GO +$B� ����? ��� �� �1.���( (	=; �.$,O� ��( .�,�( D�� �� +>� ��
+� '.�( A�� x	) C;.= �( �1 ��� F��.�� _�Oj�(	�.  

10 -4 -2  :7�;-
* ��#� %� ��
&�'� 
�� Globaltest 

�,O0 �� '(�G,��� Globaltest ��� '(�� ��,�O� .'(�( .$����� �,O0 D�� +:; �0 #��0 +BJ�; ���
'(�( D�� �1 ��� H�L ; '(	0 �(;�; #�	$�.�(�! N�.�� A�:��? ���0 6��$� f��j� F� �0 �� .

�,O0� limma  <0�� �� '(�G,�� �0voom()  H�&�� �� ��1 D��+�.�( . .$����� A�� <0�� D�� +:;
C���� N��	�; ���� ��� �(;�; #�	$� �0 c�X W����� F� .C���� N��	�+� �� ���� �0 #�	�

 <0�� �� '(�G,��calcNormFactors() �,O0 �(� edgeR (	
� ����%� . �
�J c�X W�����
 �1 +���� ; NE) D�
� �(edgeR +$B� V�5@� ���0#I ���( '(�G,�� (�	� �;�G,� #��0 �0 ���
��� '.� (�&�� ��)�! ���J. 4�2 N����+� �� m��(�2(	
� ��=� ��� .w1 �� '(�G,�� �0 #�	� :  
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library(edgeR) 

library(limma) 

nf <- calcNormFactors(counts(parathyroidGenes)) 

y <- voom(counts(parathyroidGenes), design, plot=TRUE, 

lib.size=colSums(counts(parathyroidGenes))*nf) 

+� We� #�	���	
&� <��= A�:��?�  <0�� �� '(�G,�� �0 �� +�IgtGO() (�( H�&�� . ���,��                 
+� �)���( �� +O����� <0�	� D�� �1 (;���	
� #? �( �1 .$$1 ���( p�(� �( ���}�,� ; ��                        

#	,��,)�! ���J ��.�� .+� � :�� ��$�A! F� _��$� �0 #�	� �0 �� ��1 D�� �1 ��	� �	%� �0 �� <0
.�( H�&�� ��1(	- ��	9 :  

library(globaltest) 

gt.options(transpose=TRUE) 

 ���2 ��(�0 �)���( .$����� A�:��? ���=�)�&$�� �( :#���( M�	� �1 #��0 ��(�j� W����� F� �
voom() +,O� ���� '.� .�:	� '.� #	��? +��$�)�&$�� �( :BP ( ;�,O0 H��� ����� �����

 N�.�� #�>�� �1probe names  �0ID  ���Entrez Gene ��� �.��
� _���) �� .F� �� #	i                                 
�,O0� �����+� �,)�! '�K0 A�:��? ���=� ���0 ��.��= V,5� ����� �%� +)��� �,����2 F� �(	�

 #�	$�probe2entrez ��� H�L A��.  �� +,��K) �,����2 D�� �(ID  +�I ���Ensembl  �0ID  ���
 �( #�����$,�Entrez Gene (��( (	=; . n+�ensemble.to.entrez  (�&�� +,0�J� A�:��? +X �(

��� '.� .+� ��=� ��� �	,�( F
1 �0 A�:��? D��((�! :  

go2<-gtGO(meta$time, y$E, ontology="BP", 

annotation="org.Hs.eg.db", 

probe2entrez=as.list(ensembl.to.entrez)) 

�&�,�� A�:��?�  ��(�j� �0 +,��K)p �,�( �� ���0� GO ���:  
head(go2) 
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+� C;.= D���,�( �K$� �� ((�! �,7�) .��	� �� +���GO +$B� ����? ��� �� �1 �.$,O� ��(
.$��
0 +J�0 :  

go2.table.sig<-go2@result[go2@result[,1]<=0.01,] 

 �;�� '.� �,7�) C;.=997 �,�(� GO  �1 '(	010 �,�( (�.B� �� �,@�0 �0��0 �� N9�� ���
��� +,0�J� m;� .  

10 -4 -3  :7�<�=>� ��? 
@��A�  

�,O0� goseq '(��2 �� +�;�+� ������	
&� F� A�:��? �1 +���� �1 .$1�  4����? �( +�I
+:�	� +0��RNA +� H�&��+� H�&�� ��%E� C	X +���w� ���0 �(	�.�( . A�:��? �(;�;goseq  F�

F� �1 '(	0 F� ; �G9 �� N>@,� '.� ��� ���� ��(�0#�@� ��'.$�(� #I �;�G,� #��0 ����( ���
.$,O� .+� ���(�0 D�$iz+7�J Z��,� �� +���? �0 .��	� (	� (�&�� NE) D�� �( '.�? ��( �0 . +:;

�O�� ��&� ��(�0 D�� �( #I H�� ���>� �1 (	
� �=	� .��0:  

gene.vector<-as.numeric(reference.genes %in% 

selected.genes) 

names(gene.vector)<-reference.genes 

 n+�gene.vector ��� H�L ���
X� �;�� .                                          H�&�� �7��� �� �( A�:��? D��
+�(	� .�7��� �(�  <0�� F
1 �0 ��O5�nullp() #�; ��.j�                                         ����%� #I �� �0 +�(
+�((�! .H�� +�I ��(�0 �0 ';
�2 ;( �'.� ��� ! ���( �,����N��� :�5O�� 4����; H	�I                                          

�E5@� �	� ;� #I ��� ���� (�	� A�� .+� �� (	=	� (��	� <0�	� F
1 �0 #�	�
supportedGenomes()  ;supportedGeneIDs() (	
� +���0 . �#.� (�;?�0 �� W2

+� <0�� �� '(�G,�� �0 �� #	��? #�	�goseq()  ��=�(�1 . D�� #	��? �K$� '(�G,�� �0 #���0 ��
test.cats �,�( �0� GO  +>�I	:	�0 ���.$�?�))BP (��� '.� (;.%� .goseq  �	X �0

+
� H�&�� Z��,� ���0 ���!.$i #	��? ��%E� F� ��1(	-.�( .�7��� F� �1 ��� H�L D���0�$0� 
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((�! '(;A)� #? �0 ���!�.= . <0��p.adjust() M78 ��� F
1 �0���1	� ; +$���&$0 +0��1 
)BH (+� H�&�� �� ��%E� D��.�( ..0�� ���(� ��� ��	9 �0 +,O��0 A�:��?:  

library(goseq) 

pwf<-nullp(gene.vector,"hg19","knownGene") 

GO.wall<-goseq(pwf,"hg19","knownGene", 

test.cats=c("GO:BP")) 

GO.wall$padj<-p.adjust( 

GO.wall$over_represented_ pvalue, 

method=”BH”) 

 n+�GO.wall '(�( u	i��i F�� ��71 ���0 +&��,� �;�� �1 ��� '(��� �,�( ���GO                                                
+�.��0 .78 �,�(� #;A)+$B� ����? ��� �� �1 +��
�+� �1 .���( (	=; �.$,O� ��( �� �K�? #�	�

(	
� q��5,�� ���!�.= C;.= F� �( ��� �	,�( F
1 �0:  

go3.table.sig<-GO.wall[GO.wall$padj<=0.01,] 

10 -5 �456  

�0 ���0����� +�����;������#I ��� ���Bioconductor �,O0 �0 '
������ ��� �����
��	
&� �0 A�� +
�j,O� t����� ���.��= V,5�� '����2��� '(�(� D�0 +77
:�BioMart (��(                                 .

����������+� �� ��(�;? ��( �0 Z��,� +B0�� A�:��? �0 #�	� .��	
&� A�:��?�  �1 ��� +>�$>� +�I
+� �,)�! ��1 �0 Z��,� +,O�� ��OG� �0 F
1 ���0 678�(	� .m;� �� NJ�.�  A�:��? ���0 +79�

��	
&�� (��( (	=; +�I :m;� +,0�J� ���) ����GOstats(m;� � <��= ���) ����globaltest ( ;
m;� C	X +���w� ��%E� ���) ����goseq .(m;� D�� D�$h
�+� �� .��; ��$�� �0 .$��	�                
��	
� ���!)��	
� �� #I (_�Oj� A��.�	� �.$0 .  
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1- Benjamini and Hochberg’s false discovery rate (BH) 
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 �������	
  �� ���
 ���
��� �������	
 �� �� ���� �� �� �
� ���� �����  � ���
��!"
 �#�" �# �� �$%�� ��&'# ��($
� ��)�����* . �, �� -�.� ���
��� �������	
 /0� �# 1 ��2�
3

���� �4����" ��5�� ��2�
3 6�$7" 89��" �:1�4 ;�$�� �� ��0
�� .;�<" =��� �� ����
�� 0����&> ��������	
 :@��*�$A��1 )��D
 �%�#(F����G ����	
 H2 �
�$
 ����	
 1 .  � ������	
 =��

 ��*0���>�	5" �� J��
 1 ���
 ����� �����" �K��� ��0��� .���	
��($
� ��)�� �# ����                            
�" L�
�� M�N� ���A#0
�� . O��	
 8�	P� �� Q��$
 O��	
 �$A:�# ���# -�.� ������	
 =��

�5�$
���*�����4�# �$�)�� O��� �� 1 �0� L�
�� �R2��" ��� 0�$A� �" ��  � �� �� �'
3 O���
�� �	�> S�5" �� �2�T"  � �� �� U�$���	
 V .  

8��% ���# ���4 0>��N �	�> S�5" �<���" W��XG V�� ���# �� ����!� ���0
��� H0��� .
�" ��Y O�*0�A��
 ��	���� �� 0>��N =�����* . �"�% �� 8N�09 �� ��1�!� �	�> S�5" Z[�	R"

TIFF  ��PDF �"0
��XG .�	� ���" �� \�]�" =�� �21� �	
 ^0� �	�> S�5"0�� . �# �1�>
_`
� ;0" ���" �� ���a9�" �� �
� =P	" H=��  1 0���# �$��� ��1�!� �� �0� �$%�* ��� �#

���10b"0���	
 ;�	>� ���!� ��]1 �1� ��
 ���� .  
�" �� ������	
 \��
� �� ���0R� 8!% =�� ��@��G ;�T$
� ���# 0�
���  � �� �R2��"  � ���

� �$%�* ��� �# ��($
� �� �K����" ���N �
��# 1 cb# ���" H0
�0
��* .���
��� �������	
3  ��
8!% \��
� �� �����" ���N cb# ���" ����2�
3�" ���� F��G H0
��*0
�� .���G S�"1��" O��� 

 ����	
  ������ ��� �X2 H�
� ���!� 8��% \�
 1 -
��" ��]1 8"�� ��($
� ��)�� 89 ���
 �� 6�$7"R "1��" =�� ���#�" ���N �
��# 1 cb# ���" ��
 S�0
��*  .  

���G L���)" �# ��1�" �0$#�� �
����  �%��*;0" 1 ��]1 H8��% \��
� H��                                   S��� `
� ���
�"���* .���G �
�&" e�� �� fG�  �� ���)$
� �# =�R" �������	
 ��5�� ;��� HL���)" =��R  �K���
�"���* .  

                                                           

1- Histogram 

2- Scatter plot 

3- Exploratory plot 
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11-1-1 ��
� ���������� �
�  

8��% �"�% ��� ��, �#�$
� 1� �# ����!� ���� �" L�AT� g��#0
�� :h	$�#��1  ��$�1 1
 �%��*��2 .�" �0
��4 ��
 �5
��� ��1�!� �� h	AP�G JN��" ���* �� h	$�# ��1�!� �� H0
��

�" 8�P(� ���)�" i�T
8AP�G �� 0
��3 0
��� @�
 .� O�8AP�G ��0R� �#�j ���!� �� �� ��
�	
 h	$�# ��1�!� H�
�S����: O��� �
� �� O10# 0�
���0
�� g��# O�� . ��1�!� H8#�T" �� �21

8P� �� ��$�1�" ���)$
� ��1�!� O��� O�(
 ���# �
0�� ���0��� . O�� 1 ��:� �� ��$�1 ��1�!�
�" 8�P(� �]��� S���&>���0
� �X2 H0
���  �'
3�" ����� ���k� ��)�� F��� O10# O��� .  � �21

�$P
� �%�* �a
 �� 0��# ��  ��� �,��$9� . ����> ��0R� �*�) ����	
  � �� i�T
 ��0R� Z�<"
F����G (8��% 1 �0� L�59 ���A#  �%��* ��$�1 ��1�!� H0��# �����" ��# �D$A�3 �# ��0
�� .

 H0��# ���� ����> ��0R� �*� =���#��#�"�% �� �� �
� �$'#���4Y ���# �5
��� ���!� ���� 
��� ���)$
� ������	
 .  

;�<"�"�% �� ������ 0����&> h	$�# ��� :�10��1 h	$�#4 )BMP(0�	
�(
 ���!� 8��% �"�% H5 
)TIFF(�
�P> O�*�&4 e�$(" �1�* H6 )JPEG ( �%��* 1��� �P&� ����XG�#���7 )PNG .(

�� ���)$
� =��$(�# �"�% �� ��
  �%��* ��$�1 ����AG�p��P
�8  ���
� �"�% 1��XG�#���9 
)PDF (�
� .M�N� S��&> �# H���AG �p��P
� 1PDF �"�%�" �� 0�$A� 8��%��% ��� L� 0�
���

0���	
 -���� �� ��$�1 ��1�!� L� 1 �5
��� ��1�!� . 8��%  � �*� �21�AG �p��P
� ��PDF  ��
��	���� ���&" �#� �� 8!% =�� �� ��:�" ���R  H0���A#8��% ��$�1 ��1�!� 8"�� �'�� ��#�" ���

��# 0����4 .  

11-1-2 �����  �!"  

 8AP�G ���&" �# h	$�# ��1�!� ���# 1 �$%�* ���0
� �� ���!� O3 S����: ���!� ��]1
�" �0�5�
��� .���0
 �	�T$A" ��A)� H �%��* ��$�1 �� ��]1 . ���!�  � �*� H;�<" O���> �#

TIFF  �1�9800  1 O�$
600 �" �$)* H0��# ��AP�G 6��� F9�]1 �� ���600  ×800  ���#
                                                           

1- Bitmap 

2- Vector graphics 

3- Pixel 

4- Windows bitmap (BMP) 

5- Tagged Image File Format (TIFF) 

6- Joint Photographic Experts Group (JPEG) 

7- Portable Network Graphics (PNG) 

8- PostScript 

9- Portable Document Format (PDF) 
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 ����� 1480000 �
� 8AP�G .=�#�1� �� Z�&��T� ����!� =��� H;�$�5�� ���5/0  8AP�G�D"
��# 0���4 .  

 V�� ��v��� �� �� i�T
 ��0R� ���&" �# ��]1 -�.� H;�$�5��1 )PPI (��T
 �� �� ��:�" ���
v��� ��2 )DPI (�" �0�5�
��� .�" �� ��09�1 =�� v��� �� �� 8AP�G ��0R� S��� �# O���)4/25 

���"�$" (��	
 ��A)� .�" S�>�,� =�� ���&
�b" ���# 0�
���� ���0
�� �" �� ����!�0����4 
0��� ���)$
� H0���	
 0�2�� . ;�, �# ����!� 0����7# �*� H;�<" O���> �#4  v���) Z��10910 

�$
�
�$" ( ��]1 �# ��1�!� �� ���� 0���� ��
 ��5" 1 H0��� V��DPI 600  �� �
� @�[ H0���#
 8N�09 ��#�" ���!�2400  ���0
�$
� �# 0
��$# �� 0��# �$��� ;�, 8AP�G��"��5" �a
 � 0
�# .  

11-1-3 �(&)�% �
�  

�" ���N ���)$
� ���" -�.� �� �D
� ;0" 1��� 0����&> H0
��* :RGB  1CMYK . `
� ;0"
RGB �
�
� ��1�!� �1� ���N ���)$
� ���" �
���� �D(��	
 �� O������� ��a
 ��
 ;�T$
� �# ��$&" ��

�"���* . �"�N 6�$7" `
� �
 8"�� ���!�  � 8AP�G ��)R( H �&
)G ( �#3 1)B ( �$N1 1 ���#
�" i��7" L� �# =�R" ����T" �� `
� �
 =�� ��`
� H0
�� �K�" ���)��1�%� `
� �"�%3 ( ��

�" 8�P(�0��� . ��R]1 �� �
���� ����D(��	
 O��RGB �" ��� w
�� �0� ��5�� ��1�!� H0���
�
����8��% �� -�.� ��
 �� �"�% �# ���RGB �" ���4Y0
�� .  

CMYK �" JN�1 ���)$
� ���" V�� J���� ����� .-��" -���� M��, ����1��% ��� ��)C( H
 �
��.��)M ( ��� 1)Y(`
� �� �R�
1 6�, H�" ��5�� O�A
� ���# �K�" ������ . H=�� �# �1�>

 ���
 -��")K (�" ���N ���)$
� ���" ��% 1 ���!$N� 8�[� �# -�.� ��
���* .CMYK  �"�%  �
 `
��(���4 �
� .-��" ����;�, �� ;�, �� �K�" `
� 1 ���� UX: �� `
� 6�$7" ���                               

x�"�0(
 UX: �� �����" 8�P(� H0
���� .  
 �"�% �� �'�� �� ��1�!� S�5" �� �4�#CMYK �"0
��XG . �� �� ��1�!� S�5" ���
 �21

 �"�%RGB W��XG ��
 �"0���	
 .  

11-2  
� ������R 

R �"0��	
 ���4Y �"�% =�0�� �� �� ��1�!� 0
��� . H=�# =�� ��BMP  HJPEG  HTIFF  H
PNG  HPDF �AG 10�$A� y�$
� �� �$9�� �# �p��P
� .8��% L��AG ��� L� 1 �p��P
�

                                                           

1- Points Per Inch (PPI) 

2- Dots Per Inch (DPI) 

3- Additive color format 

4- Subtractive color format 
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8��% ���PDF �"�% �� `
� ���RGB  1CMYK �" ��5��0
�� .���� �21� �"�% �D�� ���
 `
� ;0" �� �'��RGB �" �
�&�$(G0��� .�" �� ��1�!� =�� ��]1 1 ���� ���k� �$9�� �# O���

0�$A� ��:� 8#�N �
�
3 �# ��
 ��]1 S�"1��" �<�� .  
�
�"�
 1��  �� 6�$7" �P�%��*R ���� ��:1 :���G  �%��*1 �P&�  �%��* 1��2 )1 .(  �%��*

�
� =���G z�
 1 [�# z�
 J#�� 1� �� 8"�� ���G . 1 ���� ��5�� 8"�� ����	
  � [�# z�
 J#���
�" �#��� �# �� O�P"� =�� =���G z�
 J#��� �� �����" �� ���	
 ��5�� �0$#� �� �� ��������	
 �� 0���

0���)�# ��:�" ����	
  � �# .�P&�  �%��*v�� 8"�� ���
�*  �4�# �21 ���&
 ��[�# z�
 J#��
�$A# �� ��) ��a
lattice  1ggplot2 (�P&�  �%��* ������G ���# �� �[�# z�
 J#�� \��
� ���


�" ���)$
� ����	
 L�
��0��� .�P&�  �%��* L� 1 ���G  �%��* L� ��5�� ����	
 1 ���# �$A�� ��
�	
 �� �'
3 w
�� �0����
1 �# O���� ���#���� ���k� �D�� ��� .  

��>�$A��  �%��* �� ����� \��
� �P��� L.�3  ���" �� �$�R]1 =��� �21 H�
� y�$
� ��
��"�R�  �%��*4 �A�
 ^��� .�$A# �� ��0
� ���A# ��0R� ��a
 ��iplots  Hplaywith  1rgl  =���

 �# �� �R#���R �"0����%� .0�$A�
 ���� O�0�� ��"�R�  �%��* ���# ��:�" �������	
 \��
� �21 .
 =�# 8"�R� �# ���10b" =��R �"�
�# 1� ggobi �
�7#�$� �� �4�# w
�� ������	
 ��5�� �# ��                 ���

 ��a
 �p��P
� �1�:rCharts �" /�,�#��� .�����  �%��*�" �� �$A�� ���� O����"�% � ���
��	
 ���4Y H0
0���* ����� [�# �� ��  �%��* ��$�1 �� h	$�# .  �%��* ���# ���� =��� �21

O�P"� ��"�R��	
 ��XG0��# .  
F7# ��� ���;�	R"���
��!" =��� O{ O��# �# w&��" S[�T" �� �0� �0��(" �����b
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 �� �'
3 ��5��R �" ���N �
��# 1 cb# ���" ��0��� .  

11-2-1 +,-�� 
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�  S�&���� O��# ����T" �� �
� �����	
 �����9)O{O1�*� H�����. 1 �� ( �� ���)$
� �# ��
�" F��	
 �D
� y��T"  �0�� .O�$
 �� S�&���� Z[�	R" ��)�
�	
�� (6��� 1 ��)S�&���� ( 1

���� f����" 0�
�	��" L�a�� ���� ���0
�� .�): ��  -����–   ��� 8��$A"  � �# �
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�" ���� O�(
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� �0� `
� F
��# ���&" �# ����� .             L� H�����9 ����	
 ��5�� �� F�G -�.�

                                                           

1- Base graphics 

2- Grid graphics 

3- Static graphics 

4- Interactive graphics 
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�
�	
�
���3 S��� �# S�&���� L� 1 �����4 �����4 =�� 1 �0� �0�# F��	
  � �# �0�#
���� f����" �[�# 1 h� �	
 �� �$4���D
� ��� �" ���� F��	
��� .  

O{ O��# �� �� ��1�* 0�� �� 1� O��� O�(
 ���# -�.� �����9 ����	
 S1�)� ���R" ���
�" ���)$
� H0
������ . 0���4 -
��" H��� @�5
� ���"3 O�"�3 ���:� �� F�G ����	
 L�
�� �*�

��# . S�&���� ���# �'�� ����	
 =�� �*� �21)O{���� ()� �� ��� L�
��O��# S1� ���"3 �a
 �� O��
��R"�	
 �����9 ����	
 H�
� �0� ���� |�7(� ��� Z�RN�1 �� ��1�* 1� F��	
 ���# 0
���

��� �$%�* ��� �# H0�$A� S1�)$" .�" ����	
 =�� �����" =��� �� ���# ��1� O���> �# �'�� 0
���
��� �$%�* ��� �# Q��$
 ���
��!" .�<" �# ^�% ��#��� 1� ��;�>�	5" �� ���� ����� 

parathyroid  ��R �" z��(�0
�� .  
 �� �����9 �������	
 ��5�� ���#R F�G S��� �# J#�� �� }�%heatmap()                                    ���)$
�

�"��� .���:� J#�� =��� �	
 ����	
 �� �
�0�� S����k� ;�	>�0�� . J#�� �� O3 ��: �# �X2
pheatmap() �$A# ��� pheatmap ) S��&> 1� �� �&����pretty heatmap  ����	
 ���R" �#

�&�� �����9 (�" ���)$
����* .���# �&�� �����9 ����	
  � �>�	5" ����� parathyroidGenes 
�� �"��	
 ��5�� ��� S��� �# O��� :  

# Loads the data 
library(parathyroid) 
data(parathyroidGenes) 
# Filtering 
keep <-rowSums(counts(parathyroidGenes) >100) 

>=ncol(counts(parathyroidGenes)) 
dooku <-counts(parathyroidGenes)[keep,] 
rsd <-rowSums(dooku) 
dooku <-dooku[order(rsd),] 
# Plotting 
library(pheatmap) 
pheatmap(log2(dooku),cluster_rows = FALSE, 

show_ rownames = FALSE, 
annotation = data.frame( 

(pData(parathyroidGenes)[,3:5])), 
border_color = "grey95", 
scale = "column") 

���� �0$#��$A# �� ��� parathyroid �" ���X*��#0
�� .O{ /X9 ���# fp
 �� ���� W��	�
�
�	
 �� �	�
 �� �����G H0
��� ���>�	5"� ���� ���" ���A��G���* . ���&" �# W��	� ;10:

O{ 8�� O��#�
�	
 =�# �� ���" -��" ��O�
3 �����9 ����	
 O0
��4 M��, =�� �� �� ������* �� .
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W��	� ��L$���D2 �# ���&" �� ���*2 �" 8�0&�0
�� .�" L�
�� �����	
 @�5
��
 �� ���
���D
 ��&� �$A��#� 11 -1 0��# .O�$
 �� ��� �:���0� 8�0&� ����T" ��� 2 ���&" �# �	$���D

2 y��T" �
�AP� =�D
��" �# ����	
 L�
�� �, �� 1 ���#�0� �0�#0
� . ���# ��$'# 89 ��� �*�
;�"�
�" ��� =�� H0��# �$��0
 ��:1 ���

���0 ;�"�
  � O���> �# �a
 �� ��
 �&��T� ���


��� �$%�* .  

  

�%
0�� 11 -1 :+���2& #� �(3 �
2�� 
�%��. %����� 4� ����� parathyroidGenes �(3 �#
56
7 . +�

9�7 :%�� ;��+<&�� �&
3 
0�%  �= 4� #�� >$� �(3 ��
?@$� 
�� 
� �&�A #� .  

�" �D�� /�, �� ��2�
3 �� 8��9 Q��$
 O���DESeq  ���" �� �
� �0� @�5
� L$(� 8!% �� ��
��� ���N ���)$
� .���� �� ���)$
� �# ��� ���0�� �0� ��&<� f
����1 �# W��	� ���);�"�
 ���


�0� (�" L�
�� �����9 ����	
  � 0���	
) ����	
 ��#�" �5��� ��F��	
 �
� �0(
 ����:(  

library(parathyroid) 
library(DESeq2) 
data(parathyroidGenes) 
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d.deseq <- DESeqDataSetFromMatrix( 
countData = counts (parathyroidGenes), 
colData=pData(parathyroidGenes), 
design=~treatment) 

d.deseq <-estimateSizeFactors(d.deseq) 
d.deseq <-DESeq(d.deseq) 
resultsNames(d.deseq) 
res <- results(d.deseq,"treatment_OHT_vs_Control") 
sig <- res[which(res$pvalue < 0.01),] 
vsd <- getVarianceStabilizedData(d.deseq) 
vsdp <- vsd[rownames(vsd) %in% rownames(sig),] 
library(pheatmap) 
pheatmap(vsdp, cluster_rows = TRUE, 

show_ rownames = TRUE, 
annotation = data.frame( 

(pData(parathyroidGenes) 
[,4,drop = FALSE]) 

), 
border_color = "grey95", scale = "none") 

 J#��pheatmap() ���� 0�)" JN��" �� ����A# �� 1 -2�: �*��1  � .�L�
�� J#�� =�� 
�" ����	
�&� �� ���R" ��0R� 0
���O{��1 �>�	5" O���> �# �'
3 �� fp
 1 ���� ��5�� ��  ����

0�� ���)$
� ����	
 L�
�� ���# .�&�O{���4 L$���D2�  	� �# �� �0�#K-means ���� ���                                    
O{���4 �D�0P� �# �� �#�(" ��$%� �# ����" �0�#�" ��5�� H0��0
�� .                                 �� ���)$
� =���	�

�&�O{�� �� ���4 H����	
 =��6��� �0�#O�P"� ��
 �� ���" ��XG���
 . 8�� ���# -�.� ��� =��
�>�	5" ������ �� 8P($" ����
� =P	"��. H-���� ���� ��0� 1 �� .�" �� ����	
 =�� �# O���

 O���# L�a��kmeans_k  �0>  � �1�)�5��� �� :100 (���4 O��	
 ;�R% 16��� �0�# ��
	
 ��5����:  

pheatmap(log2(dooku), cluster_rows = TRUE, 
show_ rownames = FALSE, 
annotation = data.frame( 

(pData(parathyroidGenes) 
[,3:5]) 

), 
border_color = "grey95", 
scale = "none", kmeans_k = 100) 

���D
 �� 8��9 ����	
� 11-2 �
� �0� ���� O�(
 .  

                                                           

1- Pseudogene 
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�%
0�� 11 -2 :���� +���2& #� �(3 �
2�� 
�%��. %������ parathyroidGenes  #� ��
?@$� 
�+D3EF 
�

%����� G�$�� ����  

�" �����9 ����	
  � =���	� �# ��
 O1�*� |$7" O��# ��2�
3 Q��$
 ���
��!" ���# 0
���
��� �$%�* ��� . �# 1 ���� 8�P(� ����	
 �� �
�*�0: 6���  � O1�*� �� W��	� ;10: ���&"

`
��" ���"3��� . O{ ���#ENSG00000119541 �" H�
� �0� ���
��� L'
 8!% �� �� O���
 ��� �� �� �����9 ����	
ecs )L'
 8!% �� �0� ��5�� (��	
 L�
�� ��� 0��  	� �# 1 :  

vismat <-counts(ecs)[fData(ecs)$geneID== 
"ENSG00000119541",] 

colnames(vismat)<-pData(ecs)$samplename 
pheatmap(log2(vismat), cluster_rows = FALSE, 

cluster_cols = FALSE, border_col = "grey95") 
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���� �A7
� W��	� ��� �� O1�*� |$7" ���exonCountSet )ecs ( 1 �0� x��7$
�
���4 O10# ����	
�
�	
 �0�#6��� �� ���" L�
�� �� -���� �� ���*O1�*� �
�P" O{ ;�, �� ��

���* |7(" .���D
 �� 8��9 ����	
� 11-3 �
� �0� ���� F��	
 .  

  

�%
0�� 11 -3 :E"�I� ���� J%
�3 �"(K 4� #� �(3 �
2�� 
�%��. %�����EF 4� �
� .                                   
� �% �%
0� L��

�%
0�� 9-4 (��
�� +5�
-& .  

11-2-2 
�
,?,�� %�����  

 �
�()(�3 ����	
  � ���
 ��, �#)2 ( ����T" O3 �� �� �
� F����G ����	
  � JN�1 ��
���� ���# 02�% S����k��  �T%� ��b" �1� S�&����)x ( ����T" 1p  �)�"  	� �# �0� 8�0&�

 ���&" �� L$���D210  ���	> ��b" �1�)y (�" L�
�����* . �� �����	
 =��� ����" �� �4�# ��
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 ����	
3�" ��
 �
�()(�0�"�
 .���0* 1 ���� O���% �� �
� O�()(�3  � ��&� ���� �	� �# �� ��
�" �:0��G .`
� �# O��# F��� 1 F���%� ����� S�&���� �*�`
� 6�$7" ��� 1 �0� ���"3

���"� �# �	���� i��4� 
 HH0
�� ��1�%� ����	
U�X: �
�()(�3 ����	�" ����� . ����	

 1 F���%� ����� S�&���� �&��T� ��0R� �� ���(*�"� 8#�N ���� ��*0��  � �
�
3 �# �
�()(�3

��R" 1 O��# F����" �K��� �'
3 ���"3 ����0�� .  
 ��� �� �5��� ��res �>�	5" ���# �� ����� parathyroidGenes  H��# �0� ��5����  L�
��

�" ���)$
� �
�()(�3 ����	
��� .���� =�� �# i�#�" ��2�
3 8!)" S��� �# L$(� 8!% �� ��
 ���" �� 8&N F7# c9�&" �� 1 �0� z��(� L�
���%�* ���N cb# ���" ��
 �����9 ����	
 . ���

res O�$
 �1�9 ���log2FoldChange  1pvalue                               �$%�* ��� �# ����	
  � L�
�� ���# �� �
�
�"0
�� .��� 0��H ���D
 �� �0� ���� O�(
 ����	
 11-4 �" L�
�� ��0��:  

# Analysis library(parathyroid) 
library(DESeq2) 
data(parathyroidGenes) 
d.deseq <- DESeqDataSetFromMatrix(countData = 

counts (parathyroidGenes), 
colData = pData(parathyroidGenes), 
design = ~treatment) 

d.deseq <- estimateSizeFactors(d.deseq) 
d.deseq <- DESeq(d.deseq) 
resultsNames(d.deseq) 
res <- results(d.deseq, "treatment_OHT_vs_Control") 
sig <- res[which(res$pvalue < 0.01),] 
# Generate the colors 
cols <-rep("#000000", nrow(res)) 
cols[res$log2FoldChange >=1]<-"#CC0000" 
cols[res$log2FoldChange <=-1]<-"#0000CC" 
# Produce the plot 
plot(res$log2FoldChange,-log10(res$pvalue), 

pch = 16, cex = 0.75, col = cols, las = 1, 
xlab = "FoldChange", ylab = "-log10(pvalue)", 
xlim = c(-2,2)) 

# Add the vertical and horizontal 
lines abline(h = -log10(c(0.05)),col = "grey75") 
abline(v = c(-1,1),col = "grey75") 
# Plot the points again to overlay the lines 
points(res$log2FoldChange, -log10(res$pvalue), 

pch = 16,cex = 0.75, col = cols) 
# Add a title 
title(main = "parathyroidGenes") 
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,& ��
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11-2-3  %�����MA 

 ����	
MA )3 ( ��b" �1� O{ O��# =�D
��" O3 �� �� �
� F����G ����	
  � ��
x  ���k� 1
 ��b" �1� �&A
 L$���D2 �� 02�%y �" L�
�����* . ����	
MA ���"� �� �R�
1 S��� �#� 

����3���  ���"��)
���# ���DNA �
� �0� �$%�* ��� �# .                         S�(��"�3 �� ����	
 =�� =���	�
�2��� �#��RNA �
� ���)$
� 8#�N ��
 .�>�	5" �� �2�<" �5��� �� ����� parathyroidGenes  �K���

�"��� .O{ 0��# �A7
0
�� �%�� H0
��� ��1�)$" O��# �� ���� :  

# Analysis library(parathyroid) 
library(DESeq2) 
data(parathyroidGenes) 
d.deseq <- DESeqDataSetFromMatrix(countData = 

counts (parathyroidGenes), 
colData = pData(parathyroidGenes), 
design = ~treatment) 

d.deseq <- estimateSizeFactors(d.deseq) 
d.deseq <- DESeq(d.deseq) 
resultsNames(d.deseq) 
res <-results(d.deseq, "treatment_OHT_vs_Control") 
sig <- res[which(res$pvalue < 0.01),] 
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 ���res O�$
 �1�9 H�
� �0� 8��9 �� ���baseMean )O��# =�D
��" ( 1
log2FoldChange �0
����# �� �� ���#� �
� 02�% ���k� ����T" . O�$
 =���	�pvalue 9 �1�

 @�4 ����T"p `
� ���# �� ���#�" �$%�* ��� �# ����	
 �� ��:�" L��> ���"30
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� �" L�
�� H���� ���N O3 �1� ��$A��4���* . O��� e�G ���# fp

 �P&� ��$A��4 i��4�" �� �,�T
 �� �
�*�0: S��� �# �21 Z��05" ��#�" i�T
 H0�
���G ���#

O{�0(
 O��# �� �0� O��# S1�)$" S��� �# �� �����" L�
�� H0
�0
��* .O{ S1�)$" O��# �# ���
J#�" �# 1 �'$
� ���" L�
�� �"�N ���O{ �# �&A
 �� 0
�� �0(
 O��# ������	$" 0
��* . @�5
��


��9�
 H����	
 ���� 8�	P� ���#� �" �,�9� ����� w
�� ��#�"��� . 0��R  =��� L�
�� ���#
���D
 �� ��
 ��#�" ����	
 1 �0� ���13 ��� �� �����	
� 11 -5 �
� �0� ���� F��	
 .  

# Plot 
plot(x = log2(res$baseMean), res$log2FoldChange, pch = 16, 

cex = 0.5, las = 1, xlab = "Mean", ylab = "Fold Change") 
grid(lty = 1, col = "grey95") 
cols <-ifelse(res$pvalue>0.01|is.na(res$pvalue), 

"#000000", "#CC0000") 
points(x = log2(res$baseMean)[cols = ="#000000"], 

res$log2FoldChange[cols = ="#000000"],pch = 16, 
cex = 0.5) 

points(x = log2(res$baseMean)[cols = ="#CC0000"], 
res$log2FoldChange[cols = ="#CC0000"],pch = 15, 
cex = 0.75, col = "#CC0000") 

box() 

11-2-4 Q��I�R(��  

@1��"1�� �� fP>  � �� L�
��  � @��*�K0�� ;��
  � ���)h�������� (�
� . ����	
 =��
�0�� ����	
  � LA5� ���# Z��<��@1��"1�� �� ;3 �# S�N1� ���* 1 �0� �$%�* ��� �# ��0
�: ���

 1 }�	.��" �0�"�
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� �$&2���� . �� ����	
 =�� O{ O��# S�R2��" ��
O{ ��RN�" F��	
 ���# JN��" �� �4�#�" �$%�* ��� �# ��0
�: @�
{ �� �0� O��# ������ . �1�>
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����1 1 �� � w
�� ��
 ���$4�
 ��� 
�" ���
��!" @��*�K0�����* .  
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1- Isochore 
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0
��* �%�� S1�)$" . �21 �$%�* S��� �����9 ����	
 ���# �0� ���� z�]�� W1� M&, ��� =��
�" ���P� ��
 �5��� �����* :  

library(parathyroid) 
library(parathyroid) 
library(DESeq2) 
data(parathyroidGenes) 
d.deseq <- DESeqDataSetFromMatrix( 

countData = counts(parathyroidGenes), 
colData = pData(parathyroidGenes), 
design = ~treatment) 

d.deseq <- estimateSizeFactors(d.deseq) 
d.deseq <- DESeq(d.deseq) 
resultsNames(d.deseq) 
res <- results(d.deseq, "treatment_OHT_vs_Control") 
sig <- res[which(res$pvalue < 0.01),] 

���4Y �� fG� O{_S1�)� ����� ��� �O��# ��R" ��� �� ���sig ��RN�" �� �
� @�[ H ���
O{ =�� �"1��"1��0
�� �%�� ��
 �� .5
� ���# ��0R$" S�
�P"������ ��:1 ��� =�� @ . �5��� �� �21

�$A#  � ��� ����9�" ���)$
� ��0
�: |$7" ���D
��� .  

library(org.Hs.eg.db) 
keys <- keys(org.Hs.eg.db, keytype = "ENSEMBL") 
columns <-c ("CHR","CHRLOC", "CHRLOCEND") 
sel <-select(org.Hs.eg.db, keys, columns, 

keytype = "ENSEMBL") 
sel2 <-sel[sel$ENSEMBL %in% rownames(sig),] 
sel3 <-na.omit(sel2[!duplicated(sel2$ENSEMBL),]) 
sel3$strand <-ifelse(sel3$CHRLOC < 0, "-", " + ") 
sel3$start <-abs(sel3$CHRLOC) 
sel3$end <-abs(sel3$CHRLOCEND) 

O{ ��RN�" O0� |7(" �� fG�" HS1�)$" O��# ����� ������� =�� �� O��� L�
�� ���# ��
���)$
� @��*�K0��  � ��� .���� ��:1 @��*�K0��  � L�
�� ���# ��10R" S�
�P"� 1 �����#� .              

�{1�G� Bioconductor �" ��'�(�G ��� =�� ���# �$A# 1� 8N�09 L�
�� ���# �R#��� �� 0��
0
��� @��*�K0�� .�$A#� �	�0N ��idiogram �$A# �# �#�4 �# �� �$��� @�
� geneplotter  

�" ���0�� .�$A#  � �� �5��� ���  O���> �b� ��0�0:ggbio �" ���)$
���� . �# @�0N� �� 8&N
 ��� �� �
� @�[ HL�
���: �5
�O{ ��RN�" �1�9 ����� ��5�� H�
� S1�)$" O��# �# ��� .

 ����ggbio  ����� �# Z��0	>�: �5
��" ���0�� :  
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library(GenomicRanges) 
tt <-org.Hs.egCHRLENGTHS 
read <-GRanges( 

seqnames = Rle(paste("chr", sel3$CHR, sep = "")), 
ranges = IRanges(start = sel3$start, end = sel3$end), 
strand = Rle(sel3$strand) 

) 

 fG �� ��� O0� �$4�
�:�5
��" L�
�� ��� W1� �# @��*�K0��  � H���* . @�[ �A7

�� �� �
���@1��"1�� �0�#���
 �1� ��0
�� ����G �
�A
� ��� .�$A# �� ��� =��� biovizBase 

 ��� ��hg19IdeogramCyto �
� �0� ��&R� .���� =�� �� �
� ��Y �# @�[ 8&	
� �# ���	� ��
�7A
 @�
{�  F����1hg19 0�$A� .@1��"1�� 8�	P� �'�� /0� �5��� �� O�� �
� ��) ���

 ��
 S�R�N���� ��0
��� ���9 ��(@1��"1�� �'�� �X2 H J#�� �� ���)$
� �# ��keepSeqlevels() 
�" U�7$
�0
�� . J#�� �� ���)$
� �# @��*�K0�� fp
ggplot() ��,  	� �# 1 |$7" �0�#

�" L�
�� @��*��������* . O3 �� fG��RN�" =�� H���'
 ����	
 8�P(� ���# S��� �# �
{ ���
���"��� �" ��1�%� ����	
 �# �"�N0
�� .��� O��� ���4Y �� fG H8��9 ����	
 F��	
 ���#H  @�

O3  h����" ���)p :(  

library(biovizBase) 
data(hg19IdeogramCyto, package = "biovizBase") 
data(hg19Ideogram, package = "biovizBase") 
hg19 <- keepSeqlevels(hg19IdeogramCyto, 

paste0 ("chr", c(1:22, "X", "Y"))) library(ggbio) 
p <- ggplot(hg19) + layout_karyogram(cytoband =  
RUE) 
seqlengths(read) <- 

seqlengths(hg19Ideogram)[names(seqlengths(read))] 
p <- p + layout_karyogram(read, geom = "rect", 

ylim = c(11,21), color = "red") 
p 

���D
 �� 8��9 ����	
� 11-6 �
� �0� ���� F��	
 .  

11-2-5 >3��"% " EF �
�%
@W
$ �#
$%��&  

���
1� ���
��!"�$A# w
�� @��R" ���� ggbio �
� ���
 Z�$&A
 .���
1� �
�A
� ���
 @��R"�# 8&	
� ��hg19  �� �$A#  � S��� �# O�A
� @�
{Bioconductor �
� y�$
� �� .  �
 ����	
 �
{ ��$4�
 8"��)O1�*�O1�$��� 1 ���� ( ���5
� S�>�,�)y�PR" 1 L�T$A" ( ��RN�" 1

�" ��5�� ��9�" =�0�� �� �"1��"1����� .  
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�
5�� �
�EF +� X���& �
� :"
?@& E
�� ��%�� �
�

+���2& #� +6 ���� �
�parathyroidGenes �(���I Y
@<@$�(�� .  

���� �A7
� ���
1��$A# �� @��R" ���� Bioconductor  O���> �b�
TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene �" x��7$
�0
�� .��RN�" fp
 ���

 O���G 1 \1��)��# �): -A9 �# (�$A# ��� ����9 ��0
�: |$7" ���D
org.Hs.eg.db 
�" �$%�*0
�� .O�	� O3 �� fG =�� H0� ���� z�]�� @��*�K0�� ���# ��
 8&N F7# �� �� �
�*

��RN�" ���  � �# ���: �5
� J#�� �� ���)$
� �# 1 �0� 8�0&�autoplot() �" L�
��0
�� .
�" L�
�� �
�*�0: w4  � �1� ���
1� ����� .�" �
{ ��$4�
 =�� �21 ���� ��
 F��� 0
���

��� .A
  ��7� �$%�� F��� ����� ���
1����� 1 ���� L�
�� �D�0P� �[�# �� �� ���            
O1�*�O1�$��� 1 ���"�#�� 09�1 w4  � �1� �� O{ O3 ������* .�" �"1��"1�� ��RN�" �# 0
���

 J#��  	�plotIdeogram() ��� L�
�� .�" @�5
��
���� �1�9 8"�� ����	
  � O���� 
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 J#�� �� ���)$
� �# �� ����>tracks() ��	
 L�
�� .���D
 �� 8��9 ����	
� 11 -7  ���� F��	

 8"�� �A��
0�� 1 �0�R �
� �0� �K��� ��� �� ��
 O3 ���#:  

library(TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene) 
library(org.Hs.eg.db) library(ggbio) 
txdb <- TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene 
columns <-c ("CHR", "CHRLOC", "CHRLOCEND") 
sel <-select(org.Hs.eg.db, "ENSG00000119541",  

columns,keytype = "ENSEMBL") 
wh <- GRanges("chr18", IRanges(61056425, 61089752), 

strand = Rle("-")) 
p1 <- autoplot(txdb, which = wh, names.expr = "gene_id") 
p2 <- autoplot(txdb, which = wh, stat = "reduce", 

color = "brown",fill = "brown") 
p.ideo <- plotIdeogram(genome = "hg19", subchr =  
"chr18") 
tracks(p.ideo, full = p1, reduce = p2, 

heights = c(1.5, 5, 1)) + ylab("") + 
theme_tracks_sunset() 

11-3 ���� �
	�  	�
���!   

����� �b)� �1� �� ����	
 ^�% ���0��� �" ��5�� F��	
0��� .���4Y�  S��� �# ����	

O�P"� -
��" �����" U�7$
� M��, ��  �" 1 �10��1 8"�> L$A�
 �1� ����!� 8��%  � ��XG

�
� .�" ����� �21���* ;�	>� �0� ��5�� ����	
 S����: �1� ��$'# ;�$�� �� ��� .O�	� �
�*
�"0T" �� ��� O�P"� h	$�# �� �5
��� ��1�!� ��]1 ���k� H0� ����� ��
 8!% =�� 1 ���# ��XG

�" ��
  �%��* ��$�1 ��1�!� ���# O3 �# �1�>��� |�!7� `
� ;0" O��� .  
���� ��� ��� ���(* H�
� �0� �$%�* �a
 �� ����	
 L�
�� ���# �� ����#� 0��# �0$#� H����" .

�" ��a�" =�� ���# �P�%��* ���#� =�0����� JN�1 ���)$
� ���" 0
��� . ����	
  � ��5�� /0� �*�
�"�% Z[�	$9� H�
� ��($
� ��)�� �# ���TIFF  ��PDF ;�	R"�"�% =��� W��XG 8#�N ���

$A�0� .8��% �� \�
 =�� ���# �P�%��* ������#� ��$
� �� ���)$
� �# ��tiff()  ��pdf()  ���(*
�"0
�� .;�<" M#��" ����	
 L�
�� S���$
� H�P�%��* ���#� O��(* �� fG                                   ���� [�# ���
�"0
�� .0��# �P�%��* ���#� H��#�" S���$
� �10� �� fG ��� �$A# . ��$
� w
�� ��� =��

dev.off() �" @�5
���� . H��9�" =�� �� �P�%��* ���#� O0� �$A# �� �
� ��13��� �# @�[
�
� ����9 .���� S��!�����. ��� �:1�4 ����	
 L�
�� 1 �P�%��* ���#� �# ��
 �0R# ���
�" O�	���0
�� .  
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�%
0�� 11 -7 : 
�F �
�%
@W
$ #� �%�����)+@�
� 9�
6 ( >3��"% ")�&
6 (EF ���� 

ENSG00000119541  +6+���2& %� :"
?@& E
�� 
� E"�I� "� ��%�� �����
� ENCODE >$� . EF L��

 Q"#�&"�6 (<�� �"#
� %�18 >$� �(3 VA�" .  

 �0"3 �
� �# O1�*� ��2�
3  � �� �� O{  � �� 8��9 Q��$
 ���# 0����7# �*� ;�<" O���> �#
  � H�
��(T
� �" H0��� L�
�� �����9 ���!�  � �� ��� 0�� �� 0�
���tiff �" ��5�� H0��

0���	
 ���)$
�:  

tiff(filename = "heatmap1.tif", width = 1000, height = 
1000) 

vismat <-counts(ecs) 
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[fData(ecs)$geneID = ="ENSG00000119541",] 
colnames(vismat) <-pData(ecs)$samplename 
pheatmap(log2(vismat), cluster_rows = FALSE, 

cluster_cols = FALSE, border_col = "grey95") 
dev.off() 

 ���!�  � 0�� =��tiff �" ��5�� 8"�� \�)��� 1 }�> �� �� 0��1000 �
� 8AP�G . =��
 v��� �
 �� �$(�# ��0
� Z[�	$9� X.�� �1� ���!�)8 �$
�
�$" (��# 0���4 . ���" �� [�# 0�� �*�

0� 0���4  ��� ���A# ����	
 -2�N �� =$" =�� �� 0�� 0����4 Z[�	$9� H0��� ���N O�"�3 .
����9 �� �
� @�[ =���#��#���0
� 1 ����	
 ���� b!� �� =$"0��� z� .�" �� ����� =�� �# O���

 �� �P�%��* ;�	R" ����$"���G L�a��R  J#�� M��, �� 1par()  ����	
 L�
�� ��$
� �� �� 1
 ��� ;�<" 0�
�	���� @�5
�:  

tiff(filename = "heatmap1.tif", width = 1000, height = 
1000) 

vismat <-counts(ecs) 
[fData(ecs)$geneID = ="ENSG00000119541",] 

colnames(vismat) <-pData(ecs)$samplename 
par(mar = c(4,1,1,4)) 
pheatmap(log2(vismat), cluster_rows = FALSE, 
cluster_cols = FALSE, border_col = "grey95", 
cex = 1.5) 

dev.off() 

 �P�%��* ���#�  � ���#PDF  �# 1 �0(
 ���� |�!7� 8AP�G 09�1 ���&" �# \�)��� 1 }�> H
�" ���)$
� v��� 09�1 �� O3 ��:��� .�" L� ���� 8�� ��0���	
 ���)$
� 8AP�G �� 0�
��� . �21

0� 0����4 �:��" g��# ���A# 8��%  � �# �'$
� �� �P��� �� 1 ���	
 L�AT� ��]1 �# ��
3 0��# . �#
 ���# H;�<" O���> ��]1 �# �� ����% =$���DPI 300 �" H��� V��8AP�G L59 0�
��� �# �� ��

300 0��� L�AT� :  

pdf(file = "heatmap1.pdf", width = 1000/300, 
height = 1000/300) 

vismat <-counts(ecs) 
[fData(ecs)$geneID = ="ENSG00000119541",] 

colnames(vismat) <-pData(ecs)$samplename 
pheatmap(log2(vismat), cluster_rows = FALSE, 

cluster_cols = FALSE, 
border_col = "grey95", 
cex = 1) 

dev.off() 
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 8��%  � ��5�� H@1�2 S��� �� =�� �# �1�>PDF  `
� ;0" ��CMYK O�P"��
� ��XG . =��
��#  � 0�"���
 ��� S��� �# �� `
� ;0" �� ���# �%�]� O�cmyk  �%�����"���� :  

pdf(file = "heatmap1.pdf", width = 1000/300, 
height = 1000/300, colormodel="cmyk") 

vismat <-counts(ecs) 
[fData(ecs)$geneID = ="ENSG00000119541",] 

colnames(vismat) <-pData(ecs)$samplename 
pheatmap(log2(vismat), cluster_rows = FALSE, 

cluster_cols = FALSE, 
border_col = "grey95", 
cex = 1) 

dev.off() 
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)piRNA(  

25  �+33 
��+�^,���  

6�/��$� ������ ��
 _��+ "�� 	�e�+

f��/ 
������ 
� f�/
2�V/����  

20000>  2�F�+
��g$��	+�	+
�)��  

RNA  	N#��	�
)�
����  

)endo-siRNA(  

21  �+26 
��+�^,���  

D���	/  �� "��
'����
 ���RNA 

���1  

h�,����  )d )��# 2�F�+  

RNA  ���$�
����  

)snoRNA(  

60  �+300 
��+�^,���  

D���	/               �� "��
)�	��%� ���RNA ���1  

260>  	��-+ 
� '�
�K�
 	%�� �%��:��

RNA ��  
RNA ��$� ��

����  
)snRNA(  

150 
��+�^,���  

RNA �,i/ ��	�II  �III 9 "�����B   
� '�
�K�
 	%�� \��	�

RNA ��  
RNA �L��  

)tRNA(  
73  �+93 

��+�^,���  
RNA �,i/ ��	�III  500> �:?	+� mRNA 

4�^+�	/ �#  
RNA "���� �%��+� 

 �%
RNA  
)moRNA(  

19  �+23 
��+�^,���  

D���	/ 6�/ �� "�� ���
miRNA 

h�,����  h�,����  

RNA "���� '%�3+  
)eRNA(  

50  �+2000 
��+�^,���  

�$%���
 ��%7�� RNA  2000>  )d )��# 2�F�+
��M�  
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12-2  
��RNA  ��)miRNA ��( 

 �%
RNA  ��)miRNA �� (������ ���� ���21  �+23  �� �� ���$� ���+�^,���
D���	/miRNA ������ kg� � ����� ���6�/ ��� ���miRNA  ���1 ��! �#70  ��+�^,���

��J%� ������ . 4%�RNA ���$� "�� 'l�S1 �,���+ 	F� �� � )���	& (Z���� �� . �G8 4��$5�
 �� "�����B 4%�lin-4 ��#	9 
� �&��m+ 
�! �# ('��� h��)d �%����� ��	# �� �����d ��� ���

��&�% 60?�  ����+ 
� ������� \��8 ��J%� ���8Caenorhabditis elegans �� =
�T ('&	

'&�%  ��)1 .(��&�% 60? =�����1� lin-4 ���� �# I,���60? �� �� ��&�% ����	��	�� ���

)��� n%�3� ���� �# �� ���$� ���#��%7	& ���,���+�
� ( )d�� 	�F� o��# ���
��B�� ����+ 
���$� ��K� � �V�B� 
��� . )d �K1� Z�� �� '�� "�� n5K�lin-4  60? =�����1 ��

�� �%��
 n%�3� 4%� �� �
 ��&�% �% ��� "�	�� ��
 �
 ���^+�	/ (�K5#RNA  ����22 
6�/ �% �� �� �
 ���+�^,���p�J�� ��� ���� �	�D���	/ ���� ��
 (����:��% . 4��C:�

 )d ����+ �� '�� "�� n5K�RNA  ����lin-4 ��1�� 
� '��L�� 4%��� �#�  )�:?	+��3' 
 )dlin-14 �
�� �%q�# �,:�� . )��# �%�&�	/ )��lin-4  �lin-14  � ��
�� r���� �N�$M:�lin-4 

 	N#��	�lin-14  �� '�� "�� P	>� ��<	& 4%� ('��lin-4  ��%7	& \��	� � �%����� I%	! ��
 (�:?	+lin-14  4�^+�	/ )��# 6��� �# 	J�� E��%�0� � "��� 
�	L Q�� �
lin-14 ����	
 ."������ 

"�� �
�7	#�  '����
lin-4  E�M%	3+22 6�/ � "��# ��+�^,��� ���1 ��� )7 ���:�1� ���61 
�
�� ��! ��+�^,��� .�� k/ � 	K��� =q�3� 4��$5� �H�
� ����� 4%� 
� ����� 
��$# =��
��
 ("�

 )���8 'U+ �	N%� )d ���%� �+ �%�	
let-7  
� ���,� )����� n3� sM� ��C. elagans                  
�� (�%�	
���$:�����  �% �� �%�	
 n5K� � "��RNA  	
��
��22 '�� ���+�^,��� . k/

*���+
�� )7 �� ���let-7 ���8 )�
����? 	%�� � ��	� kN� ()�$�� 
� �%����� 	+"��  	�� 4%� �
 �# 	J�����$:� '0? 
� �0�7  8�G� DV+ � 4�33U� �%�� \t? )���:� �%����� � ����

 ���TmiRNA  �%�	
 �%�?)2 (3 (4  �5 .( �� '�� "�� n5K� 	<�1 ��1 
�miRNA  ��
����+"�� 'l�S1 ������
 
� �� "��# ���+�:� 	%�� � )����
 ()�$�� ���� 	N%� ����� ��� ��

�� '&�%���� . �� 6�# )����+24000  "�N%�/ 
� �B��miRBase '�� "�� 'Mv .  
DV+ �� ���%� 65#'$%� 
������ �%����� 	# ���%��1 miRNA '�� "�� Q�>�� ��                   .

)d ���#� ���miRNA  _��+RNA �,i/ ��	�II ) )�:�RNA �,i/ �� ���	�mRNA  ����+ �
 ��
����� (�� �$%���
���� . �� �B	# �� '�� 4�:�miRNA  _��+ ��RNA �,i/ ��	�III 

���� �$%���
 . )dmiRNA �� �$%���
 ���#� 
� �� ���)miRNA  �% �����pri-miRNA( 4�:� (

                                                           

1- Biogenesis 
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 =
�T �# �� '�����#���# )d 4�# �T�& �1 
�	/ 	
��
 ���4�^+��� 
� ()�	��%� �B�� 
� (
��1��� ��1�� 
� �% 	
��
�  �% )�:?	+��mRNA ���# "�� [L�� .miRNA  �� ��� ������ ���

�� �$%���
 )����B �T�m�B� ���
�+���	/���� ."������miRNA ����� ���� ����� ([��� ��
 ��� ���T '�� ��# 'S? �,�� 4%��� �+ ��+�^,��� .�,1	��  �1 
��B�� �% ��J%� ���� ���#

p�J�� _����	�1  ��! �# o��#60  �+70  E�1V>T� �� '�� ��+�^,���miRNA 6�/                      �% ���
pre-miRNA �� "�������� .	��,1�  ��^,������� _��+ w�,#DroshaRNase III  k�,g:� �% 
�
 E�M%	3+ *
�#650  �# ������� �,��DGCR8/Pasha ) )d8 ��1��� �� h�
��� �+��1y
�? ( ��

 �� ���1RNA ���
 �� ��)dsRNA (4��i� �# �m���� =
�T ('�� ���	�
 . k�,g:� 4%�
 D���	/ k�,g:� s,9�pri-miRNA "�����	/�%
 k�,g:� �%2 �� "�������� .�J����                           D���	/

pri-miRNA  ��0��� 
� ���+�^,��� �� �
��7	# �% �# �3,1 � �L�� 
��B�� �% ��J%�3'  '��                 
 E�1V>T� ��pre-miRNA �� "�������� .kg�  4%�pre-miRNA  �:� �#Ran-GTP  �

z� 4�+
�g$�5 �� �3��� 2�V/���� �# ��$� ����� . ��^,������� (2�V/���� 
�RNAase 
	$%�� )���8 'U+ �	N%�3 pre-miRNA ���
 �����
 �� 	� � "�	� �%����� �
 ���  D	# �	�7

����� .�
��7	# ��0��� �� 	� 	$%�� ���5'  �3'  �
"�%	#  D	# �
 �3,1 �"���  �J��� 
� � 
�� 4%�
 �%RNA ���
 �� ��22  �
��7	# �% �# ���+�^,���2  
� ���+�^,���3'  ��J%� ���
 �� 	� 
�
����� .���
 �� 4%� �� kg���:���
 ������ (��4 =���

7 4�^+�	/ �% �B�� 
� ���&5  ��?��

 �����B k�,g:� 
�RNAi  k�,g:� )���8 'U+ ��RISC �� ��B����	�

�# (���6 � "�� 
���
� 	N%� "	�J�� )���8 'U+ ��� 	&�$�7 �� "�������� �� s%	5+ �����	
 . )7 �� k/ 

 k�,g:�RISC  �,:? �� 	N%� 4�^+�	/ 4%��� ���1 ��GW182 ) 
� ��C. elegans  'U+
 )���8AIN-1 �� ��B������ ( ('��mRNA �� 
�	L Q�� �
�� �
��� . (�:���
 ������

 k�,g:�RISC  ��%��� �# �
mRNA 2%��7 kg� � "�	� '%��� Q�� �� �
 �%��
����&�� � ��
 �����B 
�RNA  �
��%�/ )�	# 4�# �� (�:?	+ \��	� I%	! ��mRNA  s%	5+ (mRNA  �% �

�� 
�� �# (���$� 	v�� D�
 �� 4%� �� �M��	+�	�
 . D���	/  ,�5� �1�	� =��,�miRNA  
�
"
�N�� 12-1 '�� "�� �H�
� .  

                                                           

1- Hairpin 

2- Microprocessor complex 

3- Dicer 

4- Guide molecule 

5- Argonaute 

6- Load 

7- Passenger strand 
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�(
,�� 12-1 : %�-'.-�/
��/  �0/��%1 miRNA  

"
�N� 
�� 12 -1)d ( ���miRNA  ����+ ��	#pri-miRNA  �:� �# (��RNA �,i/ ��	�II  
�
�� �$%���
 ��$����� .������ 4%� kg����
� 2%��7 _��+ ��1 ) ��^,������� �%RNAase III 

                                                           

1- Drosha 
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 D���	/ k�,g:� 
�pri-miRNA p�J�� 
��B�� ����+ ��	# �	�pre-miRNA ( �� �K5# ��
 k�,g:�DGCR8 �� "��� D	# ('����� .�� 4%�p�J�� 
��Bz� _��+ �	� 4�+
�g$�5  �
RanGTP �� ���
� 2�V/���� �#��	
 .p�J�� 
��B�� (2�V/���� 
� 	$%�� _��+ �	�

) ��^,�������RNAase III  �	�

�# k�,g:� 
� 	N%�miRNA )miRLC (( 	�K�# D���	/ 'U+
���
 � ��&	
 
�	L� ���
 � �:���
�  	&�$�miRNA �� ����+ o��#�	
� .���
 kg��  
� �:���


 �# �� =���

7 4�^+�	/ �B��GW182 �� �	�

�# ('�� _M+	���� .4�^+�	/ 	%�� �# _M+	� ���
 _��+ "�� �3�� �����B k�,g:� 	�$�RNA ) 	�$�RISC (���$� ��$#�� . \��	� 	�$� 
�

�,i/ �# "���� �m�� 4�^+�	/ (�:?	+A  (PABP  (GW182 4�^+�	/ �4���� ���  �:?	+ ��	#
��
�� 6��:�	# �:?	+  L�+ .�%�J+ 	�$� 
�� mRNA  k�,g:� (CCR4:NOT  ���1 ��

 4�^+�	/ {�/ �L��1CCR  �%NOT  )���V���7z� ��	# ('��mRNA �,i/ ��� �S%� 63� �,���7
������ .��V� 2%��7 E���# ��M�� 
��	#1/2 mRNA

1)DCP1/2 ( ��V� Qt1 ��	#m7G  
�
mRNA �� �:8 ���%�:� .�%�J+ �� '�� "�� ��0�K�/ ��� ��� �% 
�� mRNA  �� k/

�� =
�T 2� 	� 'K/ � ������ =
�T �# � �:?	+ \��	� �	�
)6 .(  
 ���%� ����+ �%����� �# �?�+ �#miRNA ����+ �����g:� (��� � )�� ��� 'l�S1

������ 4%� ��	# =�1V>T� '�	0& �% (�0�7 �����d�,�& ���? 
� � "�� ��0+ ��12-2  �H�
�
'�� "�� .  

��	����%�2h	&��%� ( ���miRNA  �! 
� D���	/ 
� "�M��� ���� �# Eq�:�1� � "��# o��# ���
'$%� �%��miRNA  '0? 
� ����+�^,��� �� ����� 
��$# ����+ 
� (��5'  �%3'                       =��S+ �0�7 �#
 ��
��)7 .(%� 4��C:��� ��	���� ��� �% �% '�� 4�:� �� )�	� 6%�	%� I%	! �� �����+

 ��0��� �# 4%�%
�%3'  �%miRNA  ��0��� 
� 4%���%� �# 4%����7 6%�	%� I%	! �� �% �%��&��# o��#
������ ���RNA ���
 ������ ��J%� ��� (�����7z� 4%����7 2%��7 _��+ �� . ���	����%�

 2�F�+ ()���	& (�T�m�B����� ��$%� 	F� �� 4%�	#��# � "��# ��	�,:8 � "�� 'l�S1 ("�� � 
��
�� �3,+ 20����� .  

 4%� 	# "�V8miRNA �� ������+ �� �����+ \�+ �� k/ ��� � 6%�	�/ I%	! �� � ���	��%� ���
p�J�� ���
��B�� ���K+ � )�
�B �	�pre-miRNA )�	+	�� 	�$� 
�3 �B�� I%	! �� �i� �%��

��+|�B�� 2%��7 _i�'%	� ���4/ (|
 D���	|���	 .��N��|�B�� ��|�� ���
��|p�J� �	�| �� "�+�  

                                                           

1- mRNA-decapping enzyme 1/2 (DCP1/2) 

2- IsomiR 

3- Mirtron 

4- Lariat debranching enzyme 
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)�	��%� 6%�	�/�� �T�1 �� � ����t
 
��� �
 "�����	/�%
 k�,g:� (��%7miRNA  
� o��# ���
 	$%�� _��+ 2�V/���� "��� D	# �� k/ � "�� )7�� D���	/ 	�$� 
� �����+miRNA  �# "�	:�

 	%��miRNA  ���� [L�� D���	/ �
�� ��)8 .()�	+	�� ���#� 
� �� ��D. melanogaster �                   
C. elegans ���� )�,� � �%����� .h��d ��
�� )�
����? 4%� �	%� 2��	�� ����J��� 
� �                      

)�	��%���� p�J�����$� ����� "�+�� �	� .)�	+	�� )7 �� k/��%
�� �� �S,�5� Z���� 
� �� ��
��$5� ()�$�� �������� '&�% )����
 � 	N%� ��� .  

12-3  RNA  ���!�""� ���#$�  
��RNA  ��)moRNA ��( 

RNA "���� �%��+ ����  �%
RNA  ��)moRNA �� (������ ���� ���RNA  �� ���$�
p�J�� 
��B�� �� �	�pre-miRNA  ����:�miRNA �� I�K� ������ .moRNA  =
��J� 
� ��

miRNA  ����# �� 	� 
� o��#5'  �% �3' "����� � ��&	
 
�	L"����� �# 	#�	# ��� miRNA  o��# ���
��
�� . 4%�RNA "��� 
��#��! 
� ���#� ��� Ciona intestinalis                           
� kg� � "�� �%�����

���5#�������+ ��������7 I%	! �� � )�$�� �-� �� �T�1 ��� �#�%RNA  ���%�	
 �%�����)9  (10 
 �11 .( 4%�RNA  �# �$%�3� 
� ��miRNA  
��
�B	# �	�:� �����	& �� �� � "��# 	<�1 ��1 
�

7 D���	/ =��%�? � �	�,:8p�J�� 
��B�� I%	! �� �0� �	�'�� h�,���� .  

12-4  RNA ��&' �( )*$�� ��� )piRNA ��( 

RNA ���/ �# _M+	� ���1 )piRNA �� ( ���RNA  ������� 	
��
�� ���$� . 4%� ���
RNA '$%� ()��# ����N�� ����
�� ��	& �# 	mU�� �	�,:8 � �%�� .piRNA  E�M%	3+ ��25  �+33 

,���^��! ��+� ��,� 
� � ����� ���"�
�  "��%��)�G�# 
� "O%� �#�� (�� )��#���� . ���                    
����,� 
� �����+���� '&�% ��� "��� ��� . 4%�RNA 4�^+�	/ �# )�K!�M+
� ���M� 	# �� ���

PIWI ���� ��=���

7 �� ����  %	�+ (���$� ������ .����+ 4%� 4��C:�� 
� �� 4��$5
 ':� �# �M%
}� ��
�� )����+�^,���U ���$� . 4%�RNA ����+ �� ~	U�� ���DNA ����d                           

"�
��� ��3��� �#�L 	T��8 Eq�:�� �� �
 "��%��2 �� D���B (���$����� . (��3��� �#�L 	T��8
����+ ~	U�� ���DNA ���$� h��d �% 
� .)���g$��	+�	+
 �# 	T��8 4%� ��) 	T��8 4%� �$%���


 �������RNA  �# r���� �$%���
 (DNA '�� h��d �# ��J� p�U�� kg� �( )���g$��	+� ���
DNA ) �% 4����/ � )�� ��? ()d 4%� ��mU� �� '�� ����g$��	+ 2%��7 ���& )d �% �������

                                                           

1- Piwi-associated RNAs (piRNAs) 

2- Transposable element 
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 ��3��� �#�L 	m�8DNA  �
�� ����+����� (������ ���#���� .��:�� 
� ��3��� �#�L 	m�8 4%	+
 ����+ )�$�� h��dAlu  E�M%	3+ )7 ��! �� '��300  )7 �� �g}� 
��� �T ��� � "��# ��# 'S?

�
�� ��?� .piRNA  =
�T �# ���#� 
� ��piRNA  �� h�����	� �� �T�B �1��� �� ����� ���                        
�����+� �� 6�# �+ ��# 'S? �,�� ��� �� �200 ��# 	�-�� ��# 'S? �,����� �$%���
 (����� . 4%�

���B E�1V>T� �1��� ���piRNA �� ���B 	� � "�� "�����"� ���� ����+ ����+ )�
��� �% ��
piRNA ���# .����+ ���piRNA �� ���B 	� �� �� 	� �� 4��C:� � ����� �����g:� �����+

���� �$%���
 ���B )7 �B�� 
� "	�J�� . kg�piRNA =���

7 �� �� ��% 
� ����� ���                
MILI  (MIWII  �%MIWIII  � D�� 
�PIWI  (AUB  �%AGO3  
�D. melanogaster �	�

�#                       

������ .�� 	�� �# h�q�� �:8 �T�m�B� "����� 	F� �� =���

7 	� �� '��� . 
� ��e� )���8 �#
D. melanogaster "�����  (� piRNA =���

7 �# 	l���� �� ���PIWI  (AUB  �AGO3  s�+	+ �#

25  (24  �23 '�� ��+�^,��� . )7 �� k/piRNA '$%� �,1	� �% ����� ����%���v �%��� 
�� �
 ��	& �# 	mU���� 	�e�+ )7 �! 
� �� ����
t
���	
 .piRNA �������# �1  
� ��AUB 

"�� �	�

�#���"	�J�� �# ( ���������/2(  � "�%�	
 �:��10  ��0��� �� ��+�^,���5' �7�0  "��� D	#
����� . kg�piRNA  
� �%���vAGO3 "	�J�� �# � "�� �	�

�#�  '����
 �% 2�3�$�

 � "�	� �T�1 ����/ ���& )���g$��	+10  ��0��� �� ��+�^,���5'  �% kg� � "�
�B D	# )7
piRNA ����+��# )���g$��	+ ����+ �� ����� ."���� D	# E�1V>T� ��	# '����& 4%�3 )	$%V�� (

 �B�� 
� � "�� "�����AUB  �AGO3 �� �i
��� .�3,1 4%�� T� ��� 	�e�+�B	� E�1V>�  	�e�+
f��/f�/4 �� "�������� .  

12-5  RNA ,
�� �-(���. ����	� )endo-siRNA ��(  

RNA )�
� 	N#��	� ��� ���)endo-siRNA �� (���
� ��K�� �#  �#RNA  ���� ���21 
�� �$%���
 ���+�^,������� . 4%�RNA  =q�mU� �� ��RNA ���
 ���� �� �� �� �����+

�$%���
 'S? "�+�� ��������# – ������/( "�� r���� ���
�	�+� "	�J�� �+� RNA  � �%
���M� )�� �%	M)d ���������/ )d �# 	
��
 ��������# ���� ��J%� .'S? ��������# – ������/                   

�� "�� ��J%� '0? �� 	� 
� "�N�d �% �$%���
 �� �����+) E�1V>T� ��cis-dsRNA  "�����                                 
������ ("�N�d �� �%����+ �# �%�:�� ��� ���	
 ��J%� �:�� ���) E�1V>T� ��trans-dsRNA 

                                                           

1- Sense 

2- Antisense 

3- Slicer 

4- Ping-pong amplifcation cycle 
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�� "���������.( 6�/�����# ������ – �� ��� ������/p�J�� ���
��B�� �� �����+ ��J%� �	�
���� .65# 
� 	�K�# ��! ���� �# ���  _��+ D���	/ ��� � �L��DICER2  ��? �#DICER1  (

p�J�� ���
��B�� �# �� �T�1 �	�miRNA ��
�� =��S+ �� . �� '�� 4�:�)��# �:��                  
trans-dsRNA "	�J�� �� p�J�� 
��B�� ��,# �	��
��7	# �# 	J�� � "��M� I�L� ����� ���

 
�dsRNA ��	
 6%�	%� '�� 4�:� 4��C:� � "�� . 
� kg�Drosophila ������ (                      
endo-siRNA  
� �����AGO2 �� �	�

�#��� . 	# "�V8Drosophila ������ (���                       
endo-siRNA '����� 
�D�� �����,� (�� � )����
 (����? �����# ���C. elegans  '&�% ���

�� ����)12 .( 
�C. elegans 4%� (endo-siRNA �� �� I%	! �� �����+RNA �,i/ ��$#�� �����	�
 �#RNA  ��J%� ��	# �endo-siRNA ���� 	�e�+ �%���v ��� .�,84���� ���%� 29
Q�� ��� �	�


 
� ����� )�� 'S? QVB 	# (���$� "�� ��B��� 	�:�miRNA ����+ (�� ���endo-siRNA 
����+ �# 'L� �#Q�� �:�� ����� p�M>�� )����#�% .  

12-6  RNA ,
�( �-(���. ����	� )exo-siRNA ��( 

RNA )�	# 	N#��	� ������1 )exo-siRNA �� ( [M�� ���	�# ��K�� �#RNA  �� ����� ���
 E�M%	3+21 �� (��
�� ��! ��+�^,������� . 4%�RNA  '��<� �% 
� ���	%� �
���7 I%	! �� ��

6���	+ I%	! �� � ���M!2 �%q7�	+ �3 ����+ ���DNA  =
�T �# kg� � "�� �
�� ��,� �#
)�
�����+ �# ��� ���dsRNA �� �$%���
���	
 . '�+�g� r�	%�C  �# r�	%� �% ��RNA  ��
���
)�	# [M�� �% �� ���e� ('�� ���� ������# .����+ ���dsRNA  "�� �%����� ��,� _��+

�,��� �# �� DICER2 �� 2G����� . 
�C. elagans ������ (��� exo-siRNA ������  ��J%�
 _��+ "��DICER ���,��� �# �����+� RNA �,i/ �# ��$#�� �����	�RNA ���� 	�e�+ . 4%�

"���� )�K� Z�<���  ���	�$� �� '�� )7exo-siRNA  �endo-siRNA  
�C. elegans  4�:�
�S��� �� �B	# 
� �� '�� ����# ~	�K� "���� ���U� ���)13.(  

12-7  RNA  ����1�� )tRNA ��(  

RNA  �L�� ���)tRNA �� (��,� 
�� ��! � ����� 
�G1 )�
����? 4�# )��73  �+95 
'�� 	�-�� ��+�^,��� . 4%�RNA  _��+ ��RNA �,i/ ��	�III  	# )���	�,:8 � "�� �$%���


                                                           

1- Exogenous silencing RNA (exo-siRNA) 

2- Transduction 

3- Transfection 
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'�� 
����� h�� � h�� ���
��B�� ���M� .tRNA  ��	# h���M%
 �# ����7 ������� )�
�7 �# ��
�� �S%� �:?	+ 
� �+��1 63� 4�^+�	/ 'B������ .)d ����+ ���tRNA  �� 
����? �%170  �+

570 ��:�� 
� )d���
 4%	+�� 
� � "��# 	�-�� "�� ����>� ��� ����+ ��� )�$)d 
�#�� ���497 
 '�� )d)14.(  

12-8  RNA ���� 3456� ��� )snoRNA ��( 

RNA ���� ���$� ���1 )snoRNA �� (RNA ��$� ��� ��,# ��60  �+150  ���+�^,���
63� �� "��#������ D���	/ '%��� )�� ���RNA ��M%
'�� ��� . �
�	L	# I%	! �� 
�� 4%�

4�^+�	/ �# ��M+
��� =
�T ���$� ���� �����M%
 k�,g:� 
� ��?�� ����	�
 . )����+
 E�M%	3+400  ������snoRNA  '�� "�� �%����� )�$�� 
�)15 .( �%snoRNA  ���110  �+20 

��������/ ��+�^,��� zQ�� RNA                             =�	��-+ '%��� ��	# ����+�^,��� 4%� �� � "��# �����M%

rRNA  ��))���V��� ������2 �%
�%���� �V%)�����3 (�� "��S������ . Eq�:��snoRNA  �%��

)�	��%� 
� ��4�^+�	/ ���"�� [L�� �� 
� (���4�B�� h���M%
  _��+ 4%�	#��# � ����� 63�RNA 
�,i/ ��	�II �� �$%���
���� .�� ������
 ��� )����B �T�m�1� 
�+���	/ _��+ �����+ �$%

���	
 .snoRNA  'l�S1 ���
��B�� ��"���M�? �% ���� ��� C/D  �� �# ����+  �+��
�M�? �% � "�� 'l�S1�H/ACA ��
�� .�M�?�H/ACA  
�snoRNA  
��B�� �� ��                          

p�J���� ���K+ �	���� .  

12-9  RNA �56� ������� �	 )snRNA ��( 

RNA ��$� ��� �� ����)snRNA �� (RNA ��$� ��� �M%	3+ ��! �# ��,# ��150 
���� �# �� "��# ��+�^,��� �� �
��
�B	#  )���8 'U+ (4%�%
�% �q�# ����U�U-RNA  ��� ��

�� ��B������� . 4%�RNA  _��+ E�+�:8 ��RNA �,i/ ��	�II  �%III )U6 ( � "�� �$%���

�S�l��  D���	/RNA ��$�)�N:��� ��4 k�,g:� 
���$� 4�^+�	/�M%
 ��� 	# �
 ���� ��

�
�� "�08 . 4%�	#��#snRNA  	�F� �%��U1  (U2  (U4  (U5  �U6 h���$�,g�� �� �K5#5  ��
)�	��%� D���	/ �! 
� �
 ��mRNA �� D	#���$� (���. ���8 )�
����? ��
�� 	+5  �+30 
 ������snRNA ���$� .  

                                                           

1- Small nucleolar RNAs (snoRNA) 

2- Methylation 

3- Pseudouridylation 

4- Heteronuclear RNA 

5- Spliceosome 
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12-10  RNA !�""� 9���$ ��� )eRNA ��(  

RNA  "���� '%�3+ ���)eRNA �� (RNA ����+ �� �� ���$� ���+�� ��� =q�mU� �#�%
 �$%���
 �! 
���%7��1 )��� "���� '%�3+ I!��� �# � "�%�	
 �%������� �#�% ����)16 .(

 �$%���
 =q�mU���%7�� �� �
 �# )��+ �� "��S�����:%� \��
2 ))������g��	/����:%� ( ��� �
����+ �#�%h���� �,}�3 )����+ �#�%GRO (��:� �%����� .'%�3+����"��  
����M�4 )d 	
��
 ���
 
�	L�����  �eRNA �� �� �$%���
 ���M� )d �# �?�+ �# ������/ � �����# '0? �� 	� 
� �����+
���� . 
��� ��� �� '�� "��� )�K� 	�B� =����>�eRNA '&�# 
� ��3�� �� k/ ���,� ���

�� ����+ �d���%��&�	���� �% ����
�� ����)17 .(�� )�K� ��� ���,� 'K� =����>� �� ����
eRNA �� ��I%	! �� �����+ "���� �	��� ����8 �# 6��:�	# �% �	�

�� �#� �3,1 
��B�� ���

'%�3+ 4�# �� 4�+���	�� ���K+ )�����M� )d � "�����)d �$%���
 2� (���� �
 ���M� ���
��%�:� \��	� �	�7 2� � "�	� '%�3+ .  

12-11  ���.RNA  ������� ��
���� 

 	%��RNA  ������� 	
��
��  ����tRNA  =��>L �� I�K� ���RNA
5 )tRF(                (

tRNA  �� I�K� ���RNA ���� ���6 )tsRNA( (snoRNA  �� I�K� ���RNA
7 )sdRNA( (

RNA 
�+���	/ �# _M+	� ���� ���8  �RNA  �# _M+	� �����97 �U� �$%���
9                 
)TSSa-RNA (���$� . 4�# '�� 4�:� =��>L 4%�17  �+26 ����# ����� ��! ��+�^,��� . 
�

�� 
�m+ ���#��%�J+ �� =��>L 4%� �� ��� tRNA  (��snoRNA '����
 �% ���� ��J%� ������ .
 _��+ )�� ��5� �� k/ �0�7 �g�+��& =�	v� � �%�:�� )��# ����N�� (q�# �����	& ���siRNA  ��

 4%� �� ��� )�K�RNA  ����# ����� ��,� 
� �%���	�,:8 �� '�� 4�:� ��)18 .(  
�� n5K� '8	� �# 	<�1 ��1 
����� �� ��� �� �S,�5� ���RNA  ��?� ���� ���

��
�� . 4%�RNA �� "����� �#'$%� ( ()��# ����N�� (D���	/ (�%�� �	�,:8 � ���,� )�
� '��L��

                                                           

1- Nascent 

2- Immunoprecipitation 

3- Global run-on sequencing (GRO-seq) 

4- Proximal 

5- tRNA-derived RNA fragment (tRF) 

6- tRNA-derived small RNA (tsRNA) 

7- snoRNA-derived RNA (sdRNA) 

8- Promoter-associated small RNA 

9- Transcription start site-associated RNA (TSSa-RNA) 
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��������� "��� n�5K+ )������ .����+ =�K%���7 �1�	! )��� 
� 4%�	#��# �#�%RNA =
�	< (
"����� � '��L�� I3U� �� �
��� ���� ���RNA  (�%�:� "���K� �
�� 
�F��� �� �
 ����� ���

6�/���# ��� .�� ��� �����	& �� �M%	3+ �
�7	#"	�$
 � )���� 4���+ 
� ����+�  =��,:8
��� ��&	
 
�� �# (���� �
�� ���� � ���NK%���7 .�� Z�<�� 4%� �� ���
7 4��C:� 
� ����+

2�:m+��� [L�� ��S� (���� �
�� 6��/ I:8 ��	# �	�
 .4%� 	# "�V8 ����+ �� ���
7 �
�� ���
 
�F���������1 �# ����+6���B �
�N�����+ 6%���7 �% �� �T�1 ����+ ��� �#�%RNA  �:�

�%�:� .���� �� h��� 	� �%�? � I�L� ��
	# ���RNA  ������� 	
��
��  4%� Q���� �� 	+�	&
'�� \��� . �
�	� =q�3� ��1 4%� �#�� �� ���$� r	��� 
� �#�B )�
�����B ��	# �����+

 ��S� ���J������ [L�� . ���? (4%� 	# "�V812-3 *���+
�� �� 	�$� ���?� ���miRNA  �# �

�$%�3� =
�T�� )�K� ���� ��� (��� �
��  ,�5� )�
d�� ��J�$? ��	# )�
�����B �# ����+

"��S���� 6��O/ 
� 4�33U� ()�$�� �# ��#	� �:,8 ���Drosophila  �C. elegans �%�:� �:� .
'$%� �1�	� =��%�? �# "�	:� �%��M� �
��� 4%� )�� �M:�� � )��# (w�,# (�%��RISC  ��	#

miRNA  �����3� 
��  �
�	�Bartel  '�� "�� �H�
�)19 .( �%���3��
�	� �  _��+ ���Siomi 
 �
�� 
� )�
��:� �piRNA  '�� "�� �H�
� ��)20 .(�TVB'$%� �� ���%��endo-siRNA  ��� ��

���3� 
��  �
�	�Kim  '�� "�%�	
 �H�
� )�
��:� �)21 .(���3� �%�  �
�	� �������� 
�� 
 ���	�$�miRNA  (siRNA =���

7 � _��+ ��Meister  '�� "�� 	K���)22.(  

12-12 :
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 �,}� ��T�����+ ��� 
� �#�%����+ �#�%RNA  ������� 	
��
��  �# ���%� '��M�
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����+ ����
�� ��� �m& 
� "�� ;%	K+ �#�% .�8�:J� � \�5��� 
� �,T� =��S+� RNA 

 4�&	
 	# 
� ��	#RNA '�� ���� ��� .����+ �#�K� �#�%RNA  ��� �J�%� 
� (RNA  �% ��
"	�J�� �% ("�� "���&� �0�7 ����0��� �# ��
��/��7 ("�%�	
 n�,5+ ��$%� [M��� cDNA  ����+

 � "��cDNA  ���	
��97 �:� �#PCR  ���1 ���%�:��� ����+ ���	
��97 � ��J%� ��	# �#�%
�� 	�e�+ (���$� ���5#�����	
 . �� ����� 
� 2� "����� \�5���RNA n��B ���
����� �� ���
 ��	# �� ����� 
� 2� �RNA ��9 ���� ���"	�J�� 'B�� �� ��# ��� � "�%�	
 ����� 

cDNA�� h�J�� (��� .�� "����� \�5��� (�:8 
��	�
 =
�T ��� ���5#��� 	�e�+ �� k/ ����+ .
�# ���
��7 �%�? ���NK%��������� 	�F�� Pippen-prep �
���& ��
 �
 "�NK%���7 �� ���

���	+ �
�&�	������ 
�� �# �� (��	�
��n��B ��	# �����+ �� �,1	� 	� 
� "����� \�5��� � ����
��	�
 
�	L "��S��� �
�� ���5#��� ���K+ .D�
 
�� D�	
 	%� 
�����+ �,T� ��� �#�%RNA  ���  
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 �mS� 
�! �# ����'�� "�� "��� ;�<�+ .D�
 4%� �,� 
�! �#�,1	� 
� ���  �� �%���#�
 n�,5+RNA  �� R�B Q�� '��:? �% )7 �! 
� � "��# ���� ���RNA  ��� 	
��
��

���� ) 	�F�RNA =���

7 �# "���� �m�� ���� ��� ( ���K+ �� 6�/n��B ���5#��� ����
����
�� =��S+ 2� �# (���	
 .'��  ,�5� Z���� �� "��S��� �# ���5#��� ���K+ kg� �
�J+ ���

�� h�J����� .'�� 4%����5#��� ����+ ��	# �� ���RNA ����+ '0? ���� ��� �% �# �#�%
���0# n5K� h	S�,/"�� ������� . 	%� 
�D�
 =��%�?����+ �,T� ���% �#�RNA  ���� ���

'�� "�%�	
 �H�
� .  
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RNA  )���8 'U+RNAlater )M��()�� ����(4� r��N+/q % d�����+(�% ��� (�#��
�����	S�(  "��S���
����� .�� 
�� 4%� �#���:� )��+ �% 
� �
 ��[:? ��
��:� D���	/ 	N%� ��
 
� � "�	� �
�7 . 4%�

���:� '�S�� 	# �	�v�+ "��� ���RNA ���:� "	�B� � ��3��� � �������� ��0$+ �
 ���%�:� . ��	#
 ������?RNA  �� n�,5+ )��� 	# ���M� D�
 �% �� (���� ���RNA ���� ��� �� 	+

200 ��9 �
 ��+�^,��� ���� "��S��� (������ .'�����$� s���� 
�� 4%� ��	# �
�J+ ��� . �#
D
��
 ���:� )���8 '�� �� �#�B ���mirVana )M��)��/q % d�����+�% ('�� "�� �H�
� . �� k/

���5#��� 'B��� RNA ���� ��� ���M� 	#  �1�	� �:���
���� ��	# ���
� �� 6�/ � 	%�
����+���5#��� (�#�%�  ���� 
� �%�# �T�180- �?
�� ��� �
��0N� �KB �% 
� �% r��$,� .
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 �:���
������0+� ����+ ��	# ('�� "�� �H�
� 	%� 
� �� ���5#��� ���M� 	# �#�% �:���
���� ��z���z�
'�� s���� ."�N��� �� ��� �?�+ ���GAIIx  �Hi-Seq 2000  ���5#��� ���
��/��7 Z���� �#
� "��# 
�
��� �� 4%�	#��# 
� ��
��/��7 ����+ �� '��� )���:!� )��+ �:���
������0+�  ���5#���

�� 	F� �
�� "�N��� �# ����+��� ��&	
 
�� �# . Eq�:�� �:���
������0+�  )��� ��
 �� ���5#���
�
�� ���� .��0+ ��	# ��:�� 
�� D�	
� ���5#���� cDNA "
�N� 
�� 12-2  "�� "��� )�K�

'�� .'�� �� "��S��� )��# I�L� ��e� �%����+ � 
�� D�	
 4%� ���M� 	# � �� 
��/��7 ��� �

�����3� 
� )��+� Juhila  ��:� �F1V� )�
��:� �)23.(  
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C�
 $� RNA "#�$ �
�. .-C� RNA  ��
E !� 
� "#�$ �
�
0�( /�
' 
FG 
�
���?��� �
����? . (� 1��� "�3'  (� 1��� "� �5' ��H	�' �� �
�RNA 


' ���
I-#��? . (� 1��� JK�H' %&/
G� "� /� ��
E !� 
� L�HM' 
-����(3'  � � 8%& 3(��
 "�cDNA  /�RNA 
' � N
!��? . ��( OP!cDNA  �
�%&/
G� "�$ 
� �5'  �3'  �
FI' %�


	��� Q��? ���
I-# (� 1��� �
�PCR 
' 3(���%�& . %&/
G�5' ��
�� �$ 
�
� (� ��%� 
�

' ��R� �F# �F��%8 Q���? ��
E !� �F���� 
&�'�%� "� 
	��� �� .I-�cDNA �(�� .  
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��0+ 
�� D�	
� ���5#���� ����+ �#�%miRNA '�� 	%� P	� �# :  
1- )�
���B� (���:�  �# "�	:� �
10  2J1RNAlater \��+ 
� ���� 
�	L d��&�	��� . =�� �#

 ���� 
� s� �%4 �?
�� ���� �
��0N� r��$,� .���:� )7 �� k/�� �
 �� 
� )��+
 ���� �# 
�%	&20 - �?
� � ���� �# 
�%	& 
� �% "�� ��� =�� �# r��$,�80- �?
� �

�	� �
��0N� ���U��� =
�T �# r��$,� .  
2- )�
���B� ( ���:��3� )��%�	# �� "����� 	� � "�	� 'g%�/ � d��S%	���� �
� ('�� 
RNAlater 

�%�%	# 
�� � "�	� y
�B ���:� �� �
 .  
3-  RNA ��9 ���� ��� "����� �# "���  �� 	�:�200  '�� �:� �# �
 ��+�^,���

mirVana "����� ��:���
 ���M� 	# ���%�:� ��? D� .�,1	� 
�� I�L
�%�0� ���� �# (
 ��?100 ����� '�� 
���� 
� �� �	����	���  �� ('�� "��60  	� ���� �# 	����	���

���� "��S��� )��� . '�� �� "��S���miRNeasy )'�	� )d�%��1 ( �,1	� 4%� ��	# ���
'�� s���� . �� �&�� 
��3� � "��# [%	� (����� ����7 �	#
�� 
�#�� '�� �� 	�RNA 

��0+ ��	# ����� �� 2��	& ���5#�����
�7 .  
4-  
��3�2  �� 	����	������:��  'F,9 6J�� ��	# �
 �T�1RNA "�N��� _��+ ��
�����2 

)��S���%�� ��	+3 ("�N��� �% 	���
�,& '�M��4 )�%d�����+  %q (���� "��S��� . �� "��S���
 ��
�����'1�
��� "��# 	+ '�M�� 'UT �� (~��� 	%��3� �# "O%� �# '�� 
��
�B	# �	+q�# .

 ��$%�# Eq�:��2  �+4  h	
�	���RNA  2J1 
� "�� ��9 ����50  �% �� 	����	���
 ��&�# ',/5/0 �,�����# "��7 '�� �# �	��� .  

5-  ',/RNA  �M%	3+ 2J1 �+ ����5  �� "��S��� )��# �VB 4� �KB �% 
� 	����	���
�� �KB ��	
��� .  

6 - ���5#���� RNA  �������:� _��+ �
 NEBNext Small RNA Sample Prep Set 1 Kit 
)�M��%�# ��,N�����5 ( '�� _��+ �%TruSeq )��z���z� ( _��+ "�� �H�
� ��:���
 ���M� 	# �

 '��"���7 ���� .�,1	� 
��  	�e�+PCR  �� (���5#���12 ��%�:� "��S��� �B	� . �� ����
��0+ ��	#� �� �
�� ���5#����� 
�	L "��S� ��	# �� ��	S�,/ �# �%�# ����                                

����+���# ����� �
�
��� (�	� �����B "��S��� �#�% . 	�� '�� ��:���
 
� Z�<�� 4%�
'�� "�� . '�	� (��e� )���8 �# �M��%�# ��,N�����'����0+ ��	# �S,�5� ����              

                                                           

1- Qiagen 

2- Nanodrop 

3- Thermo Scientific 

4- Quibit fluorometer 

5- New England Biolabs 
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���:�� RNA h	S�,/ �# �� ����� ���� � '�
�+ )�%7 (�%q�� (��z���z� ���454  
�
���
���$� .'�� ��	S�,/ 	��� �:� � ����� �
 ��B n�5� ��� �� ����# 4^:>� �����+

'����
�� �
�
��� R�B h	S�,/ )7 �# 
�#�� ��� .  
7- ���5#��� n�,5+ � "����� \�5��� 
�� cDNA �d ��
 �� "�� 	�e�+ ���
��� (80  �+110 

����# D	# �
 ���+�^,��� . 
��� )�� D	# ��70  �+75 ���� ���	/ ���+�^,��� . 
��� 4%� �	%�
'�� 
��/��7 	:%�� ���1 .miRNA 7 (��
��/��7 ��m+� ���� �# o��# ���9 � ����+ ���	
��

�%�:� (��91  �+93 ��
�� ��! ��+�^,��� .�� 	
� �����Bpre-miRNA  (��%�:� ��? ��� �
 ��
"����� �# ���
���� *
�#���� D	# �
 	+ .  

8- ���5#���� cDNA  �d �� "�� 	�e�+�,i/�%	�� n�,5+ '�� ��:���
 ���M� 	# �
 ���7
 
� �
 ',/ � "��:�10  	&�# 	����	���TE ���� �1 .  

9-  
��3�1 ���5#��� �� 	����	���� cDNA "���K� ��	# �
� ���� "�N��� �% ��
 "�
 
�%q��7�%�#)�%d�����+ '�,�?� (�%	�
 
�� �# ."
�N�� 12-3 ���5#��� �% �� ���e�� 

miRNA '�� "����� ��	# "�� �����7 .  
10- "����� 	
�� "����� �# ���5#���� 3#�>� )�+
�F��� �
��' ���B ��J%� �# �
 
�� (�
�� ��

z'�� _��+ ���B h	S�,/ n�5� ���#)TruSeq SR Cluster Kit ��z���z� ((                   kg� �
����+z'�� _��+ �#�% 'B�� )TruSeq SBS Kit ��z���z� ( (���� ����� . ���� �� �,1	� 4%�

����+ � ���B ��J%�'�	� _��+ Eq�:�� ('�� �#�%����+ �� �%��                                  h�J�� �
 �#�%
������� �	?� (���	
 .  

12-12 -2 
	��� 
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�CLIP  

����+��:%� \��
 �#�% 	M:�1 )����+ �#�%CLIP (����+ �� �T�B Z�� �#�%RNA  )7 
� �� '��
 �� �+��S�� [M�� ��RNA �� "��S��� ���5#��� ��0+ ��	#��� . 
�                           �%����� ��	# ����� =����>�

������ ���miRNA:mRNA ��9 ��	# 
��#� �% )���8 �# ��:%� \��
 �������� ���� ���
RNA 4�^+�	/ �# k�,g:� 
� ������ "��S��� ���� .���7 �� =����>� 4%� 
����# ��,8 ��

4�^+�	/ �# "�� ��:��K� =���

7 ���myc �� �:8 �# "��S��������� I%	! 4%� �� �+ ��7 ���
 �# �m��RNA  \��
������ �%����� �# 'M$� kg� � "�� "��� Q�� ���mRNA )24 ( �%

 �%�
7�%
 �� "��S��� �# �0�7 �����7)25 (�� h��L��%�	
 .����+ ��	# ������? 
�� 4%� �� Q�� �#�%
miRNA �|�� � o��# ��|Q���� "��# )��|' . ���|�	M:� �# '$|5� D�
 4%� 
� ���# '&	|K�/  

                                                           

1- Cross-linked immunoprecipitation sequencing (CLIP-seq) 
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 $ �
�(� 1��� 
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������ ���RNA 4�^+�	/ �� "��S��� �# 6#�+ �:� �# �
�& ��%��& ��%��� 
� ��UV  �# kg� �
����+ �#�%RNA  �% )�	� )�,� ��? �#������ �%����� ��	# �%�
7�%
 �����7 ���RNA  '�� �#
 "��7'�� .����+ ���t
 
� D�
 4%� �#�% �����	#	i/)��7
��( RNA  \��
 _��+ "�� ������?

	M:� ��:%�1 )HITS-CLIP (�� "����� �� "�+�� � "��� =
�T �# 	<�1 ��1 
� ��CLIP-seq 
)����+ �#�%CLIP (�� "�������� )26 .(�,8����>� ���%� 29
�  ��:%� \��
 ��
 ��������8 

                                                           

1- High-throughput sequencing of RNA isolated by crosslinking immunoprecipitation 

(HITS-CLIP) 



290  ���� ��	
�� 
��� ����
	��� �
� 
�
�RNA 

 6%�	�/���� )���8 'U+ )�	� n�5�1 ����>� ��� (��# ��	:��� \��
 � )�� 	M:� �# ���# 
 =���

7 4�^+�	/)Ago ( �# k�,g:� �% 
� D�� �-� ��miRNA  �mRNA  'B��	/)27 .(

�J����  ����+ )����B (����>� 4%�mRNA  ��829 ��# '����
 .����>��  
� �0#�K�C. elegans 
60? � �K1� ��+ �� "��S��� �#��&�% =���

7 ���)alg-1 ( �# � ��&	
 =
�T ���� )���8 �#

 p�& D�
 �:�3993  ���� �%����� �K1� ��+ n�5� )d)28 .(����+ PV>T�\��
 �#�% 
 �# "���� �m�� 4�^+�	/ ��:%�RNA

2 )����+ �#�%RIP (�/z� �� ��
��� 
� ��� 4�^+�	/ �% ��+
� �m�� �# "���RNA  ('������+  �T�+ ��	# �#�%CLIP �� ��&	
 
�� �# ���)29 .(�� 4��C:� 

����+�#�% CLIP  �%����� ��	#RNA  
� ��	N����	/ k�,g:� pri-miRNA  I%	! ��                               
 ��:%� \��
DGCR8 �� "��S��� ���)30 .(Macias  D�
 4%� �# )�
��:� �pri-miRNA  (��

mRNA  � ��snoRNA  ��	# �	�K�# ����	�,:8 �� ���&�% �
 �%��DGCR8 �� ��0�K�/����:� .
 �#�%��# )��RNA ���:��� ���� ��� �� "��S��� �t� ('�� ~��� 
��$# ��:%� \��
 ���

 '�:�� �S�� ��������
�� ���%� . 
� (���� 4�:� �#�:���
������� ����+�#�% CLIP �� 4%�
���� �# "�	:� 
�	�+�� 
�	L "��S��� �
�� ����� 
�! �# ����� �����	�
 . �%�:���
����  �# h�


��	# s���� h�
 ����+�#�% CLIP  _��+Murigneux  '�� "�� �H�
� )�
��:� �)31 .(  
����+�#�% CLIP ���& �#�L �%��^,���M%
"�� '%�3+ �
�� ����3 )����+ �#�%PAR-CLIP( 

����+ �� �8�� �#�%CLIP )��� 6&�� �� '�� � 4�^+�	/ 4�# 6��:�	# �1��� I�L� �#�%RNA 
'�� ���+�^,��� ;>� 
� .PAR-CLIP  	�F� ��&�% 	��-+ �����+�^,����M%
 ��4 - 
� 4%�%
�%��+

 ������ ������# �!RNA �� "��S������ . I%	! �� ��&�% 	��-+ �
�� ���& ����%��^,��� kg�
 
��UV  "���� �m�� 4�^+�	/ �# (��&��� 	��-+ �����+�^,��� �� 	�K�# �%7
�� �# 6���� �% 
� �
 �#RNA �� 	M:� ����)32 .( �� '�� 4%� D�
 4%� 	N%� '%�� �U� 6��:�	# I�L�

RNA:protein �� �
 )��+)����#�% ��:� .� k/ _��+ ����	M:� �UV  kg� � ��:%� \��
 (
����+����+ 
� �� ���
 )�:� �# �%�? �$� �#�% �#�%CLIP �� 
�	L "��S��� �
�� �	?� (�	�
                    

����� .����� )����#���� ������� �� '�� 4%� D�
 4%�  �< ��3� �� ��%� ��,���/���:� �# ��
*����7 �%��^,��� ���s���� s�+	+ 4%�# � "��# )��# ���:��� ���U� D�
 4%� ��	# ����	
 .

*����7 �� �B	# �� '�� 4�:� 4%� 	# "�V8 h�N�� 
� �J��� 
� � "��# �:� ���%��^,����M%
 ���
���:� )��:� �$%�3��� '�� �# s%
}� {%��� (	N%��% �# ���%7 .  

                                                           

1- Nova 

2- RNA-binding protein immunoprecipitation sequencing (RIP-seq) 

3- Photoactivatable ribonucleoside-enhanced CLIPSeq (PAR-CLIPSeq) 
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"�K:
2 ���$� .����+ �� r���� �$%���
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� �� '�� ������ 	# ���M� D�
 4%�� '�� "��7 '�� �# ���5#��� .
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'����
 2%��7 
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r����3  �� �>3� )7 E�3�L� �%RNA ��  L��� �% � ��&	
 "�%��� �
��� . (�
��� 4%� 
�cDNA  [>L
"��� ����+ kg� � "�� 	�e�+ ("�� �>B ("�� ��3,1 (�T�1�� �#�% ���)34 .( �T�1 ����+

 �0�+ ��RNA �� �%����� �
 "�� "��� \��
 ��� ;>� 
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�� 7 -���� 
� 4%�����
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�� ���,� ���                   

5' -�� =�S$&��� RNA  ���"�
�5� D	# �� ��e�$� �
�� ��J%� (������� . ���K+ �! 
� �	%�
 �����+�^,��� ���5#���7-�����:� 4%�����
���	
 �m�� ��
��/��7 �# �����+ .���5#��� kg� ��

                                                           

1- Individual-Nucleotide Resolution UV Crosslinking and Immunoprecipitation 

(iCLIPSeq) 

2- Missing sequence 

3- Reverse transcriptase 

4- Degradome-seq 
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1- Parallel analysis of RNA ends (PARE) 

2- Transcriptional interference 
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 ���)2: �  %8/&()� ��� ��3"� �' 
� N��0� ;"� �:  p�� �� R�S& ;"� 0�^� ��,��& ,�
 ����q1  !�D ,��-& ���) ����� ���� 0�j �,�& ;"� ��0�  %8/& ,� �PJ� 
" �=/� � ���

 & r,� �'��� .  
 ���)3 : !��� 5��: � (����, �" R�S& ;"� ,���!�� miRNA )miRNA_primary_transcript (
 �"miRNA ()� ���� .  

 ���)4 :�PJ�� ���&�) ��/8& 0�  !��� 5�0�� O�G��&:  �R�S& ;"� ,�1738637                      
��/�� ����� �,��� E�
�&�0� ,� ,��-&  !��� �� ()� �'� 1  ����s?��� �1738637 

 & 5�0���� .  
 ���)5 :�PJ�� ���&�) ��/8& 0�  !��� ��"��� O�G��&:  �R�S& ;"� ,�1738735  ����

��/��� �,��� E�
�&�0� ,� ,��-&  !��� �� ()� �'� 1  ����s?��� �1738735  ��"��
 &�0"q�.  
 ���)6 :
���&�:  r,� �� ���) ;"� �R�S& ;"� ,� 
"�PJ� (.)()� ��� ����q1  !�D � .  
 ���)7 : �0�3�
)���,(:  (&TF �R�S& ;"� ,�»+« ��/�� ����� �0�3�
�  (&TF � (8S&
»-« ��/�� ����� �0�3�
� ()�  A/& .  

 ���)8 :
�.:  r,� �� ���) ;"� �R�S& ;"� ,� 
"�PJ� (.)()� ��� ����q1  !�D �.  
 ���)9 : 1y"� !��� ���: ���&�)�  �&�� �3/"� ,� ��� ���A�)�����  =,��J& ()� . 0"��J&

 (&TF �� >?��&»;«  & ��	 @� 
����� . & � ����  1y"� 
" �&�� ���� 0� 
" �����
��� o�G�� ��D �� ,��J& . & �3/"� ,����� ���A�)� ���� ;"�/� 
� ���� . �R�S& ;"� ,�

 ���� ;��9��ID  �' ,��J& �� ����MI0000021-1 ()� . -�� ���� ;�&��Name  ����
 �' ,��J& ��cel-mir-50  &���� .  

�"�. ���GFF ��9���9� 
� R�S& ;"� ,� �� ��,�� >?��& 4"�0"� ����  4"�0"�3  ���A�)�
()� ��� .��9� 01�  �* �� ���� �	�� �"����� �/����� ,�1
�) @� �� �,���� ��/��� ����& �� .

�"�. ���GFF  
� R�S& ;"� ,� ��� ��0� ,�� ��miRBase ��� ��?������ . &  !� 
� �, �=�' ����
��6"�� 5���� 0�^� 06"� >?��& \��/&���� ����  ��?��� -��  &��`�0� . ;"� i�I� O��[�GD                                        

�"�. & �, �� ,� ����www.sequenceontology.org/gff3.shtml ���� �%!�P& .  
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13-2-2 ���� ���FASTA  /� 0��&"miRNA �+1 /23�41 ���  

 �"�. (&0.FASTA  !��� ��0� (&0. 
" ���DNA  �RNA ()� ;�s��0� � . 7D ;��9��
 (&0. ��  !���FASTA +,-� (&TF 
" �&�� 0�)> ( �� � ���� &  /�& �' R�8�� �,  !��� �� �"'

 & H�U����� . & ��,�' V�PD 0"�) ,�  !��� �h)��� . & 5�0�  ��&
 ��%�  !��� �� ���
 (&TF> ��01 r,� ��%� .�"�. ���FASTA  ��0�miRNA ��� ��D�/� ����  �, ���1 0�               

 & 
� #���J�9& ����miRBase ���� ��?��� . �"�. �R�S& ���/F ��FASTA  ��0�miRNA  ���
Caenorhabditis elegans  R��	 ,�13 -2 ()� ��� ���� ���� .  

13-2-3  5	!" 6	74��&,�  

1-  ,�-�� �� ��/� �[�* ��/��]�GCC ()� ��� NG� .��9� ������� ,�� build-essential  �,
��/� NG� :  

$ sudo apt-get install build-essential 

2- E0� ,�-.�Bowtie  ��"��� (.�",� �,)bowtie-bio.sourceforge.net .( 0�9& ,� �, ��9�
/usr/local/share 
/�! � ��0� r,�D ��0�. (!�* 
� ,� �, ;"���� ���/usr/local/bin 

�"�. 0� �� ��/� ��3"���01 -�0��& ��0�.0�m  "�0	� ��� .  

$ sudo unzip name_of_the_bowtie_package.zip -d/usr/local/share 

$ ln -s/usr/local/share/name_of_the_bowtie_directory/bowtie*/usr/local/bin 

3- ��9�� Vienna RNA  ��/� (.�",� �,)http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/ .( ��0�
��/� {"�� 0"
 O,�[ �� ���9� ;"� NG� � �"�h&�� :  

$./configure 

$ make 

$ sudo make install 

4-  SQUID ��/� NG� �, .��/� {"�� 0"
 O,�[ �� ������� ,� ,�� ;"� ��0� :  

$ sudo apt-get install biosquid 
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5- ��9�� 2 )��9��  4"�0"�C (Randfold  ��/� (.�",� �,)http://bioinformatics. 

psb.ugent.be/software/details/Randfold .( (9��Makefile � ���� 0��|� �,                                            
-I/usr/include/biosquid  7D �� �,INCLUDE  ��/� �.�U�)  �9"�� 7D ;"� R�*

INCLUDE = -I.-I/usr/include/biosquid ������ �,( . 0"
 O,�[ �� �NG� � �"�h&�� ��0�
��/� {"�� :  

$ make 

$ sudocprandfold/usr/local/bin 

6 - ��9�� PDF::API2 ��/� NG� �, .��/� {"�� 0"
 O,�[ �� ������� ,� ,�^/& ;"��:  

$ sudo apt-get install libpdf-api2-perl 

7-  miRDeep2 ",� �,}.�}� (}/}�} �)www.mdc-berlin.de/8551903/en/research/   

research_teams/systems_biology_of_gene_regulatory_elements/projects  

/miRDeep .( � ��0� r,�D ��0�. (!�* 
� �0�' �h)�0	� ��"��� .  

13-2-4 ��&,� miRDeep2 

mapper.pl ctrl_trimmed.fasta -c -p/home/wong/rna_seq/genomes/ws220/genome -t  
ctrl_trimmed_mapped.arf -o 4 -n -s ctrl_trimmed_processed.fa -v –m 

miRDeep2.pl ctrl_trimmed_processed.fa/home/wong/rna_seq/genomes/ws220/ 
genome.fa ctrl_trimmed_mapped.arfmature.fa none hairpin.fa 

 �� 78�0& O���miRDeep2 
� �/�,�8F :  
1- �&��0��"�. � �� �,���0"�� �� �, 
��� �,�& ���public/common  ,� �,���� �� ��/� �J�/&

�/��� 0�9& .  
2-  ��0� �"�	  F0. �,���0"�� 
"��0	� miRDeep2 ��?�� �� �"�. �' ,�  	�0D ���

�"
�9� .  
3- �"�. �"�	  F0. �,���0"�� �� �, 
��� �,�& ���,� ���miRDeep2 ���� R�J��� .  
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13 -2 -4 -1  �,*&3miRDeep2 

 1y"� ;"0�=� 
�  �" ���miRDeep2 �"�. �� ()� ;"��KA[ 
" �&�� �'  	�0D ���� 
html  �� ()���?��  	�0D\�	 �, �� & �, ���&� ;"� ��� �� � ��0� �,�' ,� �0�' �� ��� N!�I

�KA[ 
"� ��"��� �%!�P& M� .�KA[ ,�� 
/�! ,��-& M���?� ��  "���  	�0D �?�	 
� ��

�.�01�"�. ,� ��  "�� ���PDF ��� �0�Dj ���1��	�,�� ��	� ���� . & ��8!� ,��-& ~"��� ������

��"��� �3�9	 -�� ���1��	 O,�[ �� �, .�"�. �� �,�� �,���0"�� ,�  	�0D ��� �' ,� �&��0�
 & �0	� & ,�0I ���� ��0�1)��� ���� o�G�� ,�� ;"� �� �06"� �,���0"�� ���' 06& .( ,�

 ���"' ��, �,�� �,���0"��html ��/� 
�?� ���&
 � �",�� ���� �� . �"�. ;"� �R�S& ;"� ,�
 
� O,�8F/mirdeepworking/expression_02_04_2013_t_15_15_09.html ()� )�,�6��                           

13-1( .�F��3& ;��9���  	�0D��9� �&�� ���A�)� �,�& ���0�&�,�� O��"-	 ���  4"�0"�
miRDeep2 4���D ��  ?"�. E�� ��&��0� 4���D ���� ��.01 �' 
� �� �E��` �"�. E�� � (�%I�& ����

���& �"�. E���"�. E�� � ��" \	0& miRNA �!��  0"�) �miRNA  & �Q�,� �, �!�� ����/� . 4��
 	�0D ��%� �0�?�F ��miRDeep2  ���%� �� �	�� �� �,miRNA 4�� ������  /���  �"�	

� ���  "�)�/� �� miRNA  &  ),0� ��� ��D�/� ����/� . 
�  �)0=. �&�� E�) 4��
miRNA 4�� �"�	 ��� 7)�� ���  /��miRDeep  �&�� �� ()�ID  
���&� �(I�&

miRDeep2 4���D B,��� � ��!��  *��� ,� ��  *����J?*�� �,��) ��� /%& � �,��randfold � 

/�!��6"�� ��  "������ ����  4�� �� 
/�! � 	,�Dblastn  ("�)NCBI  �~"��� ��0�                                     
 !����!�� ���  F��	� !��� ��,��) ��� F��	� �� !��� �4�� ��� 
�)  F��	� O�G��& �                            
4�� & (�%I�& � E�
�&�0� :�)� 0� ��
�) ����)�,�6�� 13-2 .( �)0=. E,�=� 4��                            

 
�miRBasemiRNA  
" �� �!�� ���ID  
���&� �����miRDeep  ��/"� R���*� �,�'0� �miRNA 
 �!��  !��� �� (J.��& �,�& ,�  �TF� �()�  %I�� (8S& 
"miRBase 4���D �k� B,��� � ,� ��

N!�I�J?* ��!�� ����� �,��) ����  /%& �,��randfold  E�� �miRBasemiRNA  
/�! ��!��                    
 ��3�9	 4�� ��blastn  ("�) ,�NCBI  !��� ��,��) ��!�� ����� C�3/) � �0)  F��	�                                 

 &���� .  
 & ��� ��, 
�?� �� ������ID  
" (I�&miRNA  7)�� ��� ��3"� 
�.�01 
" �� ��"�	

RNA  �&�� �� ����� �����  )0�)� �!�. ,��D�)C�3/) 7)�� ��� �!�.  %I�� �0)                                 
��8� �
�)���"�,4���D ���%� �� ��� 
� 4�� 0� ��0� �� ,��D�)C�3/) 
���&� ��0) �`0�� �I��*

 
���&� ���
'randfold ()� ��� (��A* ��)  !��� 
���&� � . ��0�  A"�0�� 
" �;"� 0� ��TF
4���}D���& ���C�3/) ,��D�) �� ���  ��"4���D �&�� �0)���& 
}"�-�  ?�D ��  "��  ��"  
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�(�:�� 13-1 : .� ���; �,*&3 ����miRDeep2 �" <�=� �( �&,� >�.�	2"� /%+�� .  

���  & @��0. �, ���&� ;"� � & ��3"� ����� �����& �, �0�&�-"� 5�� 0� ����� �� ��,�'��� .
�,�6� ,� �,�& ;"� 
�  !�S&� 13 -3 ()� ��� �Q�,� .  

13 -3  miRanalyzer  

 �� �06"� ,�-��miRNA C�3/) ���,��D�) � ��0�  "�)�/� �, ��� ��D�/� ��� �0)
miRNA ���� 
� �� �"�	 ��� !��� ���  ��"RNA ��&' �[�* & ��=/��� �, ��� ����

miRanalyzer  ()�)4 .( ����  I�0�.� O�9"�J& ���&� ,�-�� ;"� ;�/���miRNA  �� ;�� �, ��
�F��3&  & @��0. �����,�' .?�F 7"�0� ,� +,-� O��A� 
" � miRanalyzer  ��miRDeep2  ,�

 �� ()� ;"�miRanalyzer ()� M� 0�  /�8& . & ,�-�� ;"� ;�/��� O,�[ �� � ��� ��?��� �����
  %U�&�0	� ��01 .���� �"�� 0�,�� �(!�* �� 0� ,� !��� ���  ��"RNA ���D �, � ��0� ��/�

 �� �0�' (&0.Read-Count )4���D B,��� ( �"Multi-FASTA ) �/�FASTA (��� 0��|� .
 R��	13 -3 (&0. ;"� & 4"��� �, ����� .  
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�(�:�� 13-2 : .� ���; �,*&3 ����miRDeep2  /%miRNA A	B +�+, ���                                  <�=� �( �+1 �4	�

�"+�� .�
��� * �+1 ���� C&� �*+, D�� ���miRNA E�F4  * G
��<�2  (� �&  H �( H�  ���

�+1 IJ;+�� .  

(&0. ;"�4���D ���%� �  !��� ���F��3& ,� ���                               N��0� ;"�� � ��0� ()0=. �, ����
��0�.�F��3& �
�) �����&��0� 
" ��0� �� ���  �()� ,��,�D0�  "$�� (���� 
� M� 0�  /�8&

 & E�3����� . ��0����D�&��0� 
" �(&0. �"�8� � ��/�� a�()� ��� �Q�,� R0 . 0�,�� �' 
� ��
�&��0� ��0	�  1��&'� miRanalyzer (��� ����D �, .�KA[ 
� �"�� 0�,��� ,����	 �M� /  E��`

&} ;�� 
� �, 0^� �,�40 &}/��� �� ��,�}K� ��}8���� (} ()� ��.01 ,�0I  ��) �B�& ���9�� 0�^�  
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�(�:�� 13-3 :E�F4  (�23�  �L	��&' �,*&3A���3 * �& <�L" ��� .� �+1 ����miRDeep2 

 � ��0) �6&C. elegans (i��P� E�F ���%� 0�^�  "��0�&�,�� ������ M����� � 
�3& ���            
@��G�4�� �,�& ,� �0�1  /��miRNA   "�)�/� �" �"�	 ���miRNA  
� �, ��� ��D�/� ���

�/& 
"� ;�"������ ��, � ��0� M����� �,�launch  � 
�?�}�/ . ,a�0�)miRanalyzer ����� �, �  
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 �*+,13-3 : H"&�FASTA  H"&� MRead-Count  H"&� *Muiti-FASTA  

 (&0.FASTA :  
  

  
  

 (&0.Read-Count :  
  

  
  

 (&0.Multi-FASTA :  

  
  

 ;�� O��A� R��	 ;"�(&0. & ���� �, ����� .miRanalyzer �"�. �=/� �� ���� ���
 (&0.Read-Count  �Multi-FASTA  & ���,� ���/F �� �,�0"q� .  

 
/�! 
" ,�� ��"�� ,� � ��0� -�!��' � B
��0�miRanalyzerjobID  & �Q�,� �' i"0] 
� �� �/�
 & ,�0I :0�)� ,� ~"�����0�1 . �� ��9� -�!��' ;"��
����� �F��3& ���� 
" �� 
�, >G� ;�� ��

 & ��&
 ��A��0� .�KA[ ,� ��  	�0D�  & �Q�,� M��[TD � ��� ���A�)� ���0�&�,�� ���� ��
 & 4"��� �, ~"��� 
���� .4�� 0"�)4���D ���%� �����& ��� �� ���  ��"miRNA  ��D�/� ���

��)� 0"�) ���� ���RNA  �RNA 4�� ������  /���  & ���� �, �"�	�/�� . ��, 
�?� ��
�8%	� 4�� ;"� 
� E��� 0� ,� O��"-	 ���miRNA  �" ��RNA  i�I� ��� �4���D �" ���

 & �Q�,� �=�' 
� E��� 0� �� V��0&��01 .�9"�J&� �F��3& �� ;���  & ���� @�J�9& ,�] �� �����
�0�1 O,�[ ����  I�0�.� -�!��' ���,�-�� 
� ���A�)� �� � . �3/"� ,� ���) ,�] ��miRanalyzerjobID 

 �� V��0&()� ��� �,�� ���� �F��3& �� .�F��3& ����N�F ���/��, �� ��0�� ���) ��� ,�  ��"
 ("�)miRanalyzer ()� ��"�01 �Q�,� . ,�-��miRanalyzer  & �, 
� ����http://bioinfo5.ugr.es/ 

miRanalyzer/miRanalyzer.php �0� (.�",� .���D (=	 R0a� (h"0�)� (&0. �"�8� � ��/�
���� ���,� ���miRanalyzer  
�http://web.bioinformatics.cicbiogune.es/microRNA/ 

miRanalyser.php  ()� (.�",� ���I)�,�6�� 13-4 .(  
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�(�:�� 13-4 : �,*&3miRanalyzer 

13-3 -1 ��&,� miRanalyzer  

1- ���D ��0� �, R0a� (h"0�)����� (&0. �"�8� � ��/���/� ��?��� ��  
2- ���D ��0� �, R0a� (h"0�)����� (&0. �"�8� � ��/� !��� ���  ��"RNA �0	� ��/�.  
3- ���� 
� ,� ���,� ���/F �� �"�	 (&0. �� ���miRanalyzer ��"��� ���A�)� .  
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13 -4  +$� �	����miRNA  

miRNA  ��mRNA @� �����",�  �&�� � i�I� ,�] �� 
�/� �� �,���
�) �� �, ��D
 & ,�0I <�� �,�& �()� ����  "�)�/��/�� .�8/	 
�  D0� R�* ;"� �� ���?� ��� ,���
�) ;"�

<��  "�)�/�� ()� ��� ��D�/� . ���� ���&7  ��8   "����� ����s?���miRNA  ��mRNA 
 ��?h��  ��&�/"��&0� �,��"�� �<��miRNA-mRNA C�8P�� (�%I�& � ���GC  �AU  @=&

()� . �������s?���2  ��9  ��=��� ,� \I��5'  R��!�&miRNA  ���&�� ��)  !��� #�*TP[� �!��
 &��� .C�8P����� ���& ��� !(�%I�& ;"� ,� ��) ��� �� ��mRNA  �� <�� ���7-mer-A1 

)7  (�%I�& ,� ;"
���' 
" �� i8P/& ����s?���A1( �7-mer-m8 )7  ,� C�8P�� E�F 
" �� C�8P��
 (�%I�&8 ( �"8-mer )8 ��) ,� i8P/& ����s?��� (��)� & ��/����� . ��, <�� (�%I�&
mRNA ��*�� ,��  ���	0���)UTR ( ��=���3'  R��!�&mRNA ()� ��� \I�� . ������ ��8!�

 �� ()� �' 
�  ��* �� �,�� ��	� -��miRNA  & ����-1� �/���� � ��UTR  ��=��� ���5'  �,
�/�� ,�0I <�� -�� . <�� -�!��' ��0� >?��& B�, �) �I��*miRNA ()� ��� ��.01 ,�� �� .

�9��;� B�,��� 4�� /�����   ��8)�K&  !��� O�8��0� �,�&' -�!��' �  ��
���&� ��/8& 0�
 �"�I � �",�� 0^� 
� � ���� N)�/&B�, ;"0� ���/�9� .B�, ;"�4�� ��� ���/F ��  /��

B�, ,�  "�/8& �����%!�,��)���� �"��� (A	 
� �[�*  1��lin-4 miRNA:lin-14 mRNA 
  "�)�/� �� #��%� � ����&  I��miRNA <���� � 0���� ������� �06�
�� ��� .B�, �E�� ���

�F��3& ��/8& 0� ��  F�/G& B����)� ��0�  A/& � (8S& B
�&' ��� ��/�mRNA  �� ��
i�I� ;"-6"�	 � ��� ���=� �/� <��0�m �" <�� ���/FB�, ��0� �0����) ���  ��
���&� 0�

 & M�9K&  !��� C�8P�����01 .B�, �E�)
' ���H�K[ ��  �"�&B�, 
� 0�08�%& � 0� ���
��  !� ����  ��8)�K&����� �3��� ,� � �����  A�%U �����0 ��� ����  & �=�' 
����� 0�j ���� .

C�3/) ���,��D�) 0�  /�8& ��!�� O�%!�P& �0)miRNA R�?) �D�� ,� ���  "$'�0� ��� � ��
�` ���� 4��� -�!��' �h)()� ���� �� . ,�B�, 0U�* R�* !��� ���  ��"RNA �?�	 
�  M�),

 08��  /�"�)CLIP (;�s��0� 0"�) � O���1,' �� ����� �G�& ���RNA ��   "�)�/� ��0�
 ��?h��miRNA:mRNA �K& ,�1  & ��.01 ,�� ��B�, �����  3/),�8�F� ,� E�6��� ���

�/�9� <�� .  

13-4-1 C*(A	B ������� �!" �4	�  

�[�}��}�&��0� ;"0�}�� ��}4��}&  /})�K}�8&  ��8})� 0�  /}%!�,��}��)� 0"
 ���}( . ;"�  
                                                           
1- in situ 
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��%!�,��)� ��                                             ��  ��
���&� ,�  8",k� � ���8�  .�� � �,�0U <�� -�!��' ��0�  "�=/� ��
 & ��3"� ��J!�� <�����//� .�K& ���,�-�� ���F ,� � ��.01 ,�0I ���A�)� �,�& ���%�&  ��8)

4�� /��4�� ;"0�=� N!�I ,� i.��� �,�& ��� & �Q�,�  /�����01 .  
��%!�,��)� ;"�
� �/�,�8F �� :  

1- i��P� ������& ��*�� ,��  ��) �� O,�[ ��(�%I�& ���2  ��7 ,� miRNA  >"0%�
 &���� .  

2- i��P� ������&  ��08	  
� 0��0.��*���  ��)i��P� ,��* ,���*�� >�%U ����  ��)  
3- ;"
���' ,��* ,� ��) �� ��� (A	  !��� O,��3& ,� ��miRNA  
4- C�8P�����1�/� ���� ��*���  
" ��)miRNA  ,�3'UTR  
5- C�8P�����1�/� ���� ��*���  ��)miRNA  ,� O��A�& ���3'UTR  
6 - C�8P��  ?k� ���&  !��� ���miRNA  ��3'UTR  
7- (��A*  1�� !������1 ;�� ,� ��) �����  

��*�� ����  ��  �=/� ��)8 ��%!�,��)� ;"� � ����� R�] ����s?��� @=8& �,�I -�� ��
4�� � ��0� ~�, ���8�  [�G�D� 
� �� ��,�� ��	� ���%�&  ��8)�K& ���,�-�� �q! ��/�9�  /��

 0� ��0� <�� ���[miRNA ()� E�)0& � R����& �0&� �=�' 7)�� . 
�/� ��,�-�� ;"� R�* ;"� ��
�PJ� 
" ���/F ��� ��U0. ��3"� ��0� 5�0� ��A&  �)� ;�"�� O��"�&
' -�!��' � �"�	 ���

�/�9� .�����4�� ���,�-�� 
�  "�� <��  /��miRNA ()� ��� �Q�,� 0"
 ,�.  
TargetScan )www.targetscan.org (�� 
"<���� ;�.�" ��0� M� 0�  /�8& ,�- 4��  /��

���� miRNA ()� O�����* ,� .���1 
� ,�-�� ;"�B�& ���9�� �?�	 
� ���"
 ����6& ��� � ��
 &  ��8���� ��������/� .���� ��6"�� 
" ,�-�� ;"�� ,���)�1 ()� .4�� ;"�0��/� /�� ���A�)� �� ��

 <���� ;�.�"  ?� R�[� 
�miRNA  & (.�" ����"�01 H"0�� C�. ,� �� ����)5 .(miRNA  ��
��)� ,���01  "����?� �� V��0& <���� �h) � ��� ��/�� ������D()0=. ��  &���� .

 & �� ()�  !��	 �&��  	�0D�KA[ 
" �� �0�'  ��)' �� ����� ���� �J�/& ��0�91 . 
"
 ()0=. 0� ��TF �� ()� ;"� ,�-�� ;"� ("-& �����mRNA 4�� ��� 0� 
���&� 
" ����  /��

(��A* ��/8& 1�� )Pct  %�3�2 (
" � �/�&
 ��/8& 0� ���1��	 
���&��   !���) �/�&
 
���&�
�k�3 (4�� �� ��/��]� ��-�&  ��"
,� ��0� /�� & o�G�� ����� . �R�S& ���/F ��miRNA  ���

(��A* �� 1��  
���&� <0] �� 0����  ����`�?�.Pct  & C�)  %�3��/��" . ;"� M��F 
�  �"

                                                           
1- Curated database 
2- Aggregate Pct 
3- Total Context Score 
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���1 ���K& ���%� ,�-�� !��� ��0�  ��8���� @� i�F � ���  ��8���� ��� ���miRNA �,��)�� 
()� .���� ��6"�� 
� ���A�)� �� ������� 01� R�* ;"� ��� TargetScan 4�� /��  ����!� ���

��� ����D ��?��� ���I ,��-& ("�) 
� ���� ��6"�� ;"� �k� ����� E�3�� . ;�/���TargetScan  ,�
 
" ��  ��&
 R�S& ���/F �� �06"� �,��&mRNA �K& ������� � ����� ����� �, <�� ���

miRNA 4��()� ���A�)� ���I -�� ������� �, ���  /�� . 4��FAQ )R����& O$��) ( ;"� ,�
@�",�6!� 
� ������ 0�,�� 01� � ���  *�0]  ��D �� ��6"��I� ���ai� ��,�&  ���A�)���� ��1' �                

 &�/� ���A�)� �4�� ;"� ,� ��	�& O�F�	,� 
� ����� .  
��%!�,��)� TargetScan ()� 0"
 b0� �� :  

1-  ��, �, 01,�0&TargetScan )www.targetscan.org (���� ,�0I.  
2- ���1� ��"��� M����� �' ��, 
�?� � �/& ,� (�0* �� �, 0^� �,�& .  
3-  miRNA ������D ��, 
�?� � �/& ,� (�0* �� �, 0^� �,�&� ��/� M����� �' .  
4- �KA[ ,�  	�0D R��	� �KA[ 
" ,� � ��0�  h� �, M�� ��"��� ���010� ��0�91 .  

,a�0�) �0. �� 0GK/&  1y"� DIANA-microT )www.microrna.gr/microT ( �� ()� ;"�
 & 0�,��  !��� �����miRNA �"��� �8)�K& �, ��J!�� <���� ,��-& ,a�0�) �h) � ��0� �,�� �, ��D .

 & ,�-�� ;"� <���� �����miRNA �"��� �3�9	 -�� �, ��%!�� � ��� ��D�/� ��� .@�",�6!� ���
 C�8P�� �� ��9� ,a�0�) ;"�  ��
���&�7  �8  �"9  ,� ��) ����s?���miRNA  ���� (A	 �G:U  ,�

 ��=���3'  R��!�&miRNA  C�8P�� �"6  ,� ����s?���9  ��=���  "����� ����s?���5'  R��!�&
miRNA  & 
���&� � ��0� ��F�/�� .(��A* ;�� ,� <�� (�%I�&  1��27  ;"� ��0� ���1

 & ,�^/& �8)�K&��01 .��8� �� �
�)miRNA �8)�K& (=	 ���  �,��& �-"�� �� R�/6�) (89�
 & R0�/� -�� 7?m (8S&�� �)6 .( ��3�9	miRNA  ,�miRBase  ,� � ��� E�3��  1��) ��

4�� <����  	�0D �� ��0�� ���  /��Pct �/�&
 
���&� �  %�3��  & �Q�,�  ?k��01� .  
miRBase 4�� �&�� /�� 0� ��0�  "��miRNA  
� �[�*TargetScan ()� . ;�/���

 !��� ,� C�8P�� E�F � ���& C�8P�� O��"-	  ��.�01  	�0D ���miRNA  R�] ,�3'UTR  �,
 & ������� .@�",�6!� ;"0�=� 0U�* R�* ,� ��� ��  ����&,�A����� ���,�-�� ��  ��8)�K& ���

 &4�� ��0� �/����/�� ��/�9�� ,�1
�) ����� ��.01 ,�� ��   �q!��6�"�&
' ;"�/� 
� >?��& ���
4�� ��  ����)� ��0� ,�-�� /�� & ���A�)�  F��	� ����//�.  i"0] 
�www.mirbase.org                               -��

 & �� ����miRBase (.�"  )0�)� .�GA& O�K�U�� �� \	�, �0�miRBase �&��� ,��  ;"�
 & �Q�,� �G.��01 .  
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13-4-2 C*(��� &� �42�" ���4N" C��  

;���&��8���� ,��0� ���1 )SVM ��( �"�� ���,�-��� �/�9� ;���& �0�1��" . 1y"�                          ���
�������& +,-� ��%�� �� ,��0� ���. ,� �� &  ��"���� . 1y"� ���%� ���K&�� �� &  !� ���� �����

C�8P�� 0�^� ��,��& �&��C�8P�� E�F ���) ,� �� 4�� �" ��) ��
' �`0�� ���) ,� ��3'                                    �
 !������� (�%I�& 0�  /�8& ��� .��� ��  �I��  1y"������ ����� ��/�,��0� ��                      >?��& ���

 &
� �/���� �F��3&� B
�&'2 ��//� N�0& 
" � ��� �-3&3                      ��	 ����� ,� �, ��,��0� ;"0�=� ��
 & ��/���3"�  &��� . & ,�� ;"��0. 
" ���/F �� #���J�9& ����� ,� �, ��,��0� �� �,���D� b0]

 & ��	 B
�&'��01  J?� ��"��� .���� �h) �� ��//� N�0& �  %I�� ����F��3& ��/8& 0�� 
��� ��3"� B
�&'���� ����� �-3& �" -"��� ��0� ���� & ��.01 ,�� �� ������ .�F��3& ��F ,�� 

 & B
�&'R�S& �&�� ����� 
� (8S& ���miRNA  ���� ��  "��mRNA  -�� � ���� 4��� �,
R�S&�` 
�  A/& ������� ,� �0��|� ��  "�� �� 0� � ���� ��3"� ��� �"�,'-", 4"�&
' 
" 
�

��� :�8�I����� ���� . 1y"� 
� ��miRNA   !��� �3'UTR  R��!�&mRNA  4��� 4���� ��
 & r�0��)� �()� ��.�"���� . !��� ,�  A/& R�S& 
" ���/F �� O�I��  ��1 -��  .��G� ���

 & ���A�)� B
�&'���� .SVM �F��3& �k� 
�� �� ���  �� B
�&'0  ��51 S& � (8S& R�0  ��
114  ��  A/& R�S& ;�.01 0^� ,� (9��  1y"� ~/� 1y"� ���/F �� @=& ���)�&�� : C�8P��

 ����s?���@3/� ��
' �`0�� �5'  ����s?��� C�8P�� �@���  ����s?��� C�8P��E,�=� C�8P�� � ���AU 
 4�� ,�5'( ����� �� �
�))7 .( 
"�%!�P&� SVM #�0�D� �� �F��3& 
" 
� ���A�)� ��� 

�� ��� ���� ()� ��.01 O,�[ B
�&' (��A*��*�� �  "�=��� 
�� C�8P�� ���) C�8P��  1��� 
 C�8P��a7  1y"� ��)�=& ���   �/�9�)8 .( 01,�0& ,�-�� ,� �%!�P& ;"� ~"���www.mirdb.org 

 & � ��� ���� ,�0I <���� �' ,� ����miRNA  �" 0^� �,�& ���miRNA �` ��  "�� �,�& ���
 & ,�0I <�� �, 0^� �3�9	 �0& �" �) � "�0K[ B�& �B�& ���9�� ��0� ��/������ )8  �9 .(  

��J���&
�)��D �����4 )SOM ��(  
" ��/8& 0� �� ()�  F�/G& B�� 
� �06"� B�,
O,�^� �0�1��" @�",�6!��" ��0� � ��� ���=� �/� 0"q��� <���� ;�.miRNA               ��.01 ,�� �� ��

 &���� ..��!�� �/"'0� ���D �&�� �0�1��"���� ��/� ��)R�S& ���/F �� : !����� ( �/� ���. ,�
()� ��%�� .���& �/"'0.���� ���� ,�0I �&�� ��%�  ��"()� ��J� ,� �"�	 ���,� ��� . ,�

mirSOM  !���  F0. ���3'UTR ���D � ��� (.�",� ���"�01 ��/�)10 .( 
" �&�� ~"���

                                                           
1- Support Vector Machine (SVM) 
2- Training set 
3- Classifier 
4- Self-Organizing Map (SOM) 
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��J�� ��&
�)��D �� ��32  ×32  =964  
� 0���� �" 
" �0A[ ��,�� ��0� 0� �� ���� ��0�8/1 
�0�3�
 ���?�&�   F0.22  
� �����s?���3'UTR �`��� ��D�/� ���� C. elegans ()� ���� .

 �h)miRNA  �� ,�SOM ���&�  ��"��� �` !��� �� 0��/�& ��� ���3'UTR  �� ��0� ,�
���� ��.01 0^� ,� ��"���� <���� ���/F .mirSOM  (�)�9* 
� 06"� ���,�-�� 0S�� �� �9"�J& ,�

()� ��.�" ��8=� ���"
 ��-�& �� -�� �' ����  [�G�D� � ���� ,��,�D0�  "$�� . R�* ,� ���A)��&
���� 
� �=/� ,�-�� ;"� 0U�* ���C. elegans  &  ��8�����/� . �0�,�� 7��,mirSOM  ���&� ;"�          

 & @��0. 0�,�� ��0� �, 
" �� �/�miRNA  � ��0� �,�� �,mRNA 4�� ����� �, ���  /��       
�/� (.�",�  	�0D ���/F .mirSOM  & �, 
� ����www.oppi.uef.f/bioinformatics/mirsom/ 

���� (.�",� .  

13-4-3 C*(�=��".
 ����	2=B &� �42�" ���  

4�� 01� /�� R�8J�)� �,�& 0���� �����  ��8����  ��6�"�&
' ����� ��  ��8)�K& ���
(9"
 & ,�0I ��)�/���0�1 .R�)  ] ,� �����8��DBT� �0�D� ��� (=	 ;"� ,� ���%�& ���

()� ��.01 O,�[ .B�, 0S�� ,� ("���K&  ��6�"�&
' �������,�� �����0 .B�, ;"�  !� �� ��
 ;�.�" ��!�4/���0���� miRNA:mRNA �/�9� �/��
,� .��  D0� 0U�* R�* ,������0 ���

 �[�*B�, 
� ��* ,�  ��6�"�&
' ����/�9� ���� ��6"�� 
" ���  GG��  �=�' ~"��� 
� ��3"�
()� ��� .R�),����� ��6"�� 
" 0�D� ���� ,���)�� miRNA   ��6�"�&
'  ��8���� ��,�� ���

()� ���� 4��� �, O$�J& 
� .���* �� ���� ��6"�� �/� 0"
 ,� 4/���0� ��� miRNA:mRNA 
���� ��/8& 0� � ����4��  ��6�"�&
' ������ ��"�� �  /�� ���� .0%&  &���01 .  

mirWIP 4�� ��0� ;"-6"�	 
" ���/F �� /���9K& o!�D  ��8)�K& ��� & M��01 . ��
 ,�-�� ;"� &(A	 
�  �)0=. ���� ���miRNA-mRNA  
� �[�*  /�"� M�), O��"�&
' 
� ��

 ��?h��RISC  ,�C. elegans ��&' ()� �� �,�' @��0. ����)11  �12 .( ,�� ;��9�� ,�-�� ;"�
��?h�� 
�  �)0=. ��,�' @��0. ��0� ���miRNA:mRNA  ��� ��"��  ��6�"�&
' ����� �� ��

4�� ��0� ��.�" ��8=�  ��
���&� ���,��%& B0�91 � 79� ��0� �h) � ������ <��  /��
miRNA �� ��.01 ,�� �� .4�� ,� ��!�� <��  /��mirWIP  ���
' �`0�� �I��* 0� 0��/�&
(��A*(A	 �  ����`�?�.  1��()� ���� ��)  1�� . �h)mirWIP �� 
���  ��6�"�&
' ���

 1y"� �&�� 0U�* R�* ,� ���, ��D  ��
���&� @�",�6!� �� ��0� ���A�)�  /�"� M�), ���
 (�) ,� ��) C�8P��5'  � �,��D�)  )0�)� ����� ��8=� �()� R�G�� V�J� �`0�� .mirWIP   
�

www.mirwip.org ()� :0�)� ,�.  
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TarBase  <���� ��0� ,���)� ��6"�� 
"miRNA ()�  ��6�"�&
' ����� ��,�� .TarBase  
�
;�& 0�  /�8& ,����D ���� B�, 
" & �0=� O$�J& ,� ���� �0�)13 .( ���* ���� ��6"�� ;"�

65814 �` 4/���0�miRNA- ()�  ��6�"�&
' ��"�� ��,�� .����B�, 
�  ��6�"�&
' ��� ���
 �` o��&miRNA  0�^��` �06�,�-1 ���qRT-PCR B�, �� OT� �0�)� � 0������0�0�� ���

�"�,'-", 0�^� !��� � ��  ��"RNA ) 0�^�HIST-CLIP  �PAR-CLIP  !��� � 8"0��  ��" ( ��
 & ()��/"' .��//�  ��8����  ��8)�K& ������  <�� O�
���&� i"0] 
� -��  ��6�"�&
' ~"���

DIANA microTmiRNA �/�9� :0�)� ,� .���� ��  )0�)� � ��)' �0�,�� 7��, 
" � ��
 
� M�q	TarBase  ("�9�� i"0] 
�www.microrna.gr/tarbase ���&�()� 0"q� .  

miRTarBase ���� ��6"�� 
"� <�� ��0� 06"� ,���)� -miRNA                  �0=� O$�J& 
� �� ()�
 &�0�1 . ���* 
� ���A�)� ��2000  ��!�J&3576 <�� 4/���0�miRNA-  ,�17  �?�	 
� ���1

 ()� ��� ��"�� ��9��)14 .( �� �9"�J& ,�TarBase 4/���0� ���* ��6"�� ;"� � ���
<��miRNA-  !��� O�%!�P& 
� �[�*  ��"RNA  ;"�0��/� � ���8� �	�� �,�& �� ()� ;��&

���� 
� ��,�� �"��� ��  ��0�,��  3/),�8�F� O�%!�P& 
� �[�* �` 
� ��� ,�0I ��/"��� ���A�)�
�0�1 .miRTarBase i"0] 
� ("�9�� www.miRTarBase.mbc.nctu.edu.tw  :0�)� ,�()� .  

13 -5 ���� -	./�
���� ��� 
���miRNA 
���� 0 
���mRNA  

 ;�JJK& <�� !��� O�%!�P& 0S�� ,�  ��"miRNA                                       "�)�/� 0� ��TF �� ()� ;"�
miRNA ����� 
" ,� ��� ���� ����  ���D  �.��mRNA 7)�� ��� @�^/� ���                     
miRNA �//�  "�)�/� -�� �, ,��-& ��� .R�) �!�9& ;"�4��  �* � �����& ���  5���� 
�NGS 

()� ���� b0P& -�� .���� ��0� ��� �,��� -�� $�� ,� �� ���1miRNA   1��) �� ��0A/& ���
 & �' ����miRNA  ()0=. 
� �,miRNA���� ��  "����.�" 0��|� ��� ()�  �� � ��0� M�����

�����   ��8)�K&mRNA 4�� �, <������  /�� .��6�"�&
' 
� �,��9� � ��., 0��?	 E�1 
" ��
 
" M����� 
� ��miRNA R�?) ���DC�3/) ,��D�) �� �,  "�� �' �0)miRNA  �"  "$'�0�

B�, 
�� �� �h) � ����� ���",�0� 0�^�  "��qRT-PCR  !��� �" �"�,'-", �  ��"RNA  �
mRNA  7)�� ��� @�^/� ���miRNA �0�' ��0�?�F 4J� � �����  "�)�/� �, ,��-&  ��"��

 &�/"��� . & ,�� ;"� ;�/���B�, �� �������� 0�^� �06"� ������ �" O�� ��0� ����miRNA 
����  ),0� � mRNA �0�1 O,�[ ��"���� <�� ��� . ?FB�, ;"� ��/"� @m,  ��6�"�&
' ���

��&
�/"-� � 0� ,��0� &�/��� 
"  ��6�"�&
' ��"�� ��0�  !� �miRNA  ���A�)� ���I 4.�� �
�/�9� .  
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�%!�P& 
" ,��  !���  !��%&  ��"miRNA �� �� ()� ;��& ��miRNA  ��.�" 0��|� ���� ��
�"' �[�* . !��� O�%!�P& ,� N��0� ;��� ��  ��"RNA  ���[ ()� ;��& -�� (.�� ���� ��,

mRNA ��01 �����& ��.�" 0��|� ���� �� . ��)' �� ~"��� ;"� i�A?�  �� O,�[�0�1 . B�, 
"
���)�  ���� b�P) ����� ��98��miRNA ���� b�P) �� R�?) 5�� 
" �" (.�� 
" ,� �� 

mRNA ()� (.�� ���� ,� �� .������ B�, 
"4�� ���-.� �&�� 0�  9"���, �&�F <��  /��
��8� ;�D�) ����� ;"� ��/8& 0�  �` ��� ()� ��)15 .(�����&�� B�, ;"� 
� ����3"� �                        

�J?* ����,�D
��1 miRNA -  9"���, ,����. ()�)16 .(��8� �B�, ;"� ,���� mRNA - �&�F
 9"���, -miRNA ��6"�� i"0] 
����� ���� 4�� ���,�-�� �  9"���, �&�F<��  /��miRNA- 
 & ��3"����� .��8� ;"� �h)���� �� �� ���� ���miRNA  �mRNA ��6"�� 
� �[�*���� ���� 

 0�^� �` ����Gene Expression Omnibus )GEO ( �ArrayExpress i�A?�  � ������� ���
 /m <�� �
�) &  ��
���&� �,�&' B�, ������ .��8� �� 
���&� ;"0�$����� mRNA - �&�F

 9"���, -miRNA ��6"�� 
� �[�* ����� �� �� &  ��8���� �` ���� ��� & i?%� ������0�1 .  
���� iA�?� ���miRNA-mRNA  & �&��� 4!�� ��3"� �����" .�/�&
 �&�F 
" �� ()� ;"� ��

4/���0� ���miRNA  �mRNA  & ��, E,�=� �%�� ,��/�� . ;"� �� ()�/%& ���� ;"�
4/���0���,��  6�9� -�� �0�� � �&���  ] ,� ��&
 �� � ���& O�^*T& 0� ��TF �� . �� 4"�-.�

 �0��0�miRNA  !��� 4"�&
' 
" ,�  ��"miRNA  �' ���� ��� 0��0� �� ��/%& �� #�&�-!�
miRNA R�?) ���%� ��� 0��0� �� ��/%& �� �" �' ��  "��miRNA  & ���� �,(9�� ��//� . 01�
miRNA ���
�	� 06"� �&��F �"' ���� ��� <�� @�^/� � �0�1mRNA  ,� ���� �/���D �' �� �,

 �� 0^� �� � �0�1 O,�[ �"�� �/�&
 ;"� ,� ���"
 ���,�� 0U�* R�*�)�� �� �), ;"� ��  ��
���� ��)' �4)0� .  

13 -6 ��2��3 4��'� 0 ���� ���RNA ���� ���  

13-6 -1 A���3�
��� ��� ����RNA  /� 0��&"miRNA  (�miRBase  

miRBase ���� ��6"�� 
"�  ,���)�miRNA ()�  ��J�JK� <���� ��0� . ���* ��6"�� ;"�
 !������1 ��0�  %	�0& �  !���*� <���� ���,��D�) ��� ()� ��%�& ���)17 .(miRBase  ���&�

 !��� ��3�9	����* � ���,�6� ��� miRNA � O��?� �" E�� ��/8& 0� @��0. �, �' ���?                               
 &�,�' . 
� 4�� ���* ��6"�� ;"� 0U�* R�* ,�20000  �D�&miRNA  ()�)��9�� 19 �

 ()�1'2012 .( & 0�,�� �����miRN �"��� �3�9	 ���1 ��/8& 0� �, �� .��9� R�S& ���/F ��� 
                                                           
1- Feed-forward loop 
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  ?%.miRBase )��9�� 20 ( ��,��1842 4�� � 
�)2578  �!��  !���miRNA ()�  ��9�� .
 & �
�	� 0�,�� �� ��?��� 4����?� �� ����  !��� ���miRNA  �" ��0� ��?��� �, ���� ��6"�� ,�

 !��� �=/�4�� ����"��� ��?��� �, �!�� �" 
�) .�"�. ��6"�� ;"� ;�/��� ��0� ��?��� ���I ���
������D ���miRNA �,�� . 1y"� 
" ���� �()� ��� ���-.� ��6"�� ;"� �� #�0�D� �� �"�	 ���

 ,���)�4���D ��, 0� ("��	�& 
� �� ()�  "��miRNA  &  ��8���� �//�)18 .( ��&��� ,�
����*4���D ���%� �A* � �,�6� ��0�  ��6�"�&
' B�, �� ��� ��"�� ���miRNA ��                                 
4!����� ����D -�6��0� .  !�miRBase ���� �$�� ,��9� @3* �� �=	��& ,� �,�� �"�	 ���

 & E�3��  "�/S�)� ���)19.(  R�S& 
" ���/F ��Cel-mir-124 ���/F �� �D�& 
�  �" ���
miRBase �,�6� ,�� 13 -5 ()� ��� ���� 4"��� . �D�& ;"� �&���,����  �H�U�� � )0�)�

������D� � �` ����*�I�)  *��� � &��F �,�6�-�J?* C�8P�� �� ��0�� 6�.�" � 1�&'0� � �J?* ���
4���D���%� !��� �������* 
� �� i��F  ��" &  ��8���� �,�6�4���D (�%I�& ��//� ���

 !����/�&
 � i��F  ��"�  ��  &��`(����, �� (89� �0�' (�%I�& � i�I� O�G��& #��,�0U ��
 ���� &()� ���� .  

 ��0�  ��6�"�&
' ����� �&�� 06"� ~"���miRNA 4�� <���� � ��� ��"�� <���� �  /��
�/�9� ��� . &  ��6�"�&
' �����k� ���0� ��?� 
� �/����a
,� !��� �OT� � !��� �"  ��"  ��"

CLIP �/"' ()� �� . 
� ��� ��"�� <����TARBASE 4�� <���� � 
� ���  /��MICRORNA  �
ORG  �RNA22-CEL  �"TARGETSCAN-WORM  & (.�",����01 .@=& -�� ��"�� ,� ;"0�

 �' �� 78�0& \	�0& � \��/&miRNA  & 0�j ��D��01 .  
�I�) ��1�"� 
� - 4���D i�I� ���%� ��,�' ()� �� ��J?* ��0� ��miRNA  ,� ��                                    

�I�) -  �J?*���&�()� 0"q� . ��, 
�?� ����	�& ��F 4���D �$�� ,� 
� �06"� ���� ���
4���D���  !����I�)  !��� ��0� i��F  ��" -  & 
�� �J?* ���)�,�6�� 13 -6 .( & �3/"� ,� ����

4���D  !��� 4���D i�I� ���%� � �� / @� � i?P& 0"��J& ,� @� �, ��D  !��� 
" ��0� B,���
0� 8& ��/ ���%�B,��� �*�� ,� ��RPM )4���D ���%� ;�6���&���?�& 0� ,� �� (R�&0� �
�)

���� �����& �, ��� .;"� 06"� ("-& 5�� ���4"  & 0�,�� �� ()� �' !��� ���0�&�-"� �����  ��"
 @=) � ���B,��� �� ,� �=�'�"��� �^*T& �, �� . & 06"� ���� ,� ���� �� � 4"�&
' B,���

���� 
� �[�* 4���D ��(���  )0�)� .  
01,�0&   &��`UCSC ��� 01,�0& 
" 1y"� ;�.�" ��0� �,�� �  &��` HP) ,�  !��� 
" ���

����* ���0�9& 
� ���A�)� ��()� �,�6� .����* 
" �0�9& 0� ��/8& 0� �, ��D �,�6�
�"�&
'}9"
 O�=.  ���)� � ����� ()0 & ��/��"��� .��[����* 0�9& ��& �,�6�}� ;�0 0� ��  
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�(�:�� 13-5 : .� �����miRBase  #� /� 0��&"miRNA  

 & 0�,�� � ����� ��	�  !���a���0�9& ��, ��0� 
�?� �� ����� �>?��& ����* �=�' �� ��,�6�
���" ()� .���� ��0� !��� ���  ��"RNA  & 0�,�� �4���D �����O��"�&
' 
� �[�* ���                                        

�} !����*�� 
" 0)��0) ,�  ��"� 
� ��D �"��� �^*T& �, E��` .���� �� 
�&
'�"�O� ?��&} > ��  
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�(�:�� 13-6 : �3+"miRBase  ��&�A���3�
��� ��� ����RNA  /� 0��&"has-mir124-1 �+1 +	���                              

A��".
 .���  

 ,��`�0�� Encode ��"�01 qD� ���,�� ��	���� .01,�0&   &��`UCSC  i"0] 
�http://genome. 

ucsc.edu/ ()�  )0�)� ���I .  

13-6 -2 O�P� <�	� ���miRNA ��  

microRNA  E�� ;��� ��  �"�9�� ,�)microRNA.org ( ()� ,�-�� �� �&��)20 .( ,�-�� ;"�
4�� ~"��� (9�� /��  ��8)�K& ��� �,�K& ��0� <�� ���miRNA:mRNA  
" ��/8& 0�

 �()� ��"� B
�&'  &��h"0�9��0� O��"�&
' 
� �� �/���� ��8���� ,��0� ���)01, @�",�6!�
 & ()0=.�"��� . & 0�,�� ��/8& 0� �����miRNA  �<���� ��/8& 0� �" � ��0� �3�9	 �, <���� �

miRNA �"��� �3�9	 �, �� . �� ����� ��	� ,�-�� ;"� ,� �/��,�I � �0. �� 0GK/&  1y"� 
"
  ���� �"�.�0� ��  ����)� ���&�miRNA �������� ����� 
� ��  "�� ���RNA                                     � 
���

 !��� 
� 4��  ��"300000 ���9���  
� �[�*256 ���������RNA  �� V��0& 
���26 
��&�)��  �" ��F��,��� ��&' �[�* B�& �  "�0K[ B�& ���9�� ,�  !�?) & @��0. �, �����,�' .

 
" ���� ��6!�miRNA  &�& ,����� � �,�0* ,����� N!�I ,� �����?� �" �� ���,����� 5����                                    
�?�&��01 ("�, ��%�� �) �� .  

piRNABank  !��� �&�� ���(�%I�& ��3�9	 ���I ������J� ���� ��0�  "��,�-�� � ��
 ()� -�!��')21 .( 
� ��6"�� ;"�piRNA a
  ��& ���0) �6& � "�0K[ B�& �B�& ���9�� ��� �0�

 �T� � &  ��8���� :���/� . 
� 4�� 0U�* R�* ,�20000   !���piRNA  ����h��0�m  ��9��
)� ��	�& ���� ��6"�� ;"� ,�( . 1y"� 
�  �"�� ��?��� � �����& (�?��I ���6"�� ;"� ��A& �                  
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 !��� ���piRNA ()� ���D 
" ,� .��?� �/&
��� 01� ;"�0��/�� piRNA  
" ,� ��� ���� ���
��*���  & ����9� ��D  &��`��?� �������   !��� ��,�-� �" ���[piRNA  (&0. ,� ��� ��?���

FASTA ��"��� (.�",� �, . ��  )0�)� ��0�piwiDB  & ("�9�� 
� ����pirnabank.ibab.ac.in/ 

index.shtml ���� ���A�)� .  
Rfam  �"�I 
�  �"��6"�� ;"0����� ���� RNA  ��	�&
� 10  ���� ��/��� �8I R�)                                 

()� )22( . ����� ��6"�� ;"�RNA ������D ��/8& 0� �, �������)� ��� 
� �, �=�' � ��0� ��/�
 A"�0�� i"0]R�& � �"���� ���,��D�) ��� & �Q�,� ���",���� ����/� . 0� ��TF ��6"�� ;"�                          

�`��� RNA  �01-&,�� ���RNA  ��� & �&�� -�� �, �,�-�!������� . �� ���� ��6"�� ;"� 0�,��
 & �
�	�����  ��"
�� 0� ��TF �� ��� ���RNA  �C�8P�� !��� �� �� ���,� ���RNA  � ��.�" �,

����* A"�0�� � �,�6��/� ("�, �, �� . 4"�0"� ;"0D'Rfam )��9�� 11.0 ( ���*2208 
������D� RNA ���� ()� .i"0] 
�  ���� http://rfam.sanger.ac.uk/  & �� ����Rfam   )0�)�
(��� .  

miRGator  & �, ,� ���� ���� mirgator.kobic.re.kr  (.�")23 .( R��,�� 
" ��6"�� ;"�
 ��0�  GG��RNA  �� �����&�� ���� ���NGS  � ���� �mRNA ()� <�� .  

13-6 -3 ��:��B��� ���� ��&� �����
��� ��� ����CLIP �
��� *���&Q� ����  

starBase ���� �� ()� ���� ��6"�� 
" ���21  !��� �" O���1,'  ��"TNRC6 CLIP  �10 
 !��� �B�& ���9�� �&�� ,����	 4� 
�  8"0��  ��"C. elegans  �Arabidopsis thaliana  �

Oryza sativa )~�0� ( �Vitis vinifera ),�6�� (\�	 �, ��0� -�!��' � �,�' ()�)24 .( ��6"�� ;"�
��6"�� 5�� 
� �����K&  &��` ����,�� � ����  ?&�%� ����K& � O���1,' R�G�� ��� B0� ���

miRNA  & 4"��� �,��� .�F��3& N��0�� ���� !��� 
� �[�* ���  ��"CLIP  !��� �  ��"
4�� ��  8"0�� /��  8"0J� ,�] ��  ��8)�K& ���66000 ��^/� V�8�,�<��  miRNA-  ��3"�

()� ���� 4"�-.� �0�6��� �K� �� �, �/�&
 ;"� ,� ��	�& 4��� � ��0� .starBase  �3�9	 ���I
 & ;"�0��/� � ���� !��� 
� �[�* <�� (�%I�& � ��0� �,�� �, ��)  !��� 
" ����  ��"CLIP  
� �,

 ,a�0�) i"0]CLIPSearch  ��.�" � �����  !��� 
" �"RNA 
� �[�*  !��� 
" � ��0� �,�� �, 
 !��� ,a�0�) i"0] 
� �,  8"0��  ��"Degradome Search (�%I�&����  ��" . -�� #�0�D� ��6"�� ;"�

�� ()� ���  ��),
�,)25 .(starBase  i"0] 
�http://starbase.sysu.edu.cn/ ()� :0�)� ���I .  
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13-6 -4 ��:��B ��&� ���� ���miRNA 	� * ���(����  

miRò  
" 7��,��0�,�� �� �� ���� M� (K� �0�,��  ��0�" ;�� V�8�,� ;�.�miRNA  � ��
�,���� & 
�� �� �/�)26 .(���� ���6"�� ;"� 
� �[�* ���miRNA 4�� �� �, �� /�� ���

mRNA  <��)TargetScan �PicTar  �miRanda ( 3/),�8�F� �  �"�&
' ���)miRecords (
 & i�A?��/� .�` �h) �� ��  "��miRNA  �� ��/�9� 78�0& ��Gene Ontology  �Genetic 

Association Database  & ��
 ��������� . ��6"�� ;"� �' 
� ��miRNA  
" �� �, 0^� �,�&
 & 78�0&  ��9�� �,�����"��� . & �3�9	 5�� ,�=���� E�3�� ����� :�,��,� O�FT]�  ��"
��� 

 
"miRNA ����* bTP[� ��` � 
" ;�� V�8�,� 
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G 

� �� ����� - -�
���  Gamma-Poisson distribution  
d�.
  Gap  

�1� �#K���-M ���
  Gene enrichment analysis  
��F' -M �
�1
)GO(  Gene Ontology (GO)  

!Y�	%  �#K����  -M)GSA(  Gene Set Analysis (GSA)  
�1� �#K���!Y�	%  ���
� ��M  Gene set enrichment analysis   

 !���� [#	$� �C5 +, )GLM(  Generalized Linear Model (GLM)  
!��	� +, ��M ��#�  Gene-sampling model  

�,11#�� � ��M  Genome viewer  
���F�� � ��M  Genome-wide  

���F� �)�
�#� !$K�C �  _��M)GWAS(  Genome-Wide Association Study (GWAS)  
�K����� ����!&36�  �":;)�K��� ����GRO(  Global run-on sequencing (GRO-seq)  
�*�%��  Granges  

!.8
 <#������  Grid graphics 

�	1'�� +�.K�   Guide molecule  
 

H 

e�%1
 ���5�
��
  Hairpin  
�f�c�5�  Hard-coded  

ST' +6,*  Hash table  
��#��
  Header  

!�R�� �����0  Heatmap  
RNA !�F'-�)	'�� ��  Heteronuclear RNA  

�&L  d�;��  +,  )HMM(    Hidden Markov Model (HMM)  
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!��#
���  Hierarchical  
��,�6���?� D, ���;  High-throughput  

High-throughput sequencing of RNA isolated by crosslinking immunoprecipitation 

(HITS-CLIP) 
�K��� ���� ��,�6���?�), ���;( RNA T' �1	�� I�
� @
�� �,
 ���
�,*T8	 �)HITS-CLIP(  

 _�����F#')������)�(  Histogram  
P#���  Hit  
()	'  Homogeneous  

'#,��8!�L# � D  Hybrid  
 

I 

���
�1
  Identifier  
� I�
��1	� )�-�#
��#/#
�����#	�(  Immunoprecipitation  

Individual-Nucleotide Resolution UV Crosslinking and Immunoprecipitation 

(iCLIPSeq) 

 ���
�8	' �� �,#��g";�� <� V�a6UV I�
� 6 �1	�� )�K��� ����iCLIP(  
7h  ��  in situ  

�+,1�  Indel  
!��	�  Index 

i5�
 �#j�   Indicator variable  
e�hK�  Insert  

,�,
 �)�F��6 H6�  Intensity-dependent manner  
S1.	'�� D7��R�  �=�  Interaction  

�����; @���  Interface  
(#� PQ�1  ��M  Intergenic region  

�'��* -�#   Interleave  
��;6���  Isochore  

 ���
�,*)k��L�
�(  Isolation  
�# 6���  IsomiR  

 

J 

�6�*  Java  
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 �
�.Y -���85 l���  �6��)JPEG(  Joint Photographic Experts Group (JPEG)  
+�c��  Junction  

 

K 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

��m��!1# � �� ���#; d��$	K�� -M_��M 6 �' �')KEGG(  
 

L 

OFU��  Label   
!5�
 [����E��K �����  Lariat debranching enzyme  

� ]Y  Legend  
-��; 7c�   Ligate  

+�c��  Ligation  
N;�1#K  Linux   
��#����  Load  

Bn  Log  
RNA ,1"� ��� ���  Long non-coding RNA  

 ��,#o#� �� �K���(#���  Low-compexity sequence  
(#��� -�1#	Q� ��  Low confidence 

 

M 

-�.  7��3 +�Q����  Mappable length  
-�.  �� �1�8  -��; 78	
�����  Mapping-based assembly  

-�.  7��3 +�Q �`;�,0����  Maximum mappable length  
!%1
  Measurement  
�������  Metadata  

H6�  Method  
-�#
]#�   Methylation  

!�������  Microarray  
_�#�6�.#   Microbiome  

�,#��"�6�.#   Microfluidics  
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�,��������� N."/	;  Microprocessor complex  
RNA �,11; 7�,$�� RNA  <U�;)moRNA(  MicroRNA off-set RNA (moRNA)  

-6���#   Mirtron 

P��C� _,Y  Mismatch  
�,�	� �K���  Missing sequence  

�#$a6  Mode  
��  -���3  Moor's law  

<']; [��������� mRNA 1/2 )DCP1/2(  mRNA-decapping enzyme 1/2 (DCP1/2)  
��ZY ,1U  Multiplex  

��#F  ,1U  Multithreated  
 

N 

!"	*6� ������&1  ��  Nagative binomial distribution  
p�������  Nanodrop  
��6�1�������� ��'  Nanopore technologies  
,1����  Nascent  
�K��� ,�,* 7F� ����)NGS(  Next Generation Sequencing (NGS)  

(q)q"8	#�  Nimblegen  
���  Node  

+]�5�  Noise  
!��%��  �&1 �� N���� )NMF(  Nonnegative Matrix Factorization (NMF)  

-��; +� ��  Normalize  
�6��  Nova  

!�F' _6�,���  Nuclear run-on  
�&f +,   Null model  

 

O 

! ����r�
 �F��� ���)OOP(  Object-Oriented Programming (OOP)  
��F' �#K�����5�1
  Ontological analysis  

��� (�   Open source  
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�)"	Y  Operator  
-6����#`.�  Overamplification  
-6�����	�  Overrepresentation  

b#hc� e��  Overcorrection  
�,1;��� e��  Overdispersed  

-�#����-6�� D-�#�  Over-expressed  
S#���, �  Overhang  

 ���
�/	'- V�Q �,1�-  s�	*�)OLC(  Overlap-Layout-Consensus (OLC)  
 

P 

���>��� �&* S���5 �#$a6 )�>��� 6� �'(  Paired-end read mode  
��&* -�
�/	'  Pairwise overlap  
_6�,1#K�� H6�  Palindrome approach  

����  �#K��� ��'�>��� RNA )PARE(  Parallel analysis of RNA ends (PARE)  
��#%��� ���F   Passenger strand  

�#F  �#K���  Pathway analysis  
-M  �f�c�5�PCR  PCR-specific gene  
k6�  Peak  

-�6��  Penalty  
+��  Perl  

�����1�  Phenodata  
Photoactivatable ribonucleoside-enhanced CLIP (PAR-CLIPSeq) 

�K��� ����CLIP +�$� 7��3 ,���g".��8�� �,
 ���R� ���� ���
)�K��� ����PAR-CLIP( 

��#��.#� �#"�  Picotiter plate  
!5�U� �1#� �#`.��1�  Ping-pong amplifcation cycle  
�#F   Pipeline  

-��; �/���  Pipetting  
���/���  Pipettor  
RNA  ��#� �� @8�� )piRNA(  Piwi-associated RNA (piRNA)  

7F.#�  Pixel  
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_�&�"�  Platform  
 W1�� �' �� t�R� ��,$�)PPI(  Points Per Inch (PPI)  

-�
��� - �,#���  Poison-Tweedie  
-�
��� �����  Poisson distribution  

�"?� +M �6� ����6��.K�,# ]��;�  Polyacrylamide gel electrophoresis  
��#%�� S1;�6 �� ���	#"�)PCR(  Polymerase Chain Reaction (PCR)  

-��; P#&"�  Pool  
 ��^������ ��1
� � ��)PDF(  Portable Document Format (PDF)  

<#����!.8
 ��' ��^������ ��)PNG(  Portable Network Graphics (PNG)  
�/��.
� �F?�  PostScript  

miRNA S#���
  pre-miRNA  
S#�H�����  Preprocessing  

������  Primer  
miRNA !#K6�  pri-miRNA  

!&K�  �#K��� �"f� ��')PCA(  Principal Component Analysis (PCA)  
�)
6�;  Probe  

RNA ���� 6�� �� @8��  <U�;  Promoter-associated small RNA  
�/ 6��  Prompt  

7	$K����
�  Protocol 

r�,8   Proximal  
-M !8
  Pseudogene  

-�#
]�,����6��
  Pseudouridylation  
 ��,R p  p-value  

�1#F1m�.
6�#�  Pyrosequencing  
-�����  Python  

 

Q 

�#&#; +��1;  Quality control  
�	;���
  Quantifying  

�� 6��"� �E8#;  Quibitfluorometer  
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R 

 ��
��
 S���5  Read-through  
!�_�)1'  Real-time  

���
���  Reconstruction  
�*�  _��M  Reference genome  

��������  Reset  
�������  Retrieve  

������  Return  
�
��6�2�.$  �����  Reverse transcriptase  

2�.$  �F���6�  Reverse transcription  
RNA-binding protein immunoprecipitation sequencing (RIP-seq)  

�K���I�
� ���� !� �,��
 7c�  (#g�6�� �1	�� RNA )�K��� ����RIP(   

�K��� ����RNA  RNA-Seq  
��*�  Run  

 s�	%  H6���*�  Running sum method  
 

S 

�K����� �����q)1T
 �F;�m�  Sanger dideoxy sequencing  
S1;��� ����	�  Scatter plot  

� �* -� ��  Self-contained test  
!�R�� -� ��
 ��5 ��)SOM(  Self-Organizing Map (SOM)  
�1$ ��  Sense  
!1 ��� �K���  Sequence range  
�K�����1
 �� �1�8  ����  Sequencing by synthesis  

�#�  Sharp  
,#
 ����; �K���  Short seed sequence  

H]� 75�,�  Shot noise  
 �,#��g";�� <� �".
,1U)SNP(  Single Nucleotide Polymorphism (SNP)  

�.� S���5 �#$a6  Single read mode  
Size-selected/fractionated small RNA  

RNA SL� <U�;�,
 �,1�/���,�� ��18  �� �,
 I�L���   
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���,���,1�  Sizing  
 �,1'� H��)�F�]
�(  Slicer  
��%1� H6�� -��jK  Sliding window approach  

RNA  <U�; ��� ���  Small noncoding RNA  
RNA �F'.<U�; � )snoRNA(  Small nucleolar RNAs (snoRNA)  
RNA !�F'<U�; �� )snRNA(  Small nuclear RNA (snRNA)  
RNA <U�;  Small RNA  
�#	
�  Smear  

snoRNA �� P��  RNA )sdRNA(  snoRNA-derived RNA (sdRNA)  
Solid-Phase Reversible Immobilization (SPRI) bead 

��>? � �#8`� �,11; ����� , �* ��� ��^�)SPRI(   

 �,*�,11;� !"f��  Space separated  
�����#� +�c��  Splice junction  

X���	'�,
 S���#� ��
  Spliced aligner  
_6��F#"/
�  Spliceosome  

S���#�  Splicing  
�,
 ��:5 S���5  Splite-read  

���,��� ��, ���  Stack size  
��� � -���  Statistical power  

-���*  Stream  
�L
��#�  Strictness  

!��	� +, �Y�a�  ��#�  Subject-sampling model  
��'�; ��� � ��  Subtractive color format  

 -�8#��� ����� (#
� )SVM(  Support Vector Machine (SVM)  
 

T 

�,11; �,*� Ov�  Tab separated  
-���  Tag  

 ,1	���� ���c� 7��� � ��)TIFF(  Tagged Image File Format (TIFF)  
 S���5 +�Qd,'  Target read length  
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r�*  Thread  
l��  Tip  

!1# � ��#� �� �":;  Total Context Score  
+��8�  Trade off  

!Y�	% � H�� �  Training set  
�
��6�  Transcript  

 �F���6� ���� 7h )TSS(  Transcription Start Site (TSS)  
Transcription start site-associated RNA (TSSa-RNA) 

RNA  �� @8�� ���� 7h   �F���6�)TSSa-RNA(   

�F���6� [0���  Transcriptional interference  
<# ��/��.F����  Transcriptomics  

S'����  Transduction  
eQTL N����  trans-eQTL  

��n����  Transfection  
���%��*  Translocation  

+�R��� 7��3 �c1Y  Transposable element  
S���#�  Trimme  
tRNA 4�$C3 �� P��  ��' RNA )tRF(  tRNA-derived RNA fragment (tRF)  
tRNA  �� P��  ��'RNA  <U�; ��')tsRNA(  tRNA-derived small RNA (tsRNA)  

 

U 

��6������  Underestimate  
���	�6��  Underpresentation  

�)��)�  Uniqueness  
��#j�  <�  Univariate  

� �	Y  Universal  
N.#���  Unix  

!RC1 �  -�	*����)UTR(  Untranslated Region (UTR)  
-�#� S�����  Upregulated  
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V 

�%1
��8�Y�  Validate  
�����  Vector  

<#���� ���;6  Vector graphics  
���
��c   Visualization  
���
��.
�  Visualizing   

�����6 [����)K�  Viterbi algorithm  
����&��� ����	�  Volcano plot  

 

W 

�6,1�6 G	�#� )BMP(  Windows bitmap (BMP)  
��; H���  Workflow  

 

Z 

�&f _���  Zero inflation  
k� T� �&f �K�0 �)ZMW(  Zeromode waveguide (ZMW)  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



���� ���	)��
��  �������	�(  

���  

�����  Chamber  
�����  Junction  
�����  Ligation  

	
���
� �����  Splice junction  
���� ���  Batch effect  

������� ������� ���  Interaction  
����  Run  

	���� �  Hard-coded  
�!� �  Noise  

"
#�� $� �!� �  Dysregulate  
 $%����&)(��$�)(��(  Adaptor  

�+
,�&  Adenylate  
-�,%)$&  Argonaute  

(�.& (�  ab initio 

/��� 0%�(&  Self-contained test  
�

1 2
�� 0%�(&  Fisher’s exact test  

	����$ 0%�(&  Competitive test  
	3�4 0%�(&  Conditional testing  

%, (�  de novo  
56(%7
+8��  Spliceosome  

�9���  Assembly  
%, (� 0��: �9���  de novo assembly  

0��� �� 	��9� 0��: �9���	���  Mapping-based assembly  
�
���  Smear  

;(��$��4&  Visualizing   
�,�
4&;�  Hierarchical  
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	<��$�9�=�  Validate  
�)(�.&  Primer  

0�
� ���>1�  Upregulated  
eQTL ?
�  cis-eQTL  
eQTL ?,���  trans-eQTL  
@�AB�  Insert  

	+C� �D ;6$ ($%16���B�E
�!��:�  Polyacrylamide gel electrophoresis  
	����6 "��$%FB�  Viterbi algorithm  

0%�
+8�&  Amplicon  
��
�( (�
���; 	+G:  Total Context Score  

 0�
� 	����1� >
B�,&)DE(  Differential Expression Analysis (DE)  
	��� H
��� >
B�,&  Downstream analysis  

	�. >
B�,&0D ;(��  Gene enrichment analysis  
	�. >
B�,&�=%�<� ;(��; 	,D  Gene set enrichment analysis   

�=%�<� >
B�,&;  0D)GSA(  Gene Set Analysis (GSA)  
�
7� >
B�,&  Pathway analysis  
;(�%� >
B�,& ;���I�,� RNA )PARE(  Parallel analysis of RNA ends (PARE)  
�JB%� >
B�,& 	+�� ;��)PCA(  Principal Component Analysis (PCA)  

	�7� >
B�,&	� ��4  Ontological analysis  
	�6��,�  Entropy  

K(�E,�; 	)E�&��  Stack size  
K(�E,�;E��  Sizing  

� �4 "�>,&L��B ;��(M  Lariat debranching enzyme  
��!: "�>,&$���� mRNA 1/2 )DCP1/2(  mRNA-decapping enzyme 1/2 (DCP1/2)  

N6�  Peak  
$%:6>��  Isochore  
�
�6>��  IsomiR  

��E��  Indel  
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�  

H
��� 0��
�3� ��  Low confidence 

0�( EG:$��  Barcoding  
;�
)$��  Load  
;(��(��  Reconstruction  
M
)(��  Return  
	,�
,(��  Reset  

	���(��  Retrieve  
��O���  Sense  

P������%���  Biostring  
Q7R��  Label   

$����  Vector  
 KE��� S��)�7�!��(  Slicer  

���,��T	4 	7�%, ��))OOP(  Object-Oriented Programming (OOP)  
0����  Argument  

�OU� �HL�  Bin  
��5�F��  Real-time  

-6�J�� 0�
�  Differential expression  
V��
�  Bitmap  

 (6E��6 V��
�)BMP(  Windows bitmap (BMP)  
KE��
�; 	�%,D  Genome viewer  
V
�%
�  Biotype  

  

�  

S����  Bonus  
��O����  Antisense  

;(�7:��  Filter  
0��: M8���  Pipetting  

$%�8���  Pipettor  
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0%����  Python  
K��� K�F���; $�
���  Curated database  

��E,6���C�E�&$�: �  High-throughput  
���  Perl  

M8�6��  Prompt  
M8����� M7C�  PostScript  

Pct 	O�<�  Aggregate Pct  
5�J�+�  Platform  

��
�%�
� M
+�  Picotiter plate  
0%��%� - ;E
�%�  Poison-Tweedie  
�4%�  Coverage  
����
�  Splicing  
����
�  Trimme  

P�
7�X%��6�
�  Pyrosequencing  
�
�	)E�&  Overhang  
�
�S(����  Preprocessing  

�7�
�  Pixel  
  

�  

	����� /���  Accessor function  
0�6��  Penalty  
���9�  Trade off  

 (6$�� ��E9� - �+�6  Burrows-Wheeler transform  
��><�;  	J���, ?�����)NMF(  Nonnegative Matrix Factorization (NMF)  

S!� � �E�  Shot noise  
��7� 56�E�;�  Nuclear run-on  

	�Y&���  Transfection  
��(���  Transduction  

�4���; 0����  Flow chip  
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�
�%�8���7,���  Transcriptomics  
	)Z�6 �Q
:��  Feature  

�I�,� "
���  End-repair  
tRNA  (� 2�
� ;��RNA  �R%: ;��)tsRNA(  tRNA-derived small RNA (tsRNA)  
tRNA -�OU� (� 2�
� ;�� RNA )tRF(  tRNA-derived RNA fragment (tRF)  

	7�%,6$ "[�>�  Transcriptional interference  
�4%  �
�
�  Cluster generation  

 ��EO�	8G:  Copy number  
 \��� �� $� ]��, ��EO�)PPI(  Points Per Inch (PPI)  

;�
^�� ��  Univariate  
0��: 2
J+�  Pool  

H
��� 	)E
_
� �� 	B�%�  Low-compexity sequence  
KE
�) 	B�%�  Missing sequence  

	B�%�56>)� 	���  Exome sequencing  
	B�%�	� 	����J�6;  	+G:)	B�%� 	���GRO(  Global run-on sequencing (GRO-seq)  
	B�%�	9��`� 	���  Degradome-seq 

	B�%� ;�
`7� 	���  Capture-seq  
	B�%�;� 	����aF�b� 	7:%X�  Sanger dideoxy sequencing  
	B�%� 	���RNA  RNA-Seq  
	B�%�c%�$ 	��� �� KE,%4 ���� H
d�6�� 	���� RNA )	B�%� 	���RIP(   

RNA-binding protein immunoprecipitation sequencing (RIP-seq)  
	B�%�b� 	���� c%�$ 	���b9� �)	B�%� 	���CLIP(  

Cross-linked immunoprecipitation sequencing (CLIP-seq) 

	B�%� 	��� ��E,6���C�)E�&$�:( RNA b� 	���� c%�$ e�%� KE4 ;(���E�b9� �)HITS-CLIP(  
High-throughput sequencing of RNA isolated by crosslinking immunoprecipitation  

(HITS-CLIP) 

	B�%� 	���CLIP ��O1 ���� E�(%d+�,%9�$ KE4 M�%�� ;$%, ;(��)	B�%� 	���PAR-CLIP( 

Photoactivatable ribonucleoside-enhanced CLIP (PAR-CLIPSeq) 
E
� K��%: 	B�%�  Short seed sequence  

	B�%�>��� �� 	��9� 	���  Sequencing by synthesis  
	B�%� E�E� �7, 	���)NGS(  Next Generation Sequencing (NGS)  
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;$��& 0�%�  Statistical power  
�J� 5$%�  Zero inflation  

0%��%� /�(%�  Poisson distribution  
�+��6� /�(%�	J�� ;�  Nagative binomial distribution  

���) /�(%� - 0%��%�  Gamma-Poisson distribution  
2
1%�  Hit  

>
�  Sharp  
  

�  

	��<���  Translocation  
�6��  Java  

 ;(���E�)N��`���(  Isolation  
KE��: �E�  Delimiter  
KE��: �E�; Qf�  Tab separated  
KE��: �E�; �+��1  Space separated  

�b� �6E�  Hash table  
M��$%+1 cg�  Fuorescent absorbance  

0����  Stream  
T>�  Thread  

  

�  

K��� c%R$�R��  Data frame  
� �R; P�
� �
h��P��  Ping-pong amplifcation cycle  

 ;E
�%d+:%, �� 	+�4E�R)SNP(  Single Nucleotide Polymorphism (SNP)  
;%i= E�R  Multiplex  

;�
7� E�R  Multithreated  
  

�  

�
4�[;$�F,  Annotation  



���� ����)��	� �� �� �!"�#( 347 

c�9[  Bubble  
�h:�E[;(�� 	j��$ E
��  Expectation Maximum (EM)  

0��� ���� �%3 �h:�E[	���  Maximum mappable length  
�$% (�� ��+[  Feed-forward loop  

  

�  

KE4 ��G  �,�%   Splite-read  
 ;����� �,�%   Read-through  

0���1 e   Command line  
  

�  

�����; 	B�%�  Sequence range  
�7���  Dicer  
K�X����
�( $� %�%
: k$�O�B�; 0D5%,D 6 �� ��)KEGG( 
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���$&>�$  Microarray  

  

�  

K�
<,(; �1�7�  Passenger strand  
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r�3 ?�����  Design matrix  
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4��)SVM(  Support Vector Machine (SVM)  
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(�� H��  Open source  
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�=%�<�; S(%�&  Training set  

 	7�%,6$ (�.& �A�)TSS(  Transcription Start Site (TSS)  
� E�  Entry 

H�>F��� �E�  Alternative model  
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�O� 	U  �E�)GLM(  Generalized Linear Model (GLM)  
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;(��$%��  Visualization  
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Solid-Phase Reversible Immobilization (SPRI) bead 
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