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Plan wyktadu

° Reprodukowalnosc¢ analizy

° Skrypty powtoki

e Kontrola wersji: Git i GitHub
Srodowiska i pakiety: Conda
Konteneryzacja: Docker

Python: Biopython i wtasne narzedzia wiersza polecen

Pipeline'y: Snakemake

Wizualizacja i raporty: R oraz Quarto

o
o
o
° Klaster obliczeniowy: HPC, SLURM i Apptainer (przeglad)
o
o
o

Dobre praktyki reprodukowalnosci



Krotka powtorka z Wyktadu 1

- Praca w terminalu: polecenia tekstowe zamiast interfejsu graficznego

- Polecenie ma budowe: program opcje argumenty

- Dane przetwarza sie potokami — wyjscie jednego programu jest wejSciem nastepnego
- Podstawowe formaty: FASTA, FASTQ, GFF, BED, VCF, SAM/BAM

- Srodowisko pracownia z Modutu 0: powtoka bash, conda i narzedzia kursu



1. Reprodukowalnosc¢ analizy



Reprodukowalnos¢ wyniku

Reprodukowalnosc¢ (reproducibility)
Analiza jest reprodukowalna, jezeli inna osoba, korzystajac z tych samych danych wejsciowych
i zapisanego opisu wykonanych krokow, otrzyma ten sam wynik.

- Reprodukowalnosc jest warunkiem zaufania do wynikow
- Reprodukowalnosé zalezy jednoczesnie od trzech sktadowych: danych, kodu i Srodowiska

- Jesli zabraknie ktorejkolwiek z nich, wynik przestaje by¢ odtwarzalny




Zrodta trudnosci

- Wynik zalezy nie tylko od kodu, ale takze od wersji kazdego uzytego narzedzia

- Dwie wersje tego samego programu (np. 1.9 i 2.0) moga dac rozne wyniki dla tych samych danych

- Analiza dziatajaca na jednym komputerze moze zawies¢ na innym, jesli zainstalowano tam inne
wersje bibliotek

- Bez zapisu krokdw po pewnym czasie nawet autor nie odtworzy, jakie polecenia i w jakiej kolejnosci
doprowadzity do ryciny w publikacji

Kryzys reprodukowalnosci

loannidis i in. (2009) sprawdzili 18 artykutow z Nature Genetics (2005-2006) z analiza ekspresji genow na
mikromacierzach. Niezalezne zespoty probowaty odtworzy¢ z kazdego artykutu jedna tabele lub rycing,
korzystajac z danych i opisu metod podanych przez autorow: udato sie to w 2 przypadkach, czeSciowo

w 6, a w 10 wcale. Gtéwne przyczyny: niedostepne dane oraz niepetny opis przetwarzania i analizy.



Przyktad z praktyki

- Wynik opublikowano, ale nie mozna go juz odtworzyc
- Drobna poprawka, np. na prosbe recenzenta, wymaga powtorzenia catej analizy

- Kazdego z tych problemow mozna byto uniknac, zapisujac kod i wersje narzedzi oraz zachowujac
niezmienione dane surowe



Reprodukowalnosc a poprawnosc

Wazne rozroznienie

Reprodukowalnos¢ oznacza jedynie, ze powtorzenie analizy daje ten sam wynik. Nie gwarantuje ona, ze
wynik jest poprawny: btedna analize rowniez mozna wiernie powtorzyc.

- Reprodukowalnosc jest warunkiem koniecznym, nie wystarczajacym
- Jej wartos¢ polega na tym, ze jawny zapis krokow pozwala znalez¢ i poprawic btad

- Analizy niemozliwej do powtorzenia nie mozna tez zweryfikowac




Trzy filary reprodukowalnosci

I T

- Zapisany w skryptach -+ Znane wersje narzedzi - Dane surowe niezmienione

- Pod kontrola wersji - Conda lub kontener - Opisane pochodzenie

- Czytelny i opisany - Odtwarzalne na innym - Wyniki generowane przez kod
komputerze

Narzedzia omawiane na tym wyktadzie stuza zapewnieniu kazdego z tych filarow.



2. Skrypty powtoki



Ograniczenia pracy recznej

- Pojedynczy plik mozna przetworzyc recznie, wpisujac kolejne polecenia w terminalu
- W praktyce probek jest zwykle dziesiatki albo setki, a te same kroki trzeba wykonac dla kazdej

- Reczne powtarzanie krokow jest czasochtonne i podatne na btedy, takie jak pominigcie pliku czy
pomytka w opcji
- Rozwigzaniem jest jednorazowe zapisanie krokow w skrypcie i uruchomienie go dla wszystkich

plikow

Reguta praktyczna

Sekwencje polecen wykonywana po raz drugi warto zapisac w skrypcie.



Skrypt powtoki

Skrypt powtoki to plik tekstowy z poleceniami, ktore powtoka wykonuje kolejno, od pierwszego wiersza do
ostatniego.

#!/usr/bin/env bash
# analiza.sh — pierwszy skrypt

echo "Zaczynam analize"
1ls x.fastq.gz
echo "Gotowe"

- Pierwszy wiersz (shebang) wskazuje program, ktory wykona plik; /usr/bin/env bash wybiera
bash z katalogow w PATH, takze ze Srodowiska Conda

- Wiersze zaczynajace sie od # to komentarze, pomijane przez powtoke

- Pozostate wiersze powtoka wykonuje tak samo jak polecenia wpisane w terminalu



Uruchomienie skryptu

Skrypt mozna uruchomic przez interpreter albo jako program wykonywalny.

bash analiza.sh # sposob 1: uruchomienie przez bash
chmod +x analiza.sh # sposob 2: nadanie prawa wykonywania
./analiza.sh # uruchomienie skryptu jako programu

- chmod +x nadaje plikowi prawo wykonywania (opisane na Wyktadzie 1)

- ./ wskazuje plik w biezacym katalogu; bez / powtoka szuka polecenia tylko w katalogach z PATH



Obstuga btedow w skrypcie

Domyslnie bash wykonuje kolejne polecenia takze po btedzie. W analizie danych jest to niebezpieczne,

dlatego skrypt powinien zatrzymac sie przy pierwszym btedzie.

#!/usr/bin/env bash
set -euo pipefail

# -e : przerwanie przy pierwszym btedzie
# -u : btad, gdy uzyto niezdefiniowanej zmiennej
# -o pipefail : wykrywanie btedu wewnatrz potoku

Dobra praktyka
Dzieki tym trzem opcjom btad przerywa skrypt z komunikatem, a niekompletny wynik nie zostaje

zapisany jako poprawny.



Zmienne

- Zmienna przechowuje wartos¢ pod nazwa, dzieki czemu wartos¢ podaje sie w jednym miejscu
- Przypisanie bez spacji wokot znaku rownosci

- Odwotanie przez $ przed nazwa

katalog="wyniki"
probka="RNA_01"

echo "Zapisuje do $katalog/$probka.txt"
mkdir -p "$katalog"

Czesty btad

Zapis katalog = "wyniki" (ze spacjami) nie jest przypisaniem: bash potraktuje katalog jako

nazwe polecenia. Przypisanie ma posta¢ nazwa=wartos¢, bez spacji.



Argumenty skryptu

Skrypt nie powinien zawiera¢ nazw plikow wpisanych na state, lecz przyjmowac je jako argumenty.

#!/usr/bin/env bash

# licz.sh — liczba odczytow w pliku FASTQ

set -euo pipefail

plik="¢$1" # pierwszy argument

liczba=$(zcat "$plik" | wc -1)
echo "$plik: $((liczba / 4)) odczytow"

- $1, $2, $3 to kolejne argumenty z wiersza wywotania
- $@ to lista wszystkich argumentow, $# — ich liczba

- Wywotanie: bash licz.sh probka.fastq.gz



Petla for

for plik in *.fastq.gz; do

liczba=$(zcat "$plik" | wc -1)

echo "$plik: $((liczba / 4)) odczytow"
done

- for plik in =.fastq.gz — wykonanie ciata petli dla kazdego pasujacego pliku
- W kolejnych przebiegach petli zmienna $plik zawiera kolejne nazwy plikow

- Ten sam kod obstuguje jeden plik i sto plikow



Instrukcja warunkowa

plik="$1"

if [[ -f "$plik" 11; then
echo "Przetwarzam $plik"

else
echo "Btad: nie ma pliku $plik" >&2
exit 1

fi

- [[ -f "$plik" 1] sprawdza, czy istnieje zwykty plik o tej nazwie
- >§2 kieruje komunikat na standardowe wyjscie btedow (stderr), a nie na standardowe wyjscie

- exit 1 konczy skrypt z kodem btedu; dalsze polecenia nie sg wykonywane



Dobre praktyki pisania skryptow

Zalecane Do unikania

- Shebang #!/usr/bin/env bash - Sciezki wpisane na state

- Nagtowek z opisem dziatania skryptu - Nadpisywanie danych surowych
- Nazwy plikdw jako argumenty - Brak komentarzy

- Cudzystowy wokot "$zmienna" - Spacje w nazwa = wartosc¢

- set -euo pipefail na poczatku - Brak obstugi btedow



3. Kontrola wersji: Git



Reczne wersjonowanie plikow

Katalog projektu po miesiacu pracy:

analiza.sh
analiza_v2.sh - Ktory plik jest aktualny?
analiza_final.sh - Co zmienito sie miedzy wersjami?

analiza_final_poprawiona.sh .. . .
. . - Jak wrocic do wersji sprzed tygodnia?
analiza_naprawde_final.sh

analiza_final DZIALA.sh - Jak potgczy¢ zmiany wprowadzone przez

wspotpracownika w jego kopii?

Kopie plikow z dopiskami w nazwie to reczna i zawodna forma kontroli wersji.



Czym jest kontrola wersji

Kontrola wersji (version control)
System kontroli wersji zapisuje historie zmian w projekcie: kto, kiedy i co zmienit. Pozwala wrécic do
dowolnego wczesniejszego stanu i taczy¢ prace wielu 0sob.

- Git jest obecnie najpowszechniej stosowanym systemem kontroli wersji; w kursie uzywa sie go
z wiersza polecen

- Zamiast wielu kopii pliku przechowuje sie jeden plik i petna historie jego zmian
- Kazdy zapis historii (commit) ma date, autora i opis

- Mozna porownac dowolne wersje i przywrocic kazdg z nich



Trzy obszary w Gicie

Edytowane pliki w zwyktym (staging area) Zmiany wybrane Zapisana historia: wszystkie
katalogu na dysku. do zapisania w nastepnym commity projektu.
commicie.

git add przenosi zmiany do poczekalni, git commit zapisuje je w historii.
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Pierwsze kroki: konfiguracja, init, add, commit

git config --global user.name "Jan Kowalski" # jednorazowo: autor zmian
git config --global user.email "jan.kowalski@example.org"

git config --global init.defaultBranch main # gataz gtowna: main
git init # utworzenie repozytorium w biezacym katalogu
git add analiza.sh # dodanie pliku do poczekalni

git commit -m "Pierwsza wersja skryptu analizy"

- git config --global — jednorazowo; bez danych autora git commit konczy sie btedem
- git init tworzy repozytorium (ukryty katalog .git); git add wybiera zmiany do commita; git
commit -mzapisuje je z opisem

Nieprecyzyjny: ,Poprawki”. Precyzyjny: ,Popraw liczenie odczytow dla plikow skompresowanych”.
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Polecenia uzywane na co dzien

git
git

git
git

git

status # stan plikow wzgledem ostatniego commita
diff # zmienione wiersze (jeszcze poza poczekalnig)
add licz.sh

commit -m "Dodaj obstuge argumentu z nazwg pliku"

log --oneline # historia commitdow, po jednym w wierszu

- git status — najczesciej uzywane polecenie; pokazuje biezacy stan plikow

- git diff — zmiany jeszcze niedodane do poczekalni; git diff --staged — zmiany

w poczekalni

- git log — cata historia projektu
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Pliki spoza repozytorium

Dane poza repozytorium

Git jest przeznaczony do plikow tekstowych: skryptow, konfiguracji, notatek. Nie nadaje sie do duzych

plikow danych (FASTQ, BAM, wyniki posrednie), poniewaz repozytorium rostoby wtedy do rozmiarow
utrudniajacych prace.

Pliki pomijane przez Gita wymienia sie w pliku .gitignore:

x,fastq.gz
*.bam
wyniki/
.DS_Store

- Repozytorium zawiera kod, ktory tworzy wyniki, a nie same wyniki

- Dane przechowuje sie osobno; repozytorium opisuje, jak je przetworzyc



Repozytorium zdalne: GitHub

- Serwisy GitHub i GitLab przechowuja repozytoria Git na serwerach w sieci
- Zapewniaja kopie zapasowa, dostep do historii z kazdego komputera i mozliwoS¢ wspotpracy

- Publiczne repozytorium jest obecnie typowym sposobem udostepniania kodu towarzyszacego
publikacji

git clone https://github.com/uzytkownik/projekt.git # pobranie repozytorium

git push # wystanie wtasnych commitow na serwer
git pull # pobranie zmian wprowadzonych przez innych
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Gatezie

- Gataz (branch) to osobna linia rozwoju projektu, na ktorej wprowadza sie zmiany bez naruszania
wersji gtownej
- Gotowa i sprawdzong zmiane scala sie z gatezig gtowna

- Pozwala to sprawdzi¢ nowe podejscie bez ryzyka uszkodzenia dziatajacej analizy

git switch -c nowy-pomysl # utworzenie gatezi i przejsScie na nia
git switch main # powrot na gataz gtowna
git merge nowy-pomysl # scalenie zmian z gatezig gtowna

git switch -c dziata tak samo jak polecenie git checkout -b uzywane w Module 6.

Przyktad

Inny sposob normalizacji danych mozna wyprobowac na osobnej gatezi. Jesli wyniki s3 lepsze, gataz
scala sie z gtowna; jesli gorsze, porzuca sie ja, a wersja gtowna pozostaje bez zmian.



ZawartosSc repozytorium

Do repozytorium Poza repozytorium

- Skrypty i kod analiz - Dane surowe (FASTQ, BAM)

- Pliki konfiguracyjne - Duze wyniki posrednie

- Opis $rodowiska (Conda) - Wrazliwe dane pacjentow

- Dokumentacja, README - Pliki tymczasowe i systemowe

Zasada: repozytorium przechowuje kod i opis analizy, a nie dane ani wyniki.



4, Srodowiska i pakiety: Conda



Konflikt wersji

- Projekt A potrzebuje programu w wersji 1.0, projekt B tego samego programu w wersji 2.0

- W jednej wspolnej instalacji nie moga wspotistniec obie wersje

- Narzedzia bioinformatyczne maja dziesiatki zaleznosci — bibliotek, na ktorych sie opieraja

- Instalacja jednego programu moze zmienic¢ wspolne zaleznosci i uniemozliwi¢ dziatanie innego
Konflikty zaleznosci (dependency hell)

Reczne dobieranie wzajemnie zgodnych wersji dziesiatek bibliotek jest w praktyce niewykonalne,
a nieudokumentowane wersje czesto uniemozliwiaja powtorzenie analizy.



Osobne Srodowiska

Srodowisko (environment)
Odizolowany zestaw programow i bibliotek w konkretnych wersjach. Kazdy projekt ma wtasne
srodowisko, niezalezne od pozostatych.

- Projekty A i B maja osobne Srodowiska, wiec ich wersje nie koliduja
- Wersje sg jawne i zapisane, wiec Srodowisko mozna odtworzy¢ na innym komputerze

- Menedzer Srodowisk uzywany w kursie to Conda



Conda w skrocie

- Conda jest jednoczesSnie menedzerem pakietow i menedzerem Srodowisk
- Instaluje nie tylko pakiety Pythona, ale tez programy napisane w innych jezykach (R, C, Java)
- Automatycznie dobiera zgodne wersje zaleznosci

- W kursie Conde instaluje sie w dystrybucji Miniforge (Modut 0, omowienie na Wyktadzie 1)

Miniforge, mamba, conda
Miniforge to minimalna dystrybucja Condy, domyslnie ustawiona na kanat conda-forge. Zawiera tez
mamba — szybszy zamiennik polecenia conda o tej samej sktadni.



Tworzenie Srodowiska i kanaty

conda
conda
conda

conda
conda
conda

config --add channels bioconda
config --add channels conda-forge
config --set channel_priority strict

create -n rnaseq salmon samtools
activate rnaseq
deactivate

#
#

#

kanaty: konfiguracja jednorazowa

conda-forge na pierwszym miejscu

nowe Srodowisko z narzedziami
aktywacja Srodowiska
dezaktywacja

- Kanat — repozytorium, z ktorego Conda pobiera pakiety: Bioconda (narzedzia bioinformatyczne)

korzysta z conda-forge (ogolne oprogramowanie naukowe), dlatego conda-forge ma najwyzszy

priorytet

- Po aktywacji znak zachety pokazuje (rnaseq); pakiety instaluje sie tylko w tym Srodowisku
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Przeglad i usuwanie Srodowisk

conda env list
conda list

# lista Srodowisk

# pakiety w aktywnym Srodowisku
conda remove -n rnaseq --all # usuniecie catego Srodowiska

- conda env list — lista wszystkich Srodowisk

- conda list — spis narzedziiich wersji w biezacym Srodowisku

- Nieuzywane Srodowisko mozna usunac i w razie potrzeby odtworzyc z pliku
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Pakiety z pip w Srodowisku Conda

- Python ma wtasny menedzer pakietow — pip — instalujacy z repozytorium PyPI
- Jesli pakiet jest dostepny tylko w PyPI, w sSrodowisku Conda instaluje sie go przez pip

- Zasada: najpierw przez conda instaluje sie wszystko, co jest dostepne w kanatach, a pip stosuje sie
na koncu

conda activate rnaseq
conda install pysam # najpierw conda (kanaty jak wyzej)
pip install jakis-pakiet-z-pypi # pip tylko dla pakietow spoza kanatow

Kolejnos¢ instalacji
Instalowanie pakietow przez pip i conda w przypadkowej kolejnosci moze doprowadzi¢ do niespojnego
Srodowiska. Instalacja najpierw przez conda, a potem przez pip ogranicza ryzyko konfliktow.



Reprodukowalne Srodowisko: environment.yml

Srodowisko opisuje sie w pliku tekstowym, z ktdrego mozna je odtworzy¢ na innym komputerze. Plik
zwykle pisze sie recznie, z przypietymi wersjami:

name: rnaseq
channels: [conda-forge, biocondal
dependencies:

- python=3.11

- salmon=1.10.2

- samtools=1.19

conda env create -f environment.yml # odtworzenie Srodowiska z pliku

- conda env export — petna lista pakietow z numerami buildow; odtworzenie gwarantowane tylko
w tym samym systemie operacyjnym

- conda env export --from-history — tylko pakiety zamowione wprost; plik przenosny
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Conda: dobre praktyki

Zalecane Do unikania

- Jedno Srodowisko na projekt

- Instalowanie pakietow w Srodowisku (base)

- Opisw environment.yml - Mieszanie pip i conda bez potrzeby

- Wersje pakietow w pliku - Instalacje bez zapisu w pliku sSrodowiska

- Plik w repozytorium Git - Jedno Srodowisko dla wszystkich projektow

Opisane i odtwarzalne srodowisko to drugi filar reprodukowalnosci.



5. Konteneryzacja: Docker




Ograniczenia Condy

- Conda zarzadza pakietami, ale nie obejmuje catego systemu: bibliotek systemowych, konfiguracji ani
narzedzi spoza jej kanatow

- Niektore narzedzia wymagaja konkretnego systemu operacyjnego albo trudnych do odtworzenia
zaleznosci

- Bywa potrzebna gwarancja, ze analiza zadziata tak samo na laptopie, serwerze i klastrze

Kontener (container)

Odizolowane Srodowisko uruchomieniowe zawierajgce aplikacje wraz z bibliotekami i plikami systemu;
przy tej samej architekturze procesora dziata tak samo na kazdym komputerze.



Kontener a maszyna wirtualna

- Wirtualizuje caty komputer - Wspotdzieli jadro z gospodarzem
- Wtasny, petny system operacyjny - Zawiera tylko to, czego potrzebuje aplikacja
- Duze zuzycie zasobhow, dtugi start - Mate zuzycie zasobow, start w kilka sekund

Kontener izoluje programy i biblioteki, lecz korzysta z jadra gospodarza: izolacja jest stabsza niz w maszynie
wirtualnej, za to zuzycie zasobow znacznie mniejsze.



Obraz i kontener

- Obraz (image) to niezmienny szablon zawierajacy aplikacje i wszystkie jej zaleznosci
- Kontener to uruchomiona instancja obrazu
- Z jednego obrazu mozna uruchomic wiele identycznych kontenerow

- Obrazy pobiera sie z rejestrow, na przyktad Docker Hub albo quay.io (w tym obrazy BioContainers)
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Docker w praktyce

docker pull quay.io/biocontainers/samtools:1.19--h50ea8bc_0

docker run --rm quay.io/biocontainers/samtools:1.19--h50ea8bc_0 \
samtools --version

- docker pull pobiera gotowy obraz z rejestru; docker run uruchamia w nim polecenie, a --rm

usuwa kontener po zakonczeniu

- Projekt BioContainers udostepnia tysiace narzedzi bioinformatycznych jako gotowe obrazy

w rejestrze quay.io/biocontainers

- Tag (wersja--identyfikator_builda) nalezy odczytac z rejestru
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Dockerfile

Obraz mozna zbudowac samodzielnie z pliku tekstowego zwanego Dockerfile.

FROM ubuntu:24.04

# wersja samtools: ta z repozytorium Ubuntu 24.04
RUN apt-get update && apt-get install -y samtools
COPY analiza.sh /opt/analiza.sh

CMD ["bash", "/opt/analiza.sh"]

- FROM — system bazowy; RUN — polecenia budujace obraz (instalacje)
- COPY — kopiowanie pliku z komputera do obrazu; CMD — domyslne polecenie przy starcie kontenera

- Dockerfile jest plikiem tekstowym, wiec przechowuje sie go w repozytorium Git obok kodu
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Conda a kontener

- Narzedzia sg dostepne w kanale Bioconda - Potrzebna jest izolacja catego Srodowiska
systemowego

- Praca odbywa sie lokalnie

- Istotna jest prosta konfiguracja - Analiza ma dziatac tak samo na roznych

komputerach

- Zaleznosci sa trudne do odtworzenia

Oba rozwigzania stuza temu samemu celowi: odtwarzalnosci Srodowiska.



6. Python: Biopython i wtasne

narzedzia wiersza polecen




Ograniczenia basha

- Bash dobrze nadaje sie do taczenia narzedzi i przetwarzania plikow w potokach

- Stabiej sprawdza sie w obliczeniach, ztozonej logice i pracy ze strukturami danych

- Do obliczen, przeksztatcania danych czy wykresow potrzebny jest jezyk programowania
- W bioinformatyce dominuja dwa jezyki: Python i R

Bash taczy narzedzia i pliki, a Python i R stuzg do obliczen, analizy i wizualizacji.



Dlaczego Python

- Czytelna sktadnia, tatwa do opanowania na poczatku

- Bogaty zestaw bibliotek naukowych

- Jeden z gtéwnych jezykéw analizy danych, uczenia maszynowego i przetwarzania sekwencji

- Python 311 jest w Srodowisku pracownia z Modutu 0 (conda activate pracownia)
W kursie: biblioteka standardowa (wbudowana w Pythona) i Biopython — sekwencje i formaty
biologiczne. Poza kursem warto znac z nazwy: pandas (tabele), NumPy (obliczenia), Matplotlib (wykresy).



Uruchamianie Pythona

python3 # tryb interaktywny (szybkie sprawdzanie kodu)

python3 analiza.py # uruchomienie skryptu

Skrypt analiza.py to zwykty plik tekstowy

# analiza.py

liczby = [10, 20, 30]

srednia = sum(liczby) / len(liczby)
print("Srednia:", srednia)

- Tryb interaktywny nadaje sie do szybkiego sprawdzenia pomystu
- Do powtarzalnej analizy kod zapisuje sie w skrypcie — jak w bashu
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Podstawowe struktury danych

Python oferuje struktury danych, ktorych brakuje w bashu.

# lista — uporzadkowany ciag wartosci
geny = ["genl", "gen2", "gen3"]

# stownik — pary klucz-wartosc¢
ekspresja = {"genl": 12.5, "gen2": 0.3}

print(ekspresjal["geni"]) # 12.5
- Lista przechowuje wartosci w kolejnosci

- Stownik wiaze klucz z wartoscia — na przyktad nazwe genu z poziomem ekspresji

- Na tych dwdch strukturach opiera sie wiekszoS¢ prostych analiz
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Czytanie pliku i petla

# liczba wierszy zaczynajacych sie od ">" w pliku FASTA
liczba = 0
with open("sekwencje.fasta") as f:
for linia in f:
if linia.startswith(">"):
liczba += 1
print("Liczba sekwencji:", liczba)

- for linia in f — odczyt pliku wiersz po wierszu, bez wczytywania catosci do pamieci

- Ten sam wynik daje w bashu grep -c; Python utatwia dodanie bardziej ztozonej logiki
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Wtasne narzedzie wiersza polecen

Skrypt staje sie narzedziem, gdy przyjmuje argumenty, zgtasza btedy kodem wyjscia i ma testy (Modut 8).

import argparse

p = argparse.ArgumentParser(description="Udziat G+C w sekwencji.")
p.add_argument("sekwencja", help="sekwencja DNA")

seq = p.parse_args().sekwencja.upper()

print(f"{160 * sum(z in 'GC' for z in seq) / len(seq):.1f}")

$ python3 procent_gc.py ATGCGC

66.7

$ python3 procent_gc.py; echo $?

usage: procent_gc.py [-h] sekwencja

procent_gc.py: error: the following arguments are required: sekwencja
2

- argparse tworzy pomoc (-h) i komunikat o btedzie; kod wyjscia 2 informuje powtoke i pipeline
0 niepowodzeniu; w Module 8 takze subprocess itesty unittest
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Biopython

Biopython to biblioteka do pracy z danymi biologicznymi, obstugujaca typowe formaty i operacje.

from Bio import SeqIO

for rekord in SeqIO.parse("sekwencje.fasta", "fasta"):
print(rekord.id, len(rekord.seq))

- SeqIO.parse czyta FASTA, FASTQ, GenBank i inne formaty
- Kazdy rekord ma identyfikator, opis i sama sekwencje
- Biblioteka parsuje formaty, wiec nie trzeba pisac¢ wtasnego parsera

Funkcje biblioteki

Gotowe, przetestowane funkcje: sekwencja odwrotnie komplementarna, translacja, odczyt anotacji,
konwersja miedzy formatami.



Bash, Python i R

Typowe zastosowania w bioinformatyce:

Bash (Moduty 1-4) Python i R (Moduty 7-8 i 10)
- taczenie gotowych programow - Obliczenia i analiza statystyczna
- Przetwarzanie plikow w potokach - Ztozona logika i struktury danych
- Automatyzacja powtarzalnych krokow - Parsowanie sekwencji i formatow
- Proste warunki i petle - Uczenie maszynowe

- Ryciny publikacyjne i raporty

- Wtasne narzedzia i pakiety

Miedzy Pythonem a R wybiera sie zwykle wedtug bibliotek potrzebnych w zadaniu. W kursie Python stuzy do
parsowania sekwencji i budowy narzedzi, a R — do rycin i raportu.



7. Klaster obliczeniowy: HPC,
SLURM i Apptainer (przeglad)




Ograniczenia komputera osobistego

- Dopasowanie (mapowanie) odczytow catego eksperymentu do genomu moze trwac kilka dni na
jednym komputerze

- Niektore analizy wymagaja setek gigabajtow pamieci operacyjnej
- Sto probek warto przetwarzac rownolegle, a nie kolejno

- Rozwiazaniem jest klaster obliczeniowy (HPC, high-performance computing)

Klaster obliczeniowy (computing cluster)

Zbior potaczonych komputerow (weztow) ze wspolna przestrzenia dyskowa, miedzy ktore system
kolejkowy rozdziela zadania uzytkownikow.

Sekcja pogladowa — w kursie nie korzysta sie z klastra. Na zaliczeniu pisemnym obowiazuja z niej
tylko pojecia: wezet dostepowy i obliczeniowy, system kolejkowy, zadanie wsadowe (sbatch), pod-
glad kolejki (squeue).



Budowa klastra

Wezet dostepowy Wezty obliczeniowe

(login node) Stuzy do logowania, edycji plikow (compute nodes) Wykonuja obliczenia; kazdy ma
i zlecania zadan; nie uruchamia sie na nim dziesiatki rdzeni i duza pamiec operacyjna.
obliczen.

- System kolejkowy (scheduler) rozdziela zadania miedzy wezty i zapewnia uzytkownikom rowny
dostep

- Wspolny dysk jest dostepny ze wszystkich weztow



Logowanie zdalne: SSH

Z klastrem taczy sie przez SSH (Secure Shell) — szyfrowane potaczenie tekstowe.

ssh logingklaster.uczelnia.pl # logowanie na wezet dostepowy

- Po zalogowaniu terminal klastra dziata tak samo jak terminal lokalny
- Praca odbywa sie wytacznie w trybie tekstowym, dlatego znajomosc wiersza polecen jest niezbedna

- Pliki przesyta sie poleceniami scp albo rsync
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Przenoszenie danych na klaster

Przed analiza dane kopiuje sie na wspolny dysk klastra.

scp probka.fastq.gz loginaklaster:/scratch/projekt/ # pojedynczy plik

rsync -av dane/ login@klaster:/scratch/projekt/dane/ # caty katalog
- scp kopiuje pliki przez szyfrowane potaczenie SSH
- Po przerwanym transferze rsync przesyta tylko brakujace lub zmienione pliki

- Wiele matych plikow warto najpierw potaczy¢ w archiwum (tar), aby przestac jeden plik zamiast

tysiecy
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System kolejkowy SLURM

- Zasoby klastra sg ograniczone, dlatego zadania oczekuja w kolejce
- SLURM — powszechnie stosowany system kolejkowy na klastrach naukowych
- Zadanie zgtasza sie wraz z wymaganymi zasobami; SLURM uruchamia je, gdy zasoby sa dostepne

- Czas oczekiwania zalezy od obciazenia klastra

Bez obliczen na wezle dostepowym
Uruchomienie wymagajacej obliczeniowo analizy wprost na wezle dostepowym spowalnia prace
wszystkich zalogowanych uzytkownikow. Obliczenia zawsze zleca sie przez SLURM na wezty obliczeniowe.



Trzy sposoby uruchomienia zadania

srun --cpus-per-task=4 samtools sort -@ 4 -o posortowany.bam plik.bam
salloc --cpus-per-task=8 --mem=32G # sesja interaktywna

sbatch zadanie.sh # zadanie wsadowe w tle

- srun — uruchomienie polecenia na wezle obliczeniowym; -@ 4 — dodatkowe watki samtools,
ktore wykorzystuja przydzielone rdzenie; -o — zapis wyniku do pliku

- salloc — rezerwacja zasobow na sesje interaktywna

- shatch — zgtoszenie skryptu do wykonania w tle (najczesciej stosowane)
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Skrypt wsadowy dla SLURM

#!/bin/bash

#SBATCH --job-name=kwantyfikacja
#SBATCH --cpus-per-task=8
#SBATCH --mem=32G

#SBATCH --time=04:00:00

source "$(conda info --base)/etc/profile.d/conda.sh"
conda activate rnaseq
salmon quant -i indeks -1 A -r probka.fastq.gz -p 8 -0 wynik

- Wiersze #SBATCH okresSlaja wymagane zasoby: rdzenie, pamiec i maksymalny czas
- Skrypt wsadowy nie jest sesja interaktywng, wiec conda activate dziata w nim dopiero po
wierszu source ..conda.sh; bez niego skrypt konczy sie btedem

- Zgtoszenie: shatch zadanie.sh
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Gotowe oprogramowanie na klastrze

Klastry udostepniajg czesSc narzedzi centralnie, przez system modutow.

module avail # dostepne moduty
module load samtools/1.19 # zatadowanie konkretnej wersji
module list # moduty zatadowane w tej sesji

- module load udostepnia narzedzie w biezacej sesji
- Wersja jest jawna, wiec zapis pozostaje reprodukowalny

- W praktyce moduty klastra taczy sie z wtasnymi srodowiskami Conda
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Apptainer

Docker w systemach wspotdzielonych

Docker zwykle wymaga uprawnien administratora, ktorych uzytkownik klastra obliczeniowego nie ma.
Z tego powodu w osrodkach HPC uzywa sie Apptainera (dawniej Singularity).

- Apptainer uruchamia kontenery z uprawnieniami zwyktego uzytkownika, co jest bezpieczne
w systemie wspotdzielonym

- Uruchamia obrazy Dockera po ich konwersji do formatu SIF

- Jest powszechnie stosowany w oSrodkach obliczeniowych



Monitorowanie zadan

squeue --me # wtasne zadania: oczekujace i wykonywane
scancel 123456 # anulowanie zadania o podanym numerze
sacct -j 123456 # informacje o zakonczonym zadaniu

- squeue — zadania oczekujace i wykonywane
- scancel — przerwanie zadania
- sacct — czas trwania, zuzycie pamieci, kod zakonczenia

Reguta praktyczna

Nalezy zamawiac tyle zasobow, ile zadanie faktycznie potrzebuje: zawyzone czas i pamie¢ wydtuzaja
oczekiwanie w kolejce i ograniczaja dostep innym uzytkownikom.



8. Pipeline’y: Snakemake




Analiza jako ciag krokow

Typowa analiza RNA-seq to ciag zaleznych od siebie krokow:

1. Kontrola jakosci surowych odczytow
2. Przyciecie odczytow stabej jakosci

Dopasowanie (mapowanie) do genomu albo kwantyfikacja

W

Zliczenie ekspresji

5. Analiza roznicowa i wykresy

- Kazdy krok korzysta z wyniku poprzedniego i tworzy dane wejsciowe dla nastepnego

- Catos¢ powtarza sie dla kilkudziesieciu probek
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Ograniczenia skryptu bash

- Gdy piaty krok zakonczy sie btedem, skrypt bash trzeba uruchomi¢ od nowa albo recznie pomijac
wykonane etapy

- Zmiana jednego parametru wymaga ponownego wykonania wszystkich krokow, takze niezmienionych
- Rownolegte wykonanie niezaleznych krokow wymaga dodatkowego kodu

- Przy dziesigtkach plikow tatwo stracic rozeznanie, ktore wyniki juz istnieja

Zrodto problemu

Skrypt bash wykonuje polecenia kolejno, ale nie zna zaleznosci miedzy nimi (np. ze wynik kroku 3 zalezy
od kroku 2), wiec nie moze ustalic, ktore kroki trzeba wykonac ponownie.



Menedzer pipeline’ow

Menedzer pipeline’ow (workflow manager)
Program, w ktorym analize opisuje sie jako zbior regut okreslajacych wejscie, wyjscie i sposob
przeksztatcenia jednego w drugie; sam ustala kolejnosc krokow i wykonuje tylko te, ktore sa potrzebne.

- Najpopularniejsze w bioinformatyce to Snakemake (sktadnia oparta na Pythonie) i Nextflow
- Zamiast kolejnosci krokow opisuje sie cel i zaleznoSci miedzy plikami

- Menedzer sam ustala, ktore kroki sa potrzebne do osiagniecia celu



Reguta w Snakemake

Reguta okresla, jakim poleceniem z danego wejscia powstaje dane wyjscie.

rule kwantyfikacja:
input: “dane/{probka}.fastq.gz"
output: "wyniki/{probka}/quant.sf"
shell:
"salmon quant -i {config[indeks]} -1 A -r {input} "
"-0 wyniki/{wildcards.probka}"

- input ioutput to deklaracja zaleznosci miedzy plikami
- {probka} to symbol wieloznaczny (wildcard): ta sama reguta obstuguje kazda probke
- shell to zwykte polecenie powtoki; {config[indeks]} — Sciezka z pliku konfiguracyjnego

(omowionego dalej)
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Graf zaleznosci

- Z regut Snakemake buduje graf: ktory plik zalezy od ktorego

- Aby utworzy¢ wynik koncowy, przechodzi graf od celu wstecz i sprawdza, ktorych plikow brakuje
- Uruchamia tylko te kroki, ktorych wyniki nie istnieja albo sg nieaktualne

- Kroki niezalezne od siebie moze wykonywac rownolegle

Konsekwencja praktyczna

Po zmianie parametru ostatniego kroku i ponownym uruchomieniu Snakemake przelicza tylko ten krok,
a nie cata analize od surowych odczytow. Oszczedza to godziny obliczen.



Plik konfiguracyjny

- Sciezki, nazwy probek i parametry przechowuje sie w osobnym pliku konfiguracyjnym, a nie w kodzie
pipeline'u
- Nowy zestaw danych wymaga zmiany konfiguracji, a nie regut
# config.yaml

indeks: "referencje/indeks_salmon"
probki: ["RNA_01", "RNA_02", "RNA_03"]

# poczatek pliku Snakefile
configfile: "config.yaml"

rule all:
input:
expand("wyniki/{probka}/quant.sf", probka=config["probki"])

- rule all (pierwsza w pliku) zbiera wyniki koncowe; expand() tworzy ich liste dla wszystkich
probek
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Uruchomienie lokalne i na klastrze

snakemake --cores 4 # lokalnie, do 4 zadan jednoczesnie

snakemake --executor slurm --default-resources --jobs 20 # na klastrze

- Ten sam opis pipeline’u dziata na laptopie i na klastrze SLURM
- Na klastrze Snakemake sam zgtasza poszczegolne kroki jako zadania

- Pipeline taczy narzedzia z tego wyktadu: sSrodowiska Conda, kontenery i system kolejkowy SLURM
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Pipeline a pozostate narzedzia

Korzysci Powigzania z innymi narzedziami

- Powtarzalnosc catej analizy - Kod pipeline’'u w repozytorium Git
- Wznowienie po awarii - Srodowiska Conda

- Rownolegte wykonanie bez dodatkowego kodu - Kroki w bashu, Pythonie lub R

- Jeden opis zamiast wielu skryptow - Klaster przy duzych obliczeniach

W pipeline’ie wszystkie omowione narzedzia dziataja razem.



9. Wizualizacja i raporty: R oraz

Quarto




Jezyk R

- R zaprojektowano do analizy danych i obliczen statystycznych
- Bioconductor to zbior pakietow R przeznaczonych dla bioinformatyki

- Do wizualizacji danych stuzy pakiet ggplot2, powszechnie uzywany do wykresow publikacyjnych

Pakiety do analizy roznicowej ekspresji (DESeq2, edgeR), danych omicznych i adnotacji genomow; dobrze
udokumentowane i szeroko stosowane w genomice.

Podstaw jezyka R uczy przedmiot poSwiecony pakietom statystycznym; Modut 10 dotyczy rycin
w ggplot2 i raportu Quarto.



Przyktad kodu w R

# wczytanie tabeli i Srednia z kolumny
dane <- read.csv("ekspresja.csv")
mean(dane$gen1)

# prosty wykres z ggplot2
library(ggplot2)
ggplot(dane, aes(x = grupa, y = genl)) + geom_boxplot()

- read.csv wczytuje tabele do ramki danych
- dane$genl — odwotanie do kolumny gen1

- ggplot2 tworzy wykres warstwami: dane, odwzorowanie estetyk, geometria

68



Raport a kod analizy

- Reczne przenoszenie wynikow do dokumentu jest pracochtonne i zawodne
- Dokument i kod istnieja osobno, wiec tatwo o niezgodnosS¢ miedzy nimi

- Po kilku miesigcach trudno ustali¢, z ktorej wersji danych pochodzi dana rycina
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Programowanie literackie

Programowanie literackie (literate programming)
taczenie w jednym dokumencie tekstu, kodu i wynikow jego wykonania; wyniki i ryciny powstaja
automatycznie przy generowaniu dokumentu.

- Gdy zmieniaja sie dane, wystarczy wygenerowac dokument ponownie, a wszystkie liczby i wykresy
zostana zaktualizowane

- Liczby w tekScie pochodza z kodu, wiec sa zgodne z wynikami

- Narzedzie uzywane w kursie: Quarto



Plik zrodtowy raport.qgmd: Wynik w wygenerowanym dokumencie:

Masa roslin w grupach:
Masa roslin w grupach:

o 50 | -
library(ggplot2) — 5.5-
ggplot(PlantGrowth, '5) 50-
aes(group, weight)) + g
geom_boxplot() 457 |
B 40- |
35- ' ' '
ctrl trt1 trt2
group

- Przy generowaniu Quarto wykonuje kod i wstawia jego wynik w miejsce bloku
- Liczby w tekscie rowniez moga pochodzi¢ z kodu, zamiast by¢ wpisywane recznie

- Z jednego zrodta powstaje PDF, strona HTML albo prezentacja
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Reprodukowalny raport

- Plik raportu Quarto jest tekstowy, wiec przechowuje sie go w repozytorium Git obok kodu analizy

- Inna osoba, generujac go na wtasnym komputerze w tym samym srodowisku Conda, otrzymuje te
same liczby

- Po kazdej zmianie danych lub kodu raport generuje sie od nowa

Trzy filary reprodukowalnosci
Reprodukowalny raport taczy trzy filary z poczatku wyktadu: dane surowe, jawny kod przetwarzania
i zapisane srodowisko.



10. Dobre praktyki

reprodukowalnosci




Struktura katalogow projektu

Uporzadkowany katalog projektu sam w sobie jest forma dokumentacji.

projekt/
dane/
skrypty/
wyniki/
environment.yml
README . md

- dane — dane surowe, tylko do odczytu
- skrypty — caty kod analizy
- wyniki — pliki generowane przez kod

- environment.yml i README.md opisuja

srodowisko i projekt

Uktad jak na Wyktadzie 1i w pipeline’ie z Modutu 9, uzupetniony o opis Srodowiska.
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Nienaruszalnosc¢ danych surowych

Dane surowe tylko do odczytu

Dane surowe traktuje sie jako niezmienne: kazdy krok przetwarzania zapisuje wynik w nowym pliku.
Usunietych lub nadpisanych danych surowych zwykle nie mozna odzyskac.

- Katalog z danymi surowymi mozna zabezpieczy¢ przed zapisem (chmod -R a-w dane/)
- Po nieudanym kroku mozna wréci¢ do niezmienionych danych wejsciowych

- Kopia zapasowa danych surowych jest wazniejsza niz kopia wynikow: wyniki mozna odtworzyc
z kodu, danych surowych — nie



Wyniki generowane przez kod

- Kazdy wykres i kazda tabela w publikacji powinny powstawac z kodu, ktory mozna uruchomic
ponownie

- Reczne poprawki w wynikach (edycja liczby, retusz ryciny w programie graficznym) nie sa
reprodukowalne

- Zmiana wyniku oznacza zmiane kodu i ponowne wygenerowanie wyniku

Test reprodukowalnosci

Czy po usunieciu katalogu wyniki mozna odtworzyc cata jego zawartosc jednym poleceniem? Jesli nie,

analiza zawiera reczny krok.



Plik README

ZawartoS¢ pliku README

- Cel projektu i pochodzenie danych
- Sposob odtworzenia srodowiska (conda env create -f environment.yml)
- Kolejne kroki uruchomienia analizy

- Opis katalogow i plikow

- Autor, ktory wraca do projektu po kilku miesigcach, jest w potozeniu osoby z zewnatrz

- Kilka zdan opisu oszczedza wiele godzin odtwarzania wczesniejszych decyzji



Zasady FAIR

Poza reprodukowalnoscia analizy wazny jest sposob opisu i udostepniania danych, ujety w zasadach FAIR.

- Findable (mozliwe do znalezienia) — trwaty identyfikator (numer dostepu, DOI) i opis

- Accessible (dostepne) — okreslony sposob pobrania; dostep moze wymagac zgody i uwierzytelnienia
- Interoperable (interoperacyjne) — standardowe formaty obstugiwane przez narzedzia

- Reusable (mozliwe do ponownego wykorzystania) — opis, licencja, pochodzenie

Znaczenie w praktyce

Do zasad FAIR odwotuja sie wymagania czasopism i instytucji finansujacych badania (plany zarzadzania
danymi); publiczne repozytoria danych, np. sekwengcji, utatwiaja ich spetnienie.



Typowe putapki

- Reczne kroki — jesli choc jeden krok wykonano poza kodem, analiza nie jest w petni odtwarzalna
- Brak wersji narzedzi — ,najnowsza wersja” za rok bedzie inng wersja programu

- Dane w repozytorium — repozytorium nadmiernie sie rozrasta

- Nadpisane dane surowe — analizy nie mozna powtorzy¢ od poczatku

- Kod tylko na jednym laptopie — awaria dysku oznacza utrate kodu

Wspolne rozwigzanie
Wszystkim tym putapkom zapobiega jawny zapis wykonanych krokow: w kodzie, w opisie Srodowiska
i w systemie kontroli wersji.



Podsumowanie




Przeptyw analizy i narzedzia
Dane Kod Wyniki
surowe bash - Python - R i raport
narzedzia Git Conda Snakemake
wspierajace wersje kodu srodowisko pipeline

Gorny rzad: przeptyw analizy; dolny: narzedzia, ktore zapewniaja jej powtarzalnosc. Ten sam pipeline mozna

uruchomic lokalnie albo (poza kursem) na klastrze.
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Podsumowanie wyktadu

- Reprodukowalnosé: dane, kod, Srodowisko - Python: Biopython i wtasne narzedzia
- Skrypty bash: petle, argumenty, automatyzacja - Klaster i SLURM: zasoby do duzych analiz
- Git: historia zmian i wspotpraca (przeglad)

- Conda: izolowane, odtwarzalne srodowiska * Snakemake: pipeline z zaleznosciami

- Kontenery: jednakowe dziatanie na roznych * RiQuarto: wykresy i reprodukowalny raport

komputerach - Dobre praktyki: struktura projektu, dane
surowe, README, FAIR

Omowione narzedzia tworza spojny zestaw stuzacy reprodukowalnosci analizy.
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KolejnoS¢ opanowywania narzedzi

- Narzedzia opanowuje sie stopniowo; kazde opiera sie¢ na poprzednich
- Podstawa sa tresci Wyktadu 1: terminal, pliki, potoki
- Na nich opieraja sie kolejno skrypty, kontrola wersji i Srodowiska, Python, pipeline’y i raporty

- Kazdy modut w Moodle wprowadza kolejne narzedzia i utrwala je zadaniami

Najwazniejsza zasada
Kazdy krok analizy nalezy zapisac tak, aby mozna go byto powtorzy¢; omowione narzedzia stuza realizacji
tej zasady.



Zestawienie narzedzi z wyktadu

Kod i wersje Skala i automatyzacja
- bash — skrypty i automatyzacja - ssh — praca zdalna
- git — kontrola wersji - sbatch, squeue — SLURM
- python, R — analiza - snakemake — pipeline’y
Srodowisko Raporty
- conda — pakiety i Srodowiska - quarto — raporty taczace kod, tekst i wyniki

- docker, apptainer — kontenery

Szczegotowe omowienie narzedzi zawieraja moduty w Moodle; klaster i SLURM omowiono tylko w tym przegladzie
i teoretycznie w Module 9.
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Czesto zadawane pytania

- Czy trzeba znac wszystkie te narzedzia od razu? Nie; moduty wprowadzaja je kolejno

- Bash, Python czy R? Bash stuzy do taczenia programoéw, a Python i R — do analizy; miedzy Pythonem
a R wybiera sie wedtug potrzebnych bibliotek

- Po co Git przy pracy w pojedynke? Historia zmian pozwala wroci¢ do wczeSniejszych wersji,
a repozytorium zdalne jest kopig zapasowa kodu

- Czy w kursie jest dostep do klastra? Nie — wszystkie zadania wykonuje sie na wtasnym komputerze
ze Srodowiskiem z Modutu 0

Narzedzi jest wiele, dlatego kurs wprowadza je kolejno, w zadaniach praktycznych.
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Co dalej

- Dalsza praca odbywa sie w modutach w Moodle, kazdy z lista zadan
- Moduty wymagaja samodzielnego pisania polecen i skryptow
- Zaliczenie sprawdza umiejetnosci praktyczne, dlatego wazna jest regularna, samodzielna praca

- W razie trudnosci: forum kursu oraz konsultacje (termin i miejsce — Wyktad 11 Moodle)

Wyktady wprowadzajace przedstawity przeglad kursu; umiejetnosci ksztattuje sie w modutach, reali-

zowanych kolejno.
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