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Outils génomiques 

Détection de variants post-séquençage 

appliqués au diagnostic   

AGAGGTATCGCCCCTGTAATGTAGA 

AGAGGTATCGCCCCTCTAATGTAGA 

 



1. Intro - séquençage du génome humain 

Il y a 30 ans ... 
 

 

« I expect that within a few years, our technology will be able to 

sequence one megabase/technician-year. At that rate 100 

technicians could sequence the genome in 30 years. » 

 

Harvard Nobel Laureate Walter Gilbert 1980 

The Scientist. October 20. 1986 
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1. Intro - séquençage du génome humain 

Apparition du Next Generation Sequencing 
  

plus rapide, plus de matériel séquencé, moins cher ! 

 

Permet l’analyse des séquences nucléiques à une autre 

échelle en générant des millions de séquences, d’échantillons 

et de génomes ! 
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Séquençage Sanger   

1000 bases/run  
 

Séquençage NGS  

100 Gbases/run  
 

Génome humain 

~3 Gbases 



1. Intro - séquençage du génome humain 

Evolution des coûts de séquençage 
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Sboner et al. 2011. Genome Biology, 12:125 



1. Intro - séquençage du génome humain 

Coûts de séquençage + faibles que prévus ! 
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Analyse NGS Prix 

Exome 30X 500€ 

Exome 100X 990€ 

Génome 30X 5250€ 



1. Intro - séquençage du génome humain 

Challenge actuel 
 

 

Faible coût de séquençage  

+ 

Facilité d’accès à ces nouvelles technologies 

 pour les laboratoires  

 

 

 

Avalanche de données à analyser 
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1. Intro - séquençage du génome humain 
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1. Intro - séquençage du génome humain 

Analyse NGS et bioinformatique  
 

 

 

“The rule of thumb in the genomics community is that every 

dollar spent on sequencing hardware must be matched by a 

comparable investment in informatics” 

 

 

http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/30731/title/Sequence-Analysis-101/ 
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2. Méthodologie pour la détection des variants 
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1. Echantillonnage  
 

Détection de mutations constitutionnelles 
o Sang sur tube EDTA 
o Salive 

 

Détection de mutations somatiques 
o Tissu tumoral : congelé ou paraffiné 
o Sang, ADN tumoral circulant 

 
 

2. Extraction ADN et séquençage 
 

o Fragmentation de l’ADN et construction des librairies (~200b)  
o Différentes tailles de cibles: panel, exome (10Kb à 30Mb) 
o Différentes technologies : amplicon / capture  

 

 



2. Méthodologie pour la détection des variants 
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Séquençage 
Reads 
bruts 

Contrôle 
qualité 

Alignement 
Appel de 
variants 

       TTAGGGGT 
TGAAGCGGTTA 

GGTATTGCCATTTATT
GTG 

AGGGCTCTGAT 

GAAGAGGTA 
GAAGCGGTA 

 

Pipeline d’analyse bioinformatique 
 

 

 

 



2. Méthodologie pour la détection des variants 

Qu’appelle-t-on variant ? 
 
→ Variation génomique dans une séquence nucléique, par 

rapport à une séquence de référence 

 

 

Différentes catégories de variants : 

• SNV : Single Nucleotide Variant  

• INDEL : INsertion ou DELetion d’une ou plusieurs bases  

• MNV : Multi Nucleotide Variant, bloc de SNVs et/ou INDELs 

• SV : Structural Variant, réarrangement génomique > 50bp 
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2. Méthodologie pour la détection des variants 

Visualisation d’un variant (IGV) 
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2. Méthodologie pour la détection des variants 

Qu’est ce qu’un « variant calling » ? 
 
→ Détection automatisée des variants (SNV, INDEL de petites tailles) 

à partir d’un fichier contenant des données de séquençage alignées. 
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2. Méthodologie pour la détection des variants 

Chaque outil a ses spécificités 
 

 

+ de 150 outils de variant  

calling répertoriés 

 

Faible concordance entres  

les outils de variant calling 

 

Existence de variants 

spécifiques à chaque outil 
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O'Rawe J et al. 2013. Genome Med., 5:28 



2. Méthodologie pour la détection des variants 

Comment choisir le meilleur outil ? 
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Olson et al. 2015. Front. Genet., 6:235 

→ Performance de détection 

 

Sensibilité 
• Mesure la capacité de l’outil à détecter 

le maximum de véritables variants 

• TP / (TP + FN)  

 
Précision 
• Mesure la capacité de l’outil à ne pas 

détecter de faux variants   

• TN / (TN + FP)  
 



2. Méthodologie pour la détection des variants 

Amélioration de l’alignement 
 
L’appel des indels sur les alignements initiaux peuvent 

présenter des taux de faux-positifs et faux-négatifs élevés  

 

Pour améliorer la détection des indels : utilisation d’algorithmes 

plus sophistiqués de réalignement local (ex: GATK ) 

 

Limitation :  

 Informatiquement intensif si chaque indel possible est testée 

Solution :  

 Test uniquement sur un jeu d’indels connues  
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2. Méthodologie pour la détection des variants 
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AVANT 

APRES 



2. Méthodologie pour la détection des variants 

Validation des variants ? 
  
Liste colossale de variants (surtout pour l’analyse d’exomes) 
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2. Méthodologie pour la détection des variants 

Validation des variants ?   
Liste colossale de variants (surtout pour l’analyse d’exomes) 

De nombreux faux positifs parmi les variants trouvés : 

•  Artéfacts issus des cycles PCR  

•  Artéfacts spécifiques à la technologie de séquençage 

•  Erreurs de lecture lors du “Base Calling”  

•  Mauvaise qualité de l’alignement (régions répétées) 

 

Ordonner les variants trouvés (ex: si cible thérapeutique) 
 

 
Annotation et tri des variants 

 

 

 
16 juillet 2020 Institut Curie – Eléonore Browaeys – Recherche de variants et applications 19 



3. Nomenclature de la description de variants 

Les bonnes pratiques de l’annotation 
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https://varnomen.hgvs.org/ 

→ convention de nommage 
pour échanger/comparer les 
informations sur les variants 
de séquences nucléiques. 



3. Nomenclature de la description de variants 

Un exemple d’annotation simple ... 
 
En sortie de variant calling : 

 
 
Transcription de la position génomique du variant en position sur la 

séquence codante d’un gène : 

•  Classe de variant : SNV  

•  Gène concerné : PIK3CA 

•  Choix d’un transcrit parmi les transcrits alternatifs :  NM_006218 

•  Position dans l’ADN codant: c.3055 ou la séquence protéique : p.1019 

 
NM_006218.2:c.3055A>G           NM_006218.2:p.(Ile1019Val)   
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Chr Position Ref Alt 

chr3 178 952 000 A G 



3. Nomenclature de la description de variants 

Un exemple d’annotation plus compliqué ... 
 
En sortie de variant calling : 

 
 
Transcription de la position génomique du variant en position sur la 

séquence codante d’un gène : 

•  Classe de variant : délétion 

•  Gène concerné : BRCA2 

•  Choix d’un transcrit parmi les transcrits alternatifs :  NM_000059 

•  Position dans l’ADN codant : à 17 bp de l’exon 25, pas d’équivalence en p. 

 
          NM_000059.3:c.9257-17del                           NM_000059.3:p.? 

16 juillet 2020 Institut Curie – Eléonore Browaeys – Recherche de variants et applications 22 

Chr Position Ref Alt 

chr13 32 968 809 T - 



3. Nomenclature de la description de variants 

Le choix du bon transcrit est primordial 
 
 
 
Le gène BRCA1 a 5 transcrits : 

 

• NM_007294                                                                               p.(Trp353Ter) 

• NM_007300                                                                               p.(Trp353Ter) 

• NM_007297                                                                               p.(Trp306Ter) 

• NM_007299                                                                               p.? 

• NM_007298                                                                               p.? 
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→ seules 3 dénominations sur 5 reflètent l’apparition d’un codon stop 

Chr Position Ref Alt 

chr17 41 246 489 C T 

crédit : Jan Ševčík 



4. Tri des variants 

Avec les informations du séquençage 
 

Qualité des variants estimée grâce : 
  

•  Au score de qualité phred  

  un score de 20 → précision de la base estimée à 99% 

  un score de 30 → précision de la base estimée à 99.9% 

 

•  A la couverture à la position étudiée 

  nombre de reads supportant les bases de référence et alternative 

  nombre de reads porteurs du variant sur le brin sens et anti-sens 
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brin sens 

brin anti-sens 

p
ro

fo
n
d
e
u
r 



4. Tri des variants 

Avec la fréquence dans la population 
 
 

Variant = polymorphisme si cet allèle a une fréquence égale ou 

supérieure à 1 % dans la population 

 

SNP : Single-Nucleotide Polymorphism 

 

 

Base de données qui les répertorie : dbSNP 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ 
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4. Tri des variants 

Avec la fréquence dans la population 
 

dbSNP : 

•  regroupe les polymorphismes de SNVs et de petites indels  

•  chaque polymorphisme a un rsID  

 

 

 

 

 

→ 100 fois plus de polymorphismes référencés en 8 ans 

→ soumissions d'un grand nombre de SNPs avec les projets NGS 

→ croissance exponentielle, mais prudence; contient de faux SNPs 
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dbSNP v.130 
(avril 2009) 

dbSNPv.151 
(oct. 2017) 

3 533 618 rsID  
(Homo Sapiens)  

335 215 764 rsID  
(Homo Sapiens)  



4. Tri des variants 

Avec la fréquence dans la population 
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4. Tri des variants 

Avec la fréquence dans la population 
 

Les données de dbSNP sont à vérifier : 

• Aucun critère de fréquence requis pour soumettre un nouveau SNP 

• Présence des SNPs de cette base dans le projet 1000 génomes : 

  sur 39 692 293 positions couvertes 

  fréquence entre 0.0001 et 100% 

  problème de curation des données de la base 
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4. Tri des variants 

Avec la fréquence dans la population 
 

Limites de la base dbSNP : 

•  la référence dans dbSNP diffère parfois de celle du génome utilisé 

comme référence 

•  cas de redondance d'information 

•  problème de multi-alignement 

 

Pour pallier ces problèmes : 

•  utilisation de la fréquence des SNPs dans des grands projets du 

type 1000 génomes, Exome Sequencing Project ... 

•  utilisation en complément d’autres outils ou bases de données 
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4. Tri des variants 

Avec l’annotation structurale 
 

Variation dans une région codante 

•  Variation synonyme ? 

•  Décalage du cadre de lecture (si l’indel n’est pas un multiple de 3) ? 

•  Implication d’un codon stop (gain ou perte) ? 

 

Variation en dehors des régions codantes 

•  Dans un intron ? 

•  Dans un UTR ? 

•  Dans un promoteur ? 

•  Sur un site d'épissage - accepteur ou donneur ?  

•  Dans des régions intergéniques ? 
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4. Tri des variants 

Limites de l’annotation structurale 
 

Variations synonymes  

→ souvent filtrées   

→ peut supprimer des variants d'intérêt  

 

Variants hors des régions codantes  

→ plus rarement étudiés 

→ peut avoir d’importantes implications phénotypiques 
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A synonymous variation in protease-

activated receptor-2 is associated with 

atopy in Korean children.   

Lee JH et. al. J Allergy Clin Immunol. 2011 

A novel mutation in the nerve-specific 5'UTR 

of the GJB1 gene causes X-linked Charcot-

Marie-Tooth disease  

Murphy SM et al. J Peripher Nerv Syst 2011 

FA2H-related disorders: a novel c.270+3A>T 

splice-site mutation leads to a complex 

neurodegenerative phenotype. 

Garone C et al. Dev Med Child Neurol 2011 



4. Tri des variants 

Avec des bases de données de mutations 
 
Stockage et mise à disposition de mutations somatiques 

Variations associées aux informations des projets cancer et de la littérature 
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4. Tri des variants 

Avec des bases de données de mutations 
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Quelques variations PIK3CA, appuyées par des papiers 



4. Tri des variants 

Avec des bases de données de mutations 
 
Précision de la base de données COSMIC ? 

 

• Présence de polymorphismes  

         → ne devrait pas être dans une base de mutations somatiques 

 

• Base régulièrement mis à jour (par des curateurs) 

         → pour faire des ajouts de nouveaux variants  

         → mais aussi pour retirer les faux positifs  
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4. Tri des variants 

Avec des outils de prédiction d’effet délétère 
 
 

Algorithmes de prédiction: 

•  prédiction de l’impact d’un changement d’acide aminé sur la 

structure et la fonction de la protéine (ex : SIFT, CADD, ...) 

•  estimation de la conservation des acides aminés (ex : PhyloP) 

•  effets sur les transcrits et l’épissage (ex : MaxEntScan) 

 

Des algorithmes différents = des résultats différents 
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4. Tri des variants 

Avec des outils de prédiction d’effet délétère 
 
 

Variations décrites par COSMIC : 

• PhyloP : 84% sont sur des sites conservés 

• SIFT : 73% sont prédites délétères 

• Polyphen2 : 81% sont prédites délétères 

 

→ jusqu’à 27% de mauvaises prédictions par les algorithmes individuels. 

→ mais la combinaison des 3 approches prédit un effet délétère dans 

95% des variations. 

 

Obtention de bonnes prédictions en combinant les outils 
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4. Tri des variants 

Génération automatique de ces annotations 
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http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/ 



4. Tri des variants 

Avec des bases de données gène-spécifique 
 

Par exemple pour BRCA1 
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http://www.umd.be/BRCA1/ 



4. Tri des variants 

Avec des bases de données locales 
 

 

Construction et utilisation de bases de données locales pour  
filtrer des artéfacts dus : 

•  aux constructions de librairies  

•  à la technologie de séquençage 

 

 → utilisation des occurrences de variants inter- et intra-runs 

 

 
 
 

 

 

16 juillet 2020 Institut Curie – Eléonore Browaeys – Recherche de variants et applications 39 



Conclusion 

Bilan sur la recherche de variants 
 
1.  Alignement des données de séquençage sur un génome de 

référence 
 

2.  Variant calling, détection des variants par rapport à la référence 
 

3.  Annotations structurale et fonctionnelle des variants 

Nomenclature HGVS 

Vérification du statut de polymorphisme 

Recherche dans les bases de données de mutations 

Prédiction d’effet délétère 
 

4.  Filtration et tri des variants 
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Conclusion 

NGS et médecine personnalisée 
 
Petit ensemble de gènes séquencés (panel) : 

Détection d’altérations génétiques ciblables des cancers les plus courants 

(ex : mutations EGFR, KRAS, PIK3CA, BRCA1/2 ...) 

 

Dans le cas d’analyses exploratoires sur exome :  

Comparaison avec l’ADN constitutionnel nécessaire pour différentier les 

variants somatiques des polymorphismes et variants privés 

 

Ces variants permettent de : 

•  prédire l’efficacité d’un traitement (ex : chimiothérapie, thérapie ciblée) 

•  permettre la prescription d’un traitement ciblé quand celui-ci est disponible 

•  réaliser un suivi dans les cas de détection de prédisposition  
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Autres applications de la détection de variants  

Identitovigilance 
 

Vérification de l’identité d’un patient passé 

en duplicat au sein d’une même analyse ou  

dans une autre analyse génomique  

 

Clustering basé sur les ratios alléliques* 

• d’une liste de variants « hotspot » 

• d’une liste de polymorphismes 

 

* NB: un ratio allélique  

• est la fréquence à laquelle un variant est observé dans le génome 

• est à 0%, 50% ou 100% chez un individu sain (sans mosaïcisme) 
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Autres applications de la détection de variants  

Détection de contaminations 
 

Séquençage haut débit d’échantillons constitutionnels : 

•  plusieurs patients en parallèle 

•  risque de contamination intra-analyse 
 

→ Outil pour identifier et quantifier le contaminant 
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ART-DeCo: easy tool for 

detection and characterization of 

cross-contamination of DNA 

samples in diagnostic next-

generation sequencing analysis 

Fiévet A et al. Eur J Hum Genet. 

2019 

avec 

contamination 

sans 

contamination 



Merci pour votre attention !  

 
 
 
 
 

Des questions ? 
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