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RÉSUMÉ 

 

Les techniques de séquençage de nouvelle génération (NGS) permettent une détection à 

haut débit d‟une grande quantité de variations de manière rentable. Cependant, il existe encore 

des incohérences et des débats sur la manière de traiter et d‟analyser ces « mégadonnées ». Pour 

extraire avec précision des informations cliniquement pertinentes des données génomiques, il est 

essentiel de choisir des outils d'appel de variants précis. Les outils actuellement disponibles ont 

une précision variable dans la prédiction des variants cliniques. Donc, il est important de savoir 

comment les sélectionner, les utiliser au mieux et surtout interpréter correctement leurs résultats. 

Dans ce travail, on propose un pipeline qui donne une meilleure combinaison d'outils appelants 

de variants pour détecter séparément les variants précises d'un seul nucléotide (SNV) et les CNV 

et les petites insertions et délétions (InDels). 

Mots clés : NGS, Mégadonnées, Pipeline, Analyse, Détection des variants. 
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ABSTRACT 

 

Next Generation Sequencing (NGS) techniques allow high throughput detection of a large 

amount of variation in a cost effective manner. However, there are still inconsistencies and 

debates on how to handle and analyze this "big data". To accurately extract clinically relevant 

information from genomic data, it is essential to choose accurate variant calling tools. Currently 

available tools have varying accuracy in predicting clinical variants. So, it is important to know 

how to select them, to best use and to correctly interpret theirs results. In this work, a pipeline is 

proposed which provides a better combination of variant calling tools to separately detect precise 

single nucleotide variants (SNVs), CNVs, small insertions, and deletions (InDels). 

 

Key words: NGS, big data, Pipeline, Analyze, variant discovery.
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 ملخص

 

( باىنشف عن الإنتاجيت اىعاىيت ىنَيت مبيشة ٍن اىتباين بطشيقت فعاىت ٍن ديث NGS) قادًاىتسَخ تقنياث تسيسو اىجيو 

اىتنيفت. وٍع رىل، لا تضاه هناك تناقضاث وٍناقشاث دىه ميفيت اىتعاٍو ٍع هزه "اىبياناث اىضخَت" وتذيييها. لاستخشاج 

ي تسَخ باىنشف عن اىَتغيشاث اىت دواثالا ٍن اىبياناث اىجينيت، ٍن اىضشوسي اختياس اىَعيىٍاث راث اىصيت سشيشياً بذقت

، وأفضو ال، ٍن اىَهٌ ٍعشفت ميفيت اختياسهالأدواث اىَتادت داىياً ىها دقت ٍتفاوتت في اىتنبؤ باىَتغيشاث اىسشيشيت. ىزى . بذقت

يىفش ٍضيجًا أفضو ٍن أدواث الاتصاه اىَتغيشة ٍخطظ تذيييي ، تٌ اقتشاح استخذاً ىتفسيش اىنتائج بشنو صذيخ. في هزا اىعَو

 CNVs ) )  اىتباين في عذد نسخ اىجين ( وSNVsنييىتيذاث اىَفشدة )يٍنفصو عن اىَتغيشاث اىذقيقت ىين ىينشف بشنو

 (.InDelsاىصغيشة ) وعَيياث الإدساج واىذزف

 .اث، امتشاف اىَتغيش، اىتذييوتذيييي ٍخطظ، اىبياناث اىضخَت، قادًاى تسيسو اىجيو ميَاث ٍفتاديت:
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GLOSSAIRE  

 

Bioinformatique 
La bioinformatique est l'ensemble des méthodes qui convertissent les données biologiques en 

informations. [11] 

Couverture de séquençage/Breadth of coverage 

Correspond au pourcentage du génome (ou de la séquence ciblée) couverte par les fragments 

séquencés. [5] 

Exome  

Partie du génome constitué par les exons, c‟est-à-dire les parties des gènes qui sont exprimées 

pour synthétiser les produits fonctionnels sous forme de protéines. [5] 

Génome 

Totalité du matériel génétique porté par l‟ensemble des chromosomes d‟un organisme. [5] 

Profondeur de séquençage/Depth of coverage 

Lecture d‟une même base à partir de différents fragments; une profondeur de lecture de 30x  

Signifie que chaque base a été séquencée en moyenne 30 fois. [5] 

Séquençage ciblé  

Séquençage de régions codantes ou sélectionnées dans un sous-groupe de gènes                 

relativement petit. [5] 

Variant  

Changement dans la séquence d‟ADN par rapport à un génome de référence qui peut ou non 

avoir des conséquences fonctionnelles [5]. 

Zone ciblée de gènes  

Site d'un gène au niveau duquel des mutations se produisent avec une fréquence anormalement 

élevée (chimères, maladies résiduelles, polymorphismes) [5]. 

Variation du nombre de copies  

Variations structurelles génomiques qui font augmenter (amplification) ou diminuer (délétion) le 

nombre de copies d‟un gène ou d‟une région donnée. 

Librairies: Production de molécules d‟acides nucléiques à séquencer.
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ACRONYMES 

– AND: Acide désoxyribonucléotide 

– APR: Area under Precision/Recall curve 

– ARN: Acide Ribonucléique 

– ASCII:American Standard Code for Information Interchange 

– BCL: binary base call 

– BED format: Browser Extensible Data  

– BA: Benign stand Alone 

– BS: Benign Strong 

– BP: Benign Poor  

– CCD: Charge-Coupled Device 

– CGH: Comparative Genomic HybridizatioN 

– CNVs: Copy Number Variation 

– CRT: Cyclic Reversible Termination 

– Gb: Giga-Base  

– GFF format: General Feature Format  

– HTS: High-Throughput Sequencing 

– ISP: Ion Sphere Particles  

– IR: ignore the reference allele 

– SNV: Single nucleotide variant mutation d‟une base 

– SNP: single nucleotide polymorphism 

– Kb: Kilo-Base 

– MAP: Minor Allele Frequency la fréquence d‟Allele mineur 

– Mb: Méga-Base   

– MIP: Molecular Inversion Probe 

– NGS: Next-Generation Sequencing 

– 32P : Traceur Radioactif 

– Pb : Paire De Base     

– PCR : Polymerase Chain Reaction 

– PCRem : PCR En Emulsion 

– PGM: Personal Genome Machine 

– PMT: Photomultiplicateur 

– PVS: Pathogenic Very Strong 
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– PS: Pathogenic Strong 

– PM: Pathogenic Moderate 

– PP: Pathogenic Poor 

– PTP: Pico Titer Plate 

– RRBS: Reduced Representation Bisulphite Sequencing 

– SMRT: single molecule Real time  

– SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms 

– SNV: Single Nucléotide variation 

– TVC : Torrent Variant Caller 

– VAF : variant à faible ratio allélique (variant allele fraction) 

– VCF: variant calling fraction 

– WGS: Whole-Genome Sequencing 

– WES: Whole-Exome Sequencing 
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INTRODUCTION 

La Bioinformatique est née d‟une prise de conscience par les biologistes de ce que 

pouvait apporter l‟Informatique à la Biologie pour le traitement répétitif de processus ou 

pour l‟analyse de grandes quantités de données. Cet apport prend toute sa mesure lors du 

traitement des génomes ou des grandes banques de données mondiales. 

L‟analyse bioinformatique nécessite principalement une forte puissance de calcul avec des 

algorithmes et des outils disponibles publiquement ou dans le commerce nécessite une 

infrastructure de calcul appropriée en plus d'une compréhension au moins de base des 

technologies de séquençage.    

Le séquençage du génome entier (WGS) et le séquençage de l'exome entier(WES) sont des 

technologies de séquençage de nouvelle génération (NGS) qui déterminent la séquence 

génomique complète et codante pour les protéines d'un organisme, respectivement. Le 

séquençage en profondeur des génomes améliore la compréhension de l'interprétation clinique 

des variations génomiques. L'analyse des données NGS permet de comprendre l'impact et 

l'importance des variations génomiques. Dans la littérature, il existe plusieurs approches 

bioinformatiques de pointe dans la détection de variants génomiques à base d‟un pipeline précis. 

Cependant, face aux nombreux types des pipelines existants, et possédant chacun ses 

propres caractéristiques avec des licences et des coûts différents, il est difficile de développer un 

pipeline d‟analyse des données de séquençage issues des futures plateformes de séquençage 

installées récemment en Algérie (Ion torrent) ou les futures stations (illumina). 

Dans le cadre de ce travail, nous proposons un pipeline d„analyse des données inspirés de 

plusieurs pipeline existants. Pour éviter d‟être liés aux propriétaires des solutions, il est basé sur 

des logiciels libres de droit. 

Le manuscrit est organisé en quatre chapitres. Le premier présente les concepts de base de 

séquençage, ceux-ci concernent en premier lieu les techniques d‟analyse génétique, et les 

déférentes techniques de séquençage. Ce chapitre se termine par les déférentes variations 

génétiques qui existent et leur classification et interprétations. 

Le deuxième chapitre traite l‟analyse bioinformatique des données issues du NGS. Ensuite, il 

évoque le processus général d‟analyse bio-informatique en citant les déférentes étapes qui 

existe. En plus, il dresse un état de l‟art des pipelines existants. Ce deuxième chapitre se 

termine par une analyse des outils bioinformatiques existants. 
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Le troisième chapitre décrit un nouveau pipeline proposé pour le traitement des données 

NGS. Il contient les étapes nécessaires pour identifier les variants de manière fiable. Ce 

chapitre précise les logiciels à utiliser dans chaque étape du pipeline. 

Le quatrième et dernier chapitre dresse une comparaison du pipeline developpé avec les 

pipelines existants en discutantles points communs et les différences selon des critères bien 

définis. 
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INTRODUCTION 

Depuis la description du structure d‟ADN en 1955 jusqu‟à nos jours, la biologie a connu 

plusieurs techniques d‟analyse génétique. Dans ce premier chapitre, on cite l‟approche gène 

candidats, puce à ADN et le séquençage. La première approche est bien souvent infructueuse, et 

a quasiment disparu au profit des deux dernières. Les variations génétiques prennent leur place 

dans ce chapitre pour présenter essentiellement leurs types, classification et interprétation. 

1. LES TECHNIQUES D’ANALYSE GENETIQUE  

Les techniques d‟analyse génétique permettent d‟analyser le matériel génétique d‟un individu, 

ces techniques sont décrites ci-dessous 

1.1   Approche gène candidats 

L‟approche “gènes candidats” consiste à rechercher des mutations chez un patient dans un 

ou plusieurs gènes cibles. Il existe principalement trois cas pour le choix des gènes cibles, la 

première méthode consiste à rechercher des mutations sur le gène hortologue humain par l‟étude 

de gènes reliés à des phénotypes proches du phénotype étudiés dans différents modèles animaux 

et notamment murins. Un autre cas où les variants seront recherchés sur les gènes paralogues à 

un gène précédemment identifié avec l‟idée important que leur structure proche implique une 

fonction similaire. Le dernier cas c‟est l‟étude de gènes connus comme étant des partenaires de 

gènes déjà identifiés dans cette pathologie [2].     

  1.2 Puce à ADN 

Le concept de bio puce (= puce à ADN) est né dans les années 1990. Il repose sur une 

technologie pluridisciplinaire intégrant la micro-électronique, la chimie des acides nucléiques, 

l'analyse d'image set la bio-informatique [3].Les puces à ADN sont des lames de verre activé sur 

lesquelles sont déposés de nombreuses copies d'une séquence d'ADN spécifique d'un gène donné 

[4],Permettent des tests plus rapides, plus sensibles et plus spécifiques dans le but de mesurer le 

taux d‟expression des transcrits provenant de plusieurs milliers de gènes lors d‟une seule et 

unique expérience. Comme elle permit de déterminer des patterns d‟expression de gènes à un 

statu physiologique donné. L‟analyse des “signatures” d‟expression a ainsi permis de caractériser 

plusieurs cancers. Ainsi, cette technologie a été utilisée afin de détecter des single nucleotide 

polymorphisms (SNPs)au sein de notre génome De même, l‟utilisation des puces à ADN a 

permis la détection de copy number variation (CNVs) [2]. 
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1.3 Séquençage  

 

Le séquençage d‟ADN consiste à déterminé l‟enchaînement des nucléotides qui composent 

la séquence d‟ADN [1]. On distingue deux types de séquençage, le séquençage intégral du 

génome (whole- genome sequencing ou WGS) qui détermine la composition en nucléotides du 

génome relativement à tout le matériel génétique d‟une cellule et le séquençage intégral d‟un 

exome(whole-exome sequencing ou WES) qui détermine la succession de nucléotide d‟  un  

fragment d‟ADN donnée dans un exome représentant la totalité des régions de codage de 

protéines du génome en augmentant la couverture des régions d‟intérêt par des technologies à 

haut débit[4].  

1.3.1 Séquençage de première génération  

Deux méthodes ont été développées dans les années 70, l'une par l'équipe de Walter 

Gilbert, aux États-Unis, et l'autre par celle de Frederick Sanger, au Royaume-Uni, L‟approche de 

Sanger est une méthode par synthèse enzymatique sélective, tandis que celle de Maxam et 

Gilbert est une méthode par dégradation chimique sélective [12]. 

– Méthode de Maxam et Gilbert 

Cette méthode est basée sur une dégradation chimique de l'ADN et utilise les réactivités 

différentes des quatre bases A, T, G et C, pour réaliser des coupures sélectives.
 

On peut décomposer ce séquençage chimique en six étapes successives : 

– Marquage des extrémités des deux brins d‟ADN à séquencer par un traceur radioactif (
32

P). 

– Isolement du fragment d'ADN à séquencer. 

– Séparation et purification de brins.  

– Modifications chimiques spécifiques. 

– Clivage d‟ADN au niveau de la modification par réaction avec une base la pipéridine. 

– Analyse des toutes les produits  des différentes réactions qui sont séparés par électrophorèse 

[12]. 

– Méthode Sanger 

L‟une des premières méthodes utilisées pour séquencer l‟ADN et la méthode séquençage 

d'ADN rapide [1], a été développée en 1997 par le chercheur britannique Frederick Sanger. Cette 

technique basée sur une méthode chain-termination [2]. Cette technologie améliorée avec le 
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temps et largement utilisée depuis son invention, elle est considérée aujourd‟hui comme le gold 

standard de la génétique médicale [5]. 

Cette technique est basée sur la synthèse du brin d‟ADN complémentaire à partir d‟un brin 

d‟ADN matrice par réaction en cycle (dénaturation d‟ADN, hybridation d‟amorce et 

l‟élongation) (figure 1.1). 

La technique de Sanger permet de séquencer de façon fiable avec une précision élevée des 

petits fragments d‟ADN (jusqu‟à 400 à 900 pb), avec un faible débit. Le débit de cette 

technologie de séquençage et le cout par base est élevé, limite son utilisation à la détection de 

variants dans des régions de petite taille (1 kb) ou à la validation de variants détectés par une 

autre technique. De plus, il est impossible de détecter des variants minoritaires qui ont un faible 

ratio allélique, comme cela peut être le cas pour les variants tumoraux, car le seuil de détection 

d‟un variant par séquençage Sanger est d‟environ 15-20% d‟allèle muté [1]. 

 

Figure 1: Principe de séquençage Sanger [5]. 

 

1.3.2   Séquençage de nouvelle génération 

On désigne par séquençage haut débit (HTS pour high-throughput sequencing) aussi 

appelé NGS pour next-generation sequencing regroupe l‟ensemble des technologies ou 

plateformes de séquençage développées depuis2005 produisant des millions de séquences en 

un run et à faibles coût [14]. Ces nouvelles technologies de séquençage massivement parallèle 

ont permis d‟augmenter le débit d‟analyse de façon très importante passant de quelques milliers 

de paires de bases séquencées à plusieurs milliards [15]. 
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Les principales plateformes de séquençage à haut débit de 2eme génération  actuellement 

utilisées sont présentées par 3 sociétés, Roche, Illumina et Life technologies. Ces séquenceurs  

vont travailler sur support solide, Illumina présente une capacité de séquençage largement 

supérieure aux deux autres, son HiSeqX remporte la palme, alors que Roche et Ion PGM de Life 

technologies permettent des lectures de plus grandes tailles (2x100pb à 2x300pb vs 400 à 700pb) 

Les séquenceurs SOLiD de Life technologies offrent une meilleure exactitude de séquençage et 

des délais plus courts, mais cela pour le même coût onéreux d'équipement que les machines 

Illumina qui surpassent de six fois la capacité de séquençage de son concurrent (Figure 2) [7]. 

 

Figure 2: Séquençage à haut débit : Principe et caractéristique [7]. 
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Dans le cadre de ce mémoire, on intéresse au séquençage NGS de 2eme génération, les 

différentes étapes de cette technique de la préparation de l‟échantillon au séquençage sont 

décrites ci-dessous : 

– La préparation de la librairie  

 

La première étape consiste à préparer les fragments d‟ADN à séquencer. Il existe deux 

grandes stratégies pour l‟obtention de l‟ADN à séquencer, selon la région d‟intérêt à analyser. 

1) Séquençage du génome entier : consiste à fragmenter et séquencer l‟intégralité du génome. Il 

existe deux méthodes pour     fragmenter l‟ADN  

– Fragmentation mécanique, par sonication (en utilisant des ultra-sons qui cassent l‟ADN) ou 

par nébulisation. 

– Fragmentation enzymatique, à l‟aide des enzymes de restriction qui coupent l‟ADN au niveau 

de sites de restriction. 

La fragmentation permet d‟obtenir des fragments d‟ADN de taille compatible avec la 

technologie de séquençage. L‟étape suivante de préparation de la librairie consiste à ajouter aux 

extrémités de ces fragments des adaptateurs permettant leur fixation sur le support de séquençage 

pour l‟amplification et le séquençage [1].  

2) Séquençage ciblé : Pour de nombreuses applications, il peut être intéressant de ne séquencer 

qu‟une partie du génome et non pas son intégralité. Dans cette sous partie de génome ciblé on 

peut trouver par exemple : une région génomique spécifique à laquelle une pathologie a déjà 

été associée, l‟ensemble des exons de certains gènes candidats, ou encore l‟intégralité des 

exons de l‟ensemble des gènes codant pour une protéine. Dans ce cas on parle alors de whole 

exome sequencing [2] 

– L‟amplification clonale 

Dans la plupart des technologies, la phase de séquençage est précédée par une étape 

d‟amplification de l‟ADN. Les fragments attachés aux adaptateurs sont déposés et distribués 

aléatoirement sur le support de séquençage (Flow Cells dans le cas de la technologie illumina, 

Ion Sphere Particles (ISP) dans le cas de la technologie Ion-Torrent par exemple) qui contient 

des spots d‟amplification ou centre de réaction, donc chaque spot être le représentant d‟un 

unique fragment d‟ADN. Chaque fragment d’ADN subit ensuite une amplification clonale, elle 

permet d’obtenir dans une région définie plusieurs milliers de copies du même fragment 

d’ADN, Appelés des clones. Cette étape assure que le signal émis lors du séquençage pourra 

être distingué du bruit. Ceux-ci seront ensuite séquencés parallèlement aux autres spots. 
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Une plateforme de séquençage peut gérer plusieurs millions de ces centres de réactions 

simultanément, séquençant ainsi plusieurs millions de molécules d’ADN en parallèle, donnant 

ainsi le nom de séquençage massif en parallèle à ces techniques [1] [2]. 

– Réaction de séquence 

La réaction de séquence est l‟étape suivant l‟amplification. Elle consiste à déterminer 

l‟ordre dans lequel se succèdent les nucléotides de l‟ensemble des clones générés dans la phase 

d‟amplification. Il existe plusieurs technologies de séquençage en fonction du séquenceur utilisé. 

On peut citer le séquençage par synthèse, par ligation ou bien le séquençage en temps réel 

(SMRT). Les séquenceurs de 2eme génération utilisent la technologie de séquençage par 

synthèse et par ligation. 

– Séquençage et génération de données 

La librairie préparée précédemment  est séquencés par le séquenceur. Chaque base 

séquencée génère un signal qui lui est spécifique. Ce signal brut, qui peut être un signal 

lumineux dans le cas d‟Illumina ou une différence de pH dans le cas d‟Ion Torrent, est converti 

par le séquenceur en une séquence nucléotidique. Chaque séquence nucléotidique obtenue par 

séquençage d‟un fragment d‟ADN est appelée un read (une lecture). Ces reads sont enregistrés 

dans un fichier au format Fastq, contenant les séquences nucléotidiques et leurs scores de qualité 

[1]. 

Chaque position nucléotidique est séquencée plusieurs fois, et le nombre de fois où une 

base est séquencée correspond à la profondeur de séquençage (figure 3) 

1) La profondeur de séquençage moyenne (P) : est le nombre moyen de reads qui couvrent une 

base. Par exemple, 30X veulent dire qu‟en moyenne, une base est couverte par 30 reads. P = 

L.N/G, où L est la longueur moyenne des reads, N le nombre de reads et G la longueur du 

génome haploïde [1]. 

2) La couverture de séquençage (C) : correspond au pourcentage de la région d‟intérêt bien 

couverte par des reads. Cx = Bx/G, avec Bx le nombre de bases couvertes par au moins x 

reads et G la longueur du génome haploïde [1]. 
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Figure 3: Profondeur et couverture de séquençage [1]. 

 

La profondeur de séquençage au niveau de la base rouge est égale à 3X, alors qu‟au niveau 

de la base bleue elle est égale à 4X. La profondeur de séquençage moyenne est environ égale à 

3X. La couverture de séquençage est de 90% (10% de bases sont mal couvertes), si on considère 

qu‟une profondeur de 3X est suffisante [1]. 

– Le séquençage de 3eme génération 

Une nouvelle génération de séquenceurs se profile et fait appel, entre autres, à une 

technologie de séquençage par nanopore, qui permet le séquençage direct de molécules uniques 

et rend ainsi superflu le marquage fluorescent, étant donné que chaque nucléotide émet un signal 

électrique spécifique [4]. 

Le génome comprenant beaucoup d‟éléments complexes trop longs pour être résolus par 

les technologies de short-read sequencing d‟autres approches ont pu voir le jour avec pour 

objectif de séquencer des fragments de plusieurs milliers de paires de bases (jusqu‟à 200 kb : 

long-read sequencing), permettant de mettre en évidence des variants structuraux de grande taille 

de l‟ADN, ou encore des régions fortement répétées. Elles permettent également de reconstruire 

des haplotypes complets. Ici aussi, deux types de méthodes se confrontent : le séquençage en 

temps réel de molécules uniques (single-molecule real-time sequencing= SMRT) et l‟approche 

synthétique basée sur les technologies de short-read sequencing pour construire des reads longs 

in-silico [10]. 

1.3.3  Comparaison des technologies  

Comme illustré précédemment, les technologies de séquençage de nouvelle génération 

constituent un progrès considérable dans la lecture de l‟ADN, notamment en termes de coût et de 

rapidité (Figure 1.6). Il conviendra de plus de choisir judicieusement la technologie employée en 

fonction de l‟application. Les séquenceurs de fragments courts offrent une plus grande précision 

de lecture, permettant une détection plus sensible des variants de petite taille (de 1 à quelques 

dizaines de nucléotides), avantage précieux dans des domaines tels que la cancérologie pour la 

détection des variants somatiques. Les séquenceurs de fragments longs, malgré un taux d‟erreurs 
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plus important, mettront plus facilement en évidence des réarrangements structuraux de grande 

taille, ou pourront lire des transcrits ARNm entiers [10]. 

 

Figure 4 : Comparaison de quelques séquenceurs de différentes générations [1]. 

En rose, un séquenceur Sanger. En orange, deux séquenceurs NGS de seconde génération. En   

bleu, deux séquenceurs de troisième génération. SE : Single-End. PE : Paired-End. SMRT : 

Single-Molecule Real-Time [1]. 

 

1.3.4   Les application du NGS 

Généralement, les applications de séquençage NGS se regroupe en 4 catégories : le séquençage 

(ou assemblage) de novo, le reséquençage, l‟analyse du transcriptome (RNA-seq) et les analyses 

fonctionnelles (ChIP-Seq, MeDIP-Seq) [4] 

 

 

– Le séquençage (ou assemblage) de novo 

Permet de trouver la séquence génomique inconnu. La combinaison de plusieurs 

techniques d‟analyse permet d‟obtenir ainsi du matériel génomique de bonne qualité [4]. 

– Le reséquençage 
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Consiste a fournir des information pour connaitre les variations génomiques, le 

reséquençage indiqué lorsque la séquence du génome de référece et déjà connue. La séquence à 

l‟étude est comparée à celui de référence par un séquençage à haut débit. « Cette approche peut 

remplacer les méthodes traditionnelles d‟hybridation génomique comparative (CGH) et 

permettre de préciser les diagnostics soit de façon préventive, soit de caractériser une pathologie 

déjà déclarée. Il est ainsi possible, par exemple, de typer ou de suivre l‟évolution des tumeurs 

cancéreuses chez les patients » [4]. 

– L‟analyse du transcriptome (RNA-seq) 

Cette approche qui est de plus en plus utilisé, consiste à séquencer tout l‟ARN messager 

des cellules cancéreuses. L‟analyse du transcriptome permet une appréciation des mutations, 

étant donné que les ARN messagers sont dérivés des exons et donne une idée des profils 

d‟expression des gènes, autant sur l‟abondance que sur la composition des gènes transcrits. Il est 

possible de mettre en évidence des variations structurelles, notamment les produits des fusions 

exprimés [4]. 

– Les analyses fonctionnelles (ChIP-Seq, MeDIP-Seq) 

Dans le domaine de la génomique fonctionnelle,  cherche à quantifier le nombre et le type 

d‟éléments biologiques présents au lieu de chercher à connaître la séquence d‟ADN des 

échantillons. « Il est, par exemple, possible de connaître les régions de l‟ADN où se fixent les 

facteurs de transcription (ChIP-Seq) et de déterminer les modifications épigénétiques d‟un 

génome en cartographiant ses sites de méthylation (MeDIP-Seq) » [4]. 

 

Figure 5 : Les applications du NGS  [9]. 

2. VARIANTS GENETIQUES 
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Les variants génétiques sont des modifications de la séquence d‟ADN et donc de 

l‟information contenue dans cette séquence. La modification de la base est appelée <mutation>. 

Les conséquences de ces variations dépendent de la partie du génome touchée. 

L‟apparition des variants peut être spontanée ou bien induite. Les mutations spontanées peuvent 

survenir lors du processus de réplication d‟ADN [1]. 

2.1  Types de variants génétique 

Il existe plusieurs types des variants, distingués notamment selon la taille de la région 

affectée. 

2.1.1 Variants ponctuels 

Les variants ponctuels correspondent à des substitutions, délétions ou insertions ne 

touchant qu‟un seul nucléotide ou un petit nombre de nucléotides. 

Substitutions (SNV, Single Nucleotide Variation) : Ces variants correspondent au remplacement 

d‟une base par une autre. Elles sont divisées en deux classes,  

1) Les transitions et les transversions : 

Une transition est un remplacement d‟une base par une autre de la même catégorie 

chimique purine par une autre purine, par exemple A/G, ou bien pyrimidine par une autre 

pyrimidine, par exemple T/C. Par contre, la transversion est un remplacement d‟une base par une 

autre d‟une catégorie chimique différente purine par pyrimidine.  

Les conséquences de ce type de variants dépendent de deux facteurs principaux, la position 

dans le gène (région codante ou non codante), et le type de la base remplaçante [1]. 

- Substitution silencieuse ou synonyme ou même-sens : la variation modifie la séquence d‟un 

codon sans en modifier la signification, ce qui est possible grâce à la dégénérescence du code 

génétique. 

-  Substitution faux-sens : la variation modifie la séquence d‟un codon qui code un acide aminé 

différent. 

-  Substitution non-sens : le codon est remplacé par un codon stop. Ces variants conduisent à la 

terminaison prématurée de la traduction, et à la production d‟une protéine tronquée. 

2) Insertions/Délétions (InDel) : 

Ce sont des délétions ou des insertions d‟une ou de plusieurs bases. Ce type de variants 

induit un décalage du cadre de lecture à partir de la position du variant si la taille du fragment 

inséré/délété n‟est pas un multiple de trois, entraînant souvent l‟apparition d‟un codon stop 

prématuré. 

2.1.2 Variants structuraux 
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Les variants structuraux (SV, Structural Variations) sont des variations qui affectent une 

grande région génique ou chromosomique. Ils sont définis comme étant des altérations 

génomiques impliquant des segments d‟ADN ayant généralement une taille plus grande que 1 

kb. Il en existe plusieurs types : 

Les variations du nombre de copies (CNV, Copy Number Variation) : elles sont définies 

comme étant des segments d‟ADN qui sont présents en un nombre de copies différent de celui 

du génome de référence. Il peut s‟agir de duplication ou de délétion. 

- Les inversions : l‟orientation d‟un segment d‟ADN est inversée par rapport au reste du 

chromosome. 

- Les translocations : ce sont des réarrangements touchant un ou plusieurs chromosomes et 

correspondant au déplacement d‟un fragment de chromosome plus ou moins long. Il peut s‟agir 

d‟échanges réciproques de matériel chromosomique entre des chromosomes différents, qui 

peuvent être équilibrés. Les translocations peuvent être sans conséquence notamment si elles 

n‟entraînent pas d‟interruption de gènes. Si, par contre, le point de cassure d‟une translocation se 

situe à l‟intérieur d‟un gène, la translocation provoque une interruption de ce gène et aura un 

effet délétère. 

-Les insertions : Les insertions correspondent à l‟introduction d‟une séquence qui peut être une 

séquence endogène mobile, ou une séquence exogène virale. 

 

Figure 6 : Différents types de variants structuraux [81]. 

2.1.3 Variants germinaux et somatiques 

Les variants peuvent survenir dans les cellules germinales ou dans les cellules somatiques. 

-Variants germinaux: Un variant germinal est un variant présent dans les cellules germinales 

(ovocyte ou spermatozoïde). De ce fait, il sera transmis à la descendance et l‟embryon sera 

porteur du variant dans toutes ses cellules. 

-Variants somatique : Un variant somatique est un variant qui survient dans une cellule 

somatique (non germinale) et par définition n‟est pas transmis à la descendance. 
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2.2 Classification et interprétation des variants génétiques  

Dans le diagnostic génétique, la classification des variants constitue la base du jugement 

clinique, avant de classé ces variants il faut les interprétés en basant sur un faisceau d‟arguments. 

Ces arguments ont un poids plus ou moins important dans l‟interprétation du variant mis en 

évidence. 

– PVS/PS/PM/PP : Argument très fort (Pathogenic Very Strong) / fort (Pathogenic Strong) / 

moyen (Pathogenic Moderate) / faible (Pathogenic Poor) en faveur de la pathogénicité du 

variant.  

– BA/BS/BP : Argument suffisant (Benign stand Alone)/fort (Benign Strong) /faible (Benign 

Poor) en faveur du caractère bénin du variant.  

L‟interprétation des résultats est sous la responsabilité exclusive du biologiste et consiste à 

combiner ces arguments pondérés afin d‟assigner une des 5 classes suivantes au variant étudié:  

        - Classe 1 : Variant bénin  

        - Classe 2 : Variant probablement bénin  

        - Classe 3 : Variant de signification inconnue  

        - Classe 4 : Variant probablement pathogène  

        - Classe 5 : Variant pathogène 

 

3. Conclusion 

Dans ce chapitre nous avons vu que le l'avènement des technologies de séquençage de nouvelle 

génération a grandement favorisé les progrès dans l'étude des maladies humaines aux niveaux 

génomique, transcriptomique et épigénétique, et que la région codante du génome est capturée et 

séquencée à un niveau profond, s'est avéré être une méthode rentable pour détecter des variantes 

pathogènes et découvrir des gènes cibles. 
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INTRODUCTION 

La bioinformatique joue un rôle central dans l‟analyse des données générées par le  

Séquençage haut débit. Le NGS a fait entrer la bioinformatique comme nouvelle compétence 

indispensable au sein des laboratoires de génétique moléculaire.  

La capacité à détecter des variations génétiques de différents types est possible le plus souvent en 

combinant plusieurs programmes, libres ou commerciaux et dont chacun est capable de détecter 

un type d‟événement mutationnel spécifique [7]. 

Alors, dans ce chapitre on décrit le cadre général de l'analyse des données de séquences. Ensuite, 

nous détaillons les étapes d'analyse des données. Ceci permettra de comprendre comment à partir 

des données issues de la machine de séquençage arriver à une liste de variantes ayant un sens 

pour le généticien. Puis, adresse un panorama des logiciels qu‟on peut les utilisés dans le 

traitement des données du séquençage. On termine le chapitre par un état de l‟art sur les 

pipelines existant. 

1. PROCESSUS GENERAL D’ANALYSE BIO-INFORMATIQUE  

L‟analyse bioinformatique par technique NGS peut être découpée en déférentes étapes qui sont 

représentées dans le schéma suivant : 

 

 

Figure 7 Flux de travail de base pour l‟analyse des données issu de séquençage. 

 

 

 Controle qualité des 
données brute  

Prétraitement Alignement 

Apelle des variants 
Annotation des 

variants 
Filtration des variants 
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1.1 Control qualité  

FASTQ et FASTA sont des formats standards pour représenter les données de séquence 

biologique. Le format FASTA est une représentation textuelle des séquences, qui commence par 

le nom de la séquence suivi de lignes de nucléotides ou d'acides aminés codés à une seule lettre. 

Le format FASTQ a été développé pour incorporer les scores de qualité de base à l'échelle Phred 

afin de faciliter l'évaluation de la qualité de la séquence. Il est largement accepté comme format 

de fichier standard pour les données brutes NGS. Plusieurs outils ont été développés pour évaluer 

la qualité des données brutes NGS [20]. 

Certains des outils couramment utilisés incluent FastQC [21], FastQScreen [22], FASTX-Toolkit 

[23], NGS QC Toolkit [24], PRINSEQ [25], QC-Chain [26] et récemment publié QC3 

[27]. 

1.2 Pré traitement 

La procédure de prétraitement standard comprend le retrait de l'adaptateur d'extrémité 3 'et 

le rognage des bases de faible qualité aux extrémités des lectures. Selon la conception de l'étude 

et l'utilisation des données, les lectures redondantes et les séquences indésirables telles que la 

contamination par les amorces, les adaptateurs ou d'autres espèces peuvent être supprimées à ce 

stade [20]. 

1.3 Alignement  

-Il s‟agit de l‟étape d‟alignement des reads sur une séquence de référence. Cet alignement 

est réalisé grâce à des algorithmes d‟alignement qui positionnent chaque « read» sur une position 

génomique selon des analyses probabilistes. Il existe plusieurs aligneurs et certains sont plus 

adaptés aux SNV, d‟autres aux CNV et d‟autres aux Indels. Parmi ces outils, on peut citer : 

BWA-MEM, Novoalign, Bowtie et MOSAIK. Ces outils sont basés sur des algorithmes comme 

Burrows Wheeler. Comme sortie de ces outils, on obtient alors un fichier BAM (« Binary 

Alignment Map ») associant à chaque read ses coordonnées génomiques [2].  

1.4 Appel des variants 

L‟appel des variants, ou variant calling, fait référence à l‟ensemble des méthodes 

permettant d‟identifier des SNVs ou des indels ou des CNV à partir des résultats de l‟alignement. 

Cette étape est souvent différenciée de l‟alignement. Cependant, les résultats de l‟appel étant 

extrêmement dépendants de l‟alignement, il est conseillé d‟effectuer son appel, en tenant compte 

de l‟aligneur choisi. Le variant est toute différence de séquence observée entre un individu et la 

séquence de référence utilisée (figure 8). Pour reprendre la comparaison avec la construction 
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d‟un puzzle, cette étape consiste à détecter quelles sont les pièces qui présentent des différences 

avec le modèle [15] [2]. 

 

 

Figure 8: Illustration schématique du processus d‟appel des variants [2]. 

 

Pour chaque position couverte, le pourcentage de read portant un allèle variant est analysé. 

Lorsqu‟il est proche des 100%, l‟appel est homozygote pour le variant, lorsqu‟il est proche des 

50% l‟appel est hétérozygote.  

Lorsqu‟à une position donnée, peu de reads portent un variant, la cause est souvent une erreur de 

séquençage. 

Il existe plusieurs logiciels d‟appel des variants, Parmi les plus connus sont SAMtools, 

Genome Analysis ToolKit – Haplotyp eCaller (GATK-HC), Freebayes, SOAPsnp et Torrent 

Variant Caller (TVC). 

Les quatre premiers peuvent être utilisés pour analyser des données provenant de tout type 

de plateforme de séquençage tandis que TVC a été développé spécifiquement pour les données 

provenant d‟Ion Proton. La plupart de ces callers se basent soit sur des méthodes heuristiques, 

soit sur des méthodes probabilistes [2]. 

1.5 Annotation des variants  

L'annotation des variantes est une autre étape critique de l'analyse WES / WGS 

Workflow. Le but de tous les outils d'annotation fonctionnels est d'annoter les informations de 

les effets / conséquences de la variante, y compris mais sans s'y limiter, énumérer quel gène(s) / 

transcript(s) sont affectés, détermination de la conséquence sur les protéines séquence, 

corrélation du variant avec des annotations génomiques connues (par exemple, séquence 

codante, séquence intronique, ARN non codant, régions régulatrices, etc.), et correspondant à des 
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variantes connues trouvées dans des bases de données de variantes (par exemple, dbSNP [46], 

1000 Projet Génomes [47]ExAc [48], gnomAD [49], COSMIC [50], ClinVar [51], etc.). 

La conséquence de chaque variante est exprimée par l'ontologie de séquence (SO) termes. 

La gravité et l'impact de ces conséquences sont souvent indiqués en utilisant qualificatifs (par 

exemple, faible, modéré, élevé) [18]. 

1.6 Filtrage des variants 

Le nombre de variantes candidats est réduit à l'aide d'une stratégie de filtrage et de 

hiérarchisation en trois étapes pour générer une courte liste de mutations candidates pour la 

validation expérimentale. Le filtrage passe par les étapes suivantes : 

-La première étape consiste à supprimer les appels de variantes moins fiables. Cela inclut les 

variantes à faible couverture, de faible qualité, biaisées par brin, situés dans des clusters SNV et / 

ou pris en charge par un alignement de lecture à faible confiance [79].  

-La deuxième étape consiste à limiter les variantes à celles dont la fréquence de population est 

relativement faible, en supposant que les variantes communes sont moins susceptibles de 

provoquer la maladie que les rares. 

-La troisième étape consiste à hiérarchiser les variantes par rapport à la maladie. En général, les 

SNV peuvent être ordonnés par leur effet codant, auquel cas les mutations d'épissage (SNV 

survenues au niveau des sites donneurs ou récepteurs d'épissage) et les mutations non-sens sont 

en général plus dommageables que les mutations faux-sens. Les indels, d'autre part, peuvent être 

ordonnés en fonction du fait qu'ils provoquent une interruption d'épissage ou un décalage de 

cadre de la séquence codante. 

2. PANORAMA DES LOGICIELS EXISTANTS 

L‟étude des logiciels utilisés dans les étapes décrites ci-dessus, montre que chacun prend 

en charge une partie ou plusieurs des tâches nécessaires pour accomplir l‟analyse des données. 

En effet, une étude approfondie est indispensable pour déterminer les caractéristiques et les 

fonctionnalités offertes par ces logiciels par rapport aux besoins. 

Le tableau 1 récapitule les logiciels les plus importants dans le contrôle qualité et nettoyage 

des données de séquençage.  



CHAPITRE 2 : Analyse bioinformatique des données issues du NGS 

 

 

 18 

 

Tableau 1 : Contrôle qualité et nettoyage des données de séquençage 

logiciel Fonctionnalités général Format 

des fichiers 

entrés 

Format 

des 

fichiers 

sortis 

Site web système Licence 

 

FASTQC 

Logiciel permettant de faire un 

contrôle qualité du séquençage. 

sam, bam et 

fastq. 

       / http://www.bioinformatics.babra

ham.ac.uk/projects/fastqc/ 

Windows / linux 

/ Mac  

Libre de droit 

 

FASTQ 

SCREEN 

Permet d'aligner des séquences sur 

un ensemble de 

génomes/sequences. 

FastQscreen Utilise l'aligneur 

Bowtie ou Bowtie 2. 

 

 

fastq. 

/ http://www.bioinformatics.babra

ham.ac.uk/projects/fastq_screen/ 

Linux Libre de droit 

 

CUTADAPT 

Logiciel permettant de supprimer 

les séquences des adaptateurs dans 

des données de séquençage 

Fastq, 

Fasta. 

Fastq, 

Fasta. 

https://cutadapt.readthedocs.io/e

n/stable/ 

Linux, MacOS Libre de droit 

 

TRIMMOM

ATIC 

-Élimination des séquences 

d‟adaptateurs Illumina. 

-Retrait de la première base de 

chaque séquence et des 

Séquences de petite taille. 

 

Fastq 

 

Fastq 

http://www.usadellab.org/cms

/?page=trimmomatic  

Linux, 

MacOS, 

Windows 

Libre de droit 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastq_screen/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastq_screen/
https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/
https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/
http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
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Le tableau 2 récapitule les logiciels les plus importants pour alignement de séquence. 

 

Tableau 2 : Alignement de séquence 

logiciel Fonctionnalités général Format des 

fichiers entrés 

Format des 

fichiers sortie 

Site web système Licence 

-Retrait des bases de mauvaise 

qualité. 

Scythe -Eliminer les adaptateurs Fastq Fastq http://github.com/vsbuffalo/s

cythe/issues 

Linux  Libre de droit 

Sickle -Il supprimera également les 

lectures en fonction du seuil de 

longueur. 

- Il prend les valeurs de qualité et 

fait glisser une fenêtre à travers 

elles dont la longueur est 0,1 fois la 

longueur de la lecture 

Fastq Fastq    

http://github.com/vsbuffalo/scythe/issues
http://github.com/vsbuffalo/scythe/issues
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BWA Logiciel d'alignement de « short-reads ». 

Réaliser des Alignements sur des 

génomes de référence.  

Réaliser trois types d‟alignement : 

1. BWA-backtrack. 

2. BWA-SW. 

3. BWA-MEM. 

fastq. sam http://bio-

bwa.sourceforge.net 

Linux, 

MacOS, 

Windows 

Libre de droit 

BOWTIE Logiciel d'alignement de « short reads ». 

Le programme utilise une double-

indexation du génome de référence. 

fastq. sam  

http://bowtie-

bio.sourceforge.net/ind

ex.shtml 

Linux, 

MacOS, 

Windows 

Libre de droit 

BOWTIE2 Logiciel d'alignement de reads courts. 

Capable de réaliser deux types 

d‟alignement : 

1. -End-to-end alignment 

2. -Local alignment 

fastq. sam http://bowtie-

bio.sourceforge.net/Bo

wtie 2/index.shtml 

Linux, 

MacOS, 

Windows 

Libre de droit 

 

 

http://bio-bwa.sourceforge.net/
http://bio-bwa.sourceforge.net/
http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml
http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml
http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml
http://bowtie-bio.sourceforge.net/Bowtie%202/index.shtml
http://bowtie-bio.sourceforge.net/Bowtie%202/index.shtml
http://bowtie-bio.sourceforge.net/Bowtie%202/index.shtml
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Le tableau 3 récapitule les logiciels les plus importants pour Alignement et analyse de données de Rna-seq. 

 

Tableau 3 : Alignement et analyse de données de Rna-seq. 

NOVOALIGN Logiciel d'alignement de reads 

courts. 

réaliser des alignements sur des 

génomes ambigus. 

fastq.     / http://www.novocraf

t.com/products/novo

align/ 

Linux, MacOS, 

Windows 

/ 

SHRiMP2 SHRiMP est un progiciel permettant 

d'aligner les lectures génomiques sur 

un génome cible. 

fasta sam http://compbio.cs.tor

onto.edu/shrimp 

 

Linux, MacOS. Libre de droit 

logiciel Fonctionnalités général Format des 

fichiers entrés 

Site web système Licence 

http://www.novocraft.com/products/novoalign/
http://www.novocraft.com/products/novoalign/
http://www.novocraft.com/products/novoalign/
http://compbio.cs.toronto.edu/shrimp
http://compbio.cs.toronto.edu/shrimp
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TOPHAT Est un logiciel d'alignement de séquence conçu 

spécialement pour le RNA-Seq. 

Permet de réaliser des alignements sur les 

jonctions d'épissage et sur le génome. 

TopHat utilise Bowtie pour faire l'alignement. 

(gff ou gtf) http://tophat.cbcb.umd.edu/ Linux et MacOS Libre de 

droit 

STAR STAR est un logiciel d'alignement de reads 

RNA-seq sur le génome de référence. (très 

rapidement) 

(gff/gtf)  https://github.com/alexdobi

n/STAR/releases 

Linux, MacOS Libre de 

droit 

 

CUFFLINKS 

Permet de faire de l'assemblage de transcrits, 

de 

mesurer leur abondance (FPKM) et tester si 

leur expression est 

différentielle (Cuffdiff). 

/ http://cufflinks.cbcb.umd.edu/ Linux et Mac Libre de 

droit 

HTSEQ-

COUNT 

(HTSEQ) 

-est un script appartenant au logiciel HTSeq. 

- Il permet, de compter le nombre de reads 

s'alignant sur chaque élément (gènes, exons, 

…), à partir d'un fichier de reads alignés 

(format sam/bam) et d'un fichier 

d'annotations (format gff/gtf), 

/ http://www-

huber.embl.de/users/anders/H

TSeq/doc/count.html 

Windows / 

Linux / Mac 

Libre de 

droit 

http://tophat.cbcb.umd.edu/
https://github.com/alexdobin/STAR/releases
https://github.com/alexdobin/STAR/releases
http://cufflinks.cbcb.umd.edu/
http://www-huber.embl.de/users/anders/HTSeq/doc/count.html
http://www-huber.embl.de/users/anders/HTSeq/doc/count.html
http://www-huber.embl.de/users/anders/HTSeq/doc/count.html
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FEATURECOU

NTS 

est un programme faisant partie de la suite 

Subreads. 

Il permet de compter les reads à partir d'un 

fichier de reads alignés (format sam/bam) et 

d'un fichier d'annotations (format gtf). 

/ http://subread.sourceforge.net/ Linux, MacOS Libre de 

droit 

SAMTOOLS Samtools est un utilitaire permettant 

de manipuler des fichiers au format sam 

(conversion au format 

bam, tri, création d'index, statistiques sur 

l'alignement, 

nettoyage de potentiels biais de PCR,...). 

SAM http://samtools.sourceforge.net

/ 

Linux et Mac Libre de 

droit 

IGV Est un outil de visualisation pour l'exploration 

interactive de grands jeux de données 

génomiques. 

/ http://www.broadinstitute.org/

software/igv/  

Windows / 

Linux / Mac 

Libre de 

droit 

EDGER Est un package Bioconductor pour des 

analyses 

d'expression différentielle à partir de données 

de RNA-seq ou de DGE (Digital Gene 

Expression) avec réplicats biologiques. 

 

fichiers 

contenant des 

comptages 

entiers non 

normalisés. 

http://www.bioconductor.org/p

ackages/release/bioc/html/edge

R.html  

Windows / 

Linux / Mac. 

Requiert 

l'installation 

préalable du 

logiciel R 

(http://www.r-

project.org/ ). 

Libre de 

droit 

http://subread.sourceforge.net/
http://samtools.sourceforge.net/
http://samtools.sourceforge.net/
http://www.broadinstitute.org/software/igv/
http://www.broadinstitute.org/software/igv/
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html
http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
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DESEQ ET 

DESEQ2 

 

Est un package Bioconductor permettant 

d'estimer la dépendance variance-moyenne 

dans des données de comptage 

issues d'expériences de séquençage à haut 

débit comme le RNASeq. 

DESeq2 est une évolution de DESeq dans 

laquelle le test exact est remplacé par un test 

utilisant le modèle linéaire généralisé. 

 

 

fichiers 

contenant des 

comptages 

entiers 

non normalisés 

 

http://www.bioconductor.org/p

ackages/release/bioc/html/DES

eq.html 

http://www.bioconductor.org/p

ackages/release/bioc/html/DES

eq2.html 

 

Windows / 

Linux / Mac. 

Requiert 

l'installation 

préalable du 

logiciel R 

(http://www.r-

project.org/ ). 

 

Libre de 

droit 

http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html
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Le tableau 4 récapitule les Plateforme d'analyse intégrée les plus importants 

.  

Tableau 4 : Plateforme d'analyse intégrée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Logiciel Fonctionnalités général Site web système Licence 

Galaxy est une plateforme web qui offre un accès gratuit à de 

nombreux logiciels d'analyse NGS (manipulation de fichiers, 

alignement de séquence, analyse ChIP-Seq, analyse SNP, analyse 

RNA-seq...). 

https://main.g2.bx.psu.

edu/ 

 Interface web Libre de droit 

Mev est une application qui permet de normaliser, d'analyser, et visualiser 

des données de puces à ADN. 

http://www.tm4.org/m

ev/  

Windows / Linux / 

Mac 

7 

Libre de droit 

https://main.g2.bx.psu.edu/
https://main.g2.bx.psu.edu/
http://www.tm4.org/mev/
http://www.tm4.org/mev/
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Tableau 5 : Autre logiciel. 

 

 

 

 

logiciel Fonctionnalités général Site web système Licence 

DIAGRAMM

E DE VENN 

permet de comparer facilement des listes de 

gènes et d'obtenir les gènes des intersections. 

Http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.ht

ml 

Http://bioinfo.genotoul.fr/jvenn/example.html 

interface web / 

FORMATS 

DE FICHIERS 

Une documentation sur les différents formats 

de fichier est 

disponible sur UCSC 

http://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat.html  / Libre de droit 

OMICS Site web proposant une classification des 

outils utilisés dans l'analyse de données « 

omics », et en particulier les données de 

séquençage hautdébit 

Https://omictools.com/  / Libre de droit 

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
http://bioinfo.genotoul.fr/jvenn/example.html
http://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat.html
https://omictools.com/
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Le tableau 6 récapitule les logiciels les plus importants pour Détection de variants  

Tableau 6: Détection de variants 

logiciel Fonctionnalités général Format 

des 

fichiers 

entrés 

Site web système Licence 

SAMTOOLS 

MPILEUP /  

 

L'outil samtools mpilepup permet de convertir les 

reads alignés (fichiers BAM) en comptages par 

position génomique. 

 http://www.htslib.org Linux, MacOS Libre de droit 

BCFTOOLS CALL L'outil BCFTools call met ensuite en œuvre une 

méthode statistique basée sur un modèle 

bayésien, afin d'identifier des sites variants par 

rapport à la référence (SNP et indels). 

BAM http://www.htslib.org Linux, MacOS Libre de droit 

GATK outils dont l'objectif premier est la 

détection de variants Haplotype Caller et le 

génotype. 

SAM , 

BAM, 

VCF 

https://software.broadinsti

tute.org/gatk/ 

Linux, MacOS Libre de droit 

ANNOVAR ANNOVAR permet d'annoter fonctionnellement 

des variants en fonction de 

différentes données disponibles dans les bases de 

données publiques. 

BAM http://annovar.openbioinf

ormatics.org/en/latest/ 

Linux, MacOS, 

Windows. Requiert 

l'installation de Perl. 

Libre de droit 

TransVar TransVar est un annotateur à plusieurs voies 

pour les éléments génétiques et les variations 

VCF https://bioinformatics.mda

nderson.org/transvar/ 
Linux  Libre de droit 

http://www.htslib.org/
http://www.htslib.org/
https://software.broadinstitute.org/gatk/
https://software.broadinstitute.org/gatk/
http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/
http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/
https://bioinformatics.mdanderson.org/transvar/
https://bioinformatics.mdanderson.org/transvar/
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Le tableau 7 récapitule les logiciels les plus importants pour Analyse de données de chip-seq. 

Tableau 7 : Analyse de données de chip-seq 

Logiciel Fonctionnalités général  Site web système Licence 

génétiques  

VarSifter VarSifter est un programme conçu pour 

afficher la sortie de variation de séquençage 

massivement parallèle. Il permet un tri sur 

n'importe quel champ (ainsi que des 

combinaisons de champs), et un filtrage sur 

différents types d'informations (type de 

variante, héritage, etc.). De plus, il permet un 

filtrage personnalisé. 

 

VCF  https://github.com/teerj

k/VarSifter 

Windows XP et XP 

64 bits, Mac OS X 

et les distributions 

CentOS et Gentoo 

de GNU / Linux.  

. 

 

Libre de droit 

FreeBayes FreeBayes est un détecteur de variantes 

génétiques conçu pour trouver de petits 

polymorphismes (SNP, indels, MNP et 

événements complexes). 
 

BAM , 

VCF 

http://github.com/ekg/fr

eebayes/blob/master/src

/bamfilte 

Linux. Libre de droit 

snpEff snpEff est un outil d'annotation et de 

prédiction d'effets. Il annote et prédit les 

effets des variantes génétiques (telles que les 

changements d'acides aminés). 

VCF https://github.com/pcin

gola/SnpEff/issues 

Linux Libre de droit 

https://github.com/teerjk/VarSifter
https://github.com/teerjk/VarSifter
http://github.com/ekg/freebayes/blob/master/src/bamfilte
http://github.com/ekg/freebayes/blob/master/src/bamfilte
http://github.com/ekg/freebayes/blob/master/src/bamfilte
https://github.com/pcingola/SnpEff/issues
https://github.com/pcingola/SnpEff/issues
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Macs Est un logiciel pour analyser des données issues d'expériences de 

ChIP-Seq chez les eukaryotes. 

Utilisé pour identifier les sites de liaisons de facteurs de 

Transcription 

Identifier des régions enrichies en modifications 

d'histones. 

 

bed, 

sam 

ou 

bam). 

MACS (version 1) : 

http://liulab.dfci.harvard

.edu/MACS/ 

MACS2 : 

https://github.com/taoliu

/MACS 

Windows / 

Linux / Mac 

Libre de 

droit 

Cisgenome v1.2 Est un logiciel conçu pour l'analyse de données de ChIP (ChIP-

chip, ChIP-Seq). 

Il permet de visualiser et normaliser 

les données. 

D'identifier les régions enrichies (pics). 

de calculer 

le false discovery rate (FDR, taux de faux positifs), et de 

contextualiser les résultats. 

aln. http://www.biostat.jhsph

.edu/~hji/cisgenome/ 

Windows / 

Linux / Mac 

Libre de 

droit 

IGB Integrated Genome Browser: est un outil permettant de visualiser 

et d'explorer des données génomiques et d'annotation. 

Il est utile notamment pour la visualisation de données de ChIP-

Seq. 

Il peut ouvrir des fichiers au format BAM et bar, wig… 

BAM http://bioviz.org/igb/ Windows / 

Linux / Mac 

9 

Libre de 

droit 

 

Le tableau 8 récapitule les logiciels les plus importants pour analyse des données RRBS 

file:///C:/Users/Sara/Desktop/MACS%20(version%201)%20:%20http:/liulab.dfci.harvard.edu/MACS/
file:///C:/Users/Sara/Desktop/MACS%20(version%201)%20:%20http:/liulab.dfci.harvard.edu/MACS/
file:///C:/Users/Sara/Desktop/MACS%20(version%201)%20:%20http:/liulab.dfci.harvard.edu/MACS/
file:///C:/Users/Sara/Desktop/MACS2%20:%20https:/github.com/taoliu/MACS
file:///C:/Users/Sara/Desktop/MACS2%20:%20https:/github.com/taoliu/MACS
file:///C:/Users/Sara/Desktop/MACS2%20:%20https:/github.com/taoliu/MACS
http://www.biostat.jhsph.edu/~hji/cisgenome
http://www.biostat.jhsph.edu/~hji/cisgenome
http://bioviz.org/igb/
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Tableau 8: Analyse de données RRbs (Reduced Representation Bisulfite Sequencing). 

 

Le tableau 9 récapitule les logiciels les plus importants Analyse de données de rad-seq 

Logiciel Fonctionnalités général Format 

des 

fichiers 

entrés 

Site web Système Licence 

TRIM GALORE L'outil TrimGalore! utilise Cutadapt et FastQC 

afin de couper correctement les reads de  type 

MspI. 

 http://www.bioinformati

cs.babraham.ac.uk/proje

cts/trim_galore/ 

Linux / 

BISMARK permet d'aligner des reads traités au bisulfite sur 

un génome de référence et de déterminer leur 

état de 

méthylation en une seule étape 

fastq http://www.bioinformati

cs.babraham.ac.uk/proje

cts/bismark/  

Linux / 

SEQMON permet de visualiser (et éventuellement 

analyser) des 

alignements. 

 http://www.bioinformati

cs.babraham.ac.uk/proje

cts/seqmonk/  

Linux, MacOS, Windows / 

METHYLSIG MethylSig est un package R permettant 

d'analyser des données de bis-seq (whole-

genome bisulfite sequencing) ou de RRBS. 

 http://sartorlab.ccmb.me

d.umich.edu/node/17 

Linux, MacOS, Windows. 

Requiert l'installation 

préalable du logiciel R 

(http://www.r-project.org/ 

). 

/ 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk/
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk/
http://sartorlab.ccmb.med.umich.edu/node/17
http://sartorlab.ccmb.med.umich.edu/node/17
http://www.r-project.org/
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Tableau 9: Analyse de données de rad-seq 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

logiciel Fonctionnalités général Site web système Licence 

STACKS Stacks est un logiciel conçu pour construire des locià 

partir de reads courts. 

http://catchenlab.life.illinois.edu/stac

ks/  

Linux, MacOS / 

http://catchenlab.life.illinois.edu/stacks/
http://catchenlab.life.illinois.edu/stacks/
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Le tableau 10 récapitule les logiciels les plus importants pour Manipulation et visualisation de fichiers 

Tableau 10 : Manipulation et visualisation de fichiers 

logiciel Fonctionnalités général Format 

des fichiers 

entrés 

Site web système Licence 

FASTX-

TOOLKIT 

 

Fastxbarcode- 

splitter : 

 

Fastx-

trimmer: 

 

FASTX-Toolkit est un ensemble d'outils en ligne de commande 

pour manipuler des fichiers au format FastQ ou Fasta. 

Permet de séparer des séquences issues de différents échantillons 

identifiables grâce à un barcode. 

permet de raccourcir des reads, etc. 

 

FastQ ou  

Fasta 

http://hannonlab.cs

hl.edu/fastx_toolkit

/ 

Linux, MacOS 

 

 

Libre de 

droit 

SAMTOOLS permettant de manipuler des fichiers au format sam 

(conversion au format bam (binaire correspondant), tri, création 

d'index, 

statistiques sur l'alignement, nettoyage de potentiels biais de PCR, 

...). 

SAM http://www.htslib.o

rg/  

Linux, MacOS Libre de 

droit 

SAMBAMBA permet de paralléliser les tâches,  http://lomereiter.git

hub.io/sambamba/  

Linux, MacOS / 

http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/
http://www.htslib.org/
http://www.htslib.org/
http://lomereiter.github.io/sambamba/
http://lomereiter.github.io/sambamba/
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BCFTOOLS Bcftools est un ensemble de programmes pour manipuler des 

fichiers de variants au format vcf ou bcf. 

 http://www.htslib.o

rg/  

Linux, MacOS / 

PICARD 

TOOLS 

fournit un grand nombre de programmes (Java) pour manipuler des 

fichiers aux formats sam/bam/cram ou vcf permettent d'obtenir des 

statistiques sur les alignements 

sam/bam/c

ram ou vcf 

 

 

https://broadinstitut

e.github.io/picad/ 

Linux, MacOS. 

Requiert 

l'installation de 

Python (2.7 pour 

la version 1, 2.8 

pour la version 2) 

Libre de 

droit 

IGV Integrative Genomics Viewer (IGV) est un outil de visualisation 

pour l'exploration interactive de grands jeux de données 

génomiques. 

permet de visualiser un grand nombre de formats de fichiers : 

fichiers bam (triés par position et indexés), bed, gff, vcf, P 

Bam, bed, 

gff, vcf, 

http://www.broadin

stitute.org/software/

igv/  

Linux, MacOS, 

Windows. 

/ 

BEDTOOLS Est un ensemble d'outils permettant de travailler sur des 

intervalles génomiques (intersections, fusion, comptage, …). 

bam, bed, 

gff/gtf, vcf 

http://bedtools.readt

hedocs.io/en/latest/ 

Linux, MacOS / 

SRA 

TOOLKIT 

Sequence Read Archive (SRA) est un service du NCBI permettant 

de 

stocker et de mettre à disposition de la communauté des chercheurs 

les 

séquences issues de séquençage haut-débit. 

est un ensemble d'outils permettant le téléchargement, la 

lecture ou l'écriture de fichiers depuis ou vers le format sra. 

 

sra. 

http://www.ncbi.nl

m.nih.gov/sra 

Linux, MacOS, 

Windows 

/ 

http://www.htslib.org/
http://www.htslib.org/
https://broadinstitute.github.io/picad/
https://broadinstitute.github.io/picad/
http://www.broadinstitute.org/software/igv/
http://www.broadinstitute.org/software/igv/
http://www.broadinstitute.org/software/igv/
http://bedtools.readthedocs.io/en/latest/
http://bedtools.readthedocs.io/en/latest/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
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Le tableau 11récapitule les logiciels les plus importants pour Clustering et visualisation 

 

Tableau 11 : Clustering et visualisation 

 

 

 

 

 

 

 

logiciel Fonctionnalités général Site web système Licence 

CLUSTER Permet de mettre en oeuvre différentes méthodes d'analyses non 

supervisées. 

Le logiciel permet d'appliquer divers traitements (centrage médian 

des gènes, transformation logarithmique..) avant classification. 

Permet de traiter les données de puces à ADN. 

http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/sof

tware/cluster/software.htm 

Linux, MacOS, 

Windows. 

/ 

JAVA 

TREEVIE

W 

permettant la visualisation sous forme de carte thermique (« heat 

map ») des données préalablement classées par le logiciel Cluster. 

http://jtreeview.sourceforge.net/  Linux, MacOS, 

Windows. 

/ 

http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm
http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm
http://jtreeview.sourceforge.net/
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Tableau 12:Puces à ADN 

logiciel Fonctionnalités général Site web système Licence 

LIMMA Limma est un package Bioconductor permettant 

de traiter et d'analyser des données de puces à 

ADN. 

Site web : 

http://www.bioconductor.org/packages

/release/bioc/html/limma.html 

Système : 

Windows / Linux / 

Mac. Requiert 

l'installation préalable 

du 

logiciel R 

(http://www.r-

project.org/ ). 

Libre de droit 

SAM Significance Analysis of Microarrays (SAM) est 

une méthode permettant d'identifier les gènes 

différentiellement exprimés lors d'une expérience 

de puce à ADN. 

Permet d'estimer et de contrôler le taux de faux 

positifs (FDR). 

http://www.bioconductor.org/packages

/release/bioc/html/siggenes.html  

Windows / Linux / 

Mac. Requiert 

l'installation préalable 

du 

logiciel R 

(http://www.r-

project.org/ ). 

Libre de droit 

http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/limma.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/limma.html
http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/siggenes.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/siggenes.html
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Tableau 13 : Plateforme d'analyse intégrée 

Cluster Permet de mettre en oeuvre différentes méthodes 

d'analyses non supervisées. 

Le logiciel permet d'appliquer divers traitements 

(centrage médian des gènes, transformation 

logarithmique..) avant classification. 

Permet de traiter les données de puces à ADN. 

http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/softwar

e/cluster/software.htm 

Linux, MacOS, 

Windows. 

Libre de droit 

Java Treeview permettant la visualisation sous forme de carte 

thermique (« heatmap ») des données 

préalablement classées par le logiciel Cluster. 

http://jtreeview.sourceforge.net/ Linux, MacOS, 

Windows. 

Libre de droit 

logiciel Fonctionnalités général Site web système Licence 

Galaxy est une plateforme web qui offre un accès gratuit à de 

nombreux logiciels d'analyse NGS(manipulation de 

fichiers, 

alignement de séquence, analyse ChIP-Seq, analyse 

SNP, analyse RNA-seq...). 

https://main.g2.bx.psu.edu/  Interface web Libre de droit 

Mev est une application qui permet de normaliser, 

d'analyser, et visualiser des données de puces à ADN. 

http://www.tm4.org/mev/  Windows / Linux / 

Mac 

7 

Libre de droit 

http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm
http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm
http://jtreeview.sourceforge.net/
https://main.g2.bx.psu.edu/
http://www.tm4.org/mev/


CHAPITRE 2 : Analyse bioinformatique des données issues du NGS 

 

 

 37 

Le tableau 14 récapitule les bases de données les plus importants  

Tableau 14: Base de données des variants 

Base de données Fonctionnalités Site web Lisence 

Db SNP  

Le dbSNP contient des variations 

de nucléotides uniques humains, 

des microsatellites et des insertions 

et suppressions à petite échelle 

ainsi que la publication, la 

fréquence de la population, les 

conséquences moléculaires et des 

informations de cartographie 

génomique et RefSeq pour les 

variations courantes et les 

mutations cliniques. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ Libre de droit 

100genomes project L'International Genome Sample 

Resource (IGSR) a été créé pour 

garantir l'utilisation continue des 

données générées par le projet 

1000 Genomes et pour étendre 

l'ensemble de données. Plus 

d'informations sont disponibles sur 

l'IGSR. 

 

https://www.internationalgenome.org/ Libre de droit 

gnomAD La base de données d'agrégation du 

génome (gnomAD) est une 

ressource développée par une 

coalition internationale de 

chercheurs, dans le but d'agréger et 

https://gnomad.broadinstitute.org/ Libre de droit 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
https://www.internationalgenome.org/
https://gnomad.broadinstitute.org/
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d'harmoniser les données de 

séquençage des exomes et du 

génome à partir d'une grande 

variété de projets de séquençage à 

grande échelle, et de rendre les 

données de synthèse disponibles 

pour le communauté scientifique. 

ClinVar ClinVar est une archive publique et 

librement accessible de rapports 

sur les relations entre les variations 

humaines et les phénotypes 

hébergée par le National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) 

et financée par un financement 

intra-muros des National Institutes 

of Health (NIH). Les chercheurs de 

ClinGen travaillent en étroite 

collaboration avec le NCBI 

concernant le développement et la 

fonctionnalité de ClinVar et pour 

soutenir le dépôt de données 

provenant de nombreuses sources; 

Les efforts de conservation de 

ClinGen amélioreront 

constamment les données au sein 

de ClinVar. 

https://www.clinicalgenome.org/data-

sharing/clinvar/ 

Libre de droit 

https://www.clinicalgenome.org/data-sharing/clinvar/
https://www.clinicalgenome.org/data-sharing/clinvar/
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3. ETAT DE L’ART DES PIPELINES EXISTANTS 

La littérature contient plusieurs pipelines d‟analyse des données issues des séquenceurs NGS. 

Chacun implémente les étapes du processus global différemment en exploitant des logiciels 

adéquats. Dans la suite de cette section, on présente les plus importants. 

Pipeline1 [18] :  

La figure suivante récapitule les étapes du pipeline, alors que, le tableau 14 donne les 

logiciels utilisés dans chaque étape. 

 

Figure 9: Un exemple de workflow de découverte de variantes à échantillon unique. 
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Tableau 15: Outils utilisé pour effectuer un filtre fonctionnel NGS 

Les étapes Outils utilisés 

Contrôle de  qualité  
Évaluation de la qualité des 

données FASTQ 

 

FastQC, NGSQC Toolkit, 

PRINSEQ, QC-chain, 

Fastqp 

Découpage des lectures de 

mauvaise qualité et retrait des 

adaptateurs (si nécessaire) 

 

Trimmomatic, cutadapt, 

fastxToolkit 

Alignement de séquence 
BWA, Bowtie2, Novoalign, 

mummer 

Traitement poste- alignement 
Marquage des doublons PCR Picard, GATK 

Réétalonnage du score de qualité 

de base (BQSR) 

 

 

Découverte de variantes 
GATK , Varscan2,Samtools, 

Freebayes 

Analyses en aval 
Filtration des variations 

génomiques 

 

 

Annotation des variations  SIFT, PolyPhen, CADD, 

VEST 

Interprétation / hiérarchisation des 

variations génomiques 
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Pipeline 2 [19] : 

La figure suivante récapitule les étapes du pipeline, alors que, le tableau 15 donne les 

logiciels utilisés dans chaque étape. 

 

 

 

Figure 10 : Schéma du pipeline d'analyse des données NGS [19]. 

 

Tableau 16 : Outils utilisé pour effectuer un filtre fonctionnel NGS 

Les étapes 

 

Outils utilisé 

Prétraitement 

 

Contrôle qualité FastQC, 

Coup de l‟adaptateur Cutadapt 

Alignement/mappage Bowtie, BWA, NovoAlign, SOAP,MOSAIK 

Post-traitement d'alignement 

 

PiCard Tools. 

Appel des variants GATK, SAMTools, FreeBayes, DeepVariant 
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Pipeline 3 [86]: 

La figure suivante récapitule les étapes du pipeline, alors que, le tableau 16 donne les 

logiciels utilisés dans chaque étape. 

 

 
Figure 11 : bonnes pratiques pour les SNP germinales et inde dans le séquençage du génome entier 

[86]. 

Tableau 17 : Outils utilisé pour effectuer un filtre fonctionnel NGS 

Les étapes Outils utilisé 

Prétraitement Alignement   BWA MEM 

Marquer les duplicat PCR Picard 

Recalibration des bases GATK 

Ddécouverte  

de variantes 

 

Appel des variants GATK 

Génotypage conjoint 

Filtration des variants 

Raffinement de 

l'appel 

 

Affiner le génotype SNPEFF 

Annotation des variants 

Evaluer callset 
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Pipeline 4[84] : 

La figure suivante récapitule les étapes du pipeline, alors que, le tableau 17 donne les 

logiciels utilisés dans chaque étape. 

  

 

 

 

Figure 12 :Flux de travail bioinformatique de séquençage de nouvelle génération[84] 

 

.  

Tableau 18 : Outils utilisé pour effectuer un filtre fonctionnel NGS 

 

Pipeline 5 [86] : 

La figure suivante récapitule les étapes du pipeline, alors que, le tableau 18 donne les 

logiciels utilisés dans chaque étape. 

 

Les étapes Outils utilisé 

alignement BWA, Bowtie, Bwotie2 

Appel de varaints GATK, VarScan 

Filtration/annotation SIFT, PolyPhen 
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Figure 13 : Schéma général du flux de travail bioinformatique pour les tests de séquençage de 

nouvelle génération(NGS)[86] ; 

 

Tableau 19: Outils utilisé pour effectuer un filtre fonctionnel NGS 

Les étapes  Outils utilisé 

L‟alignement Bowtie 2 

Appel des SNV Samtools 

Réalignement local GATK 

 

Détection de grandes variations structurelle 

GATK 

 

Appel des CNV GATK 
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Pipeline 6 [85]: 

La figure suivante récapitule les étapes du pipeline, alors que, le tableau 19 donne les 

logiciels utilisés dans chaque étape. 

 

 

Figure 14: Vue d'ensemble du flux de travail bioinformatique de séquençage de nouvelle génération 

(NGS) [85]. 

Tableau 20 : les outils utilisé pour effectuer un filtre fonctionnel NGS 

Les étapes  Outils utilisé 

Control qualité Qualité des scores des bases FastQC, NGS QC Toolkit 

Coupe des adaptateures Trimmomatic, AdapterRemoval 

Alignement BWA, Bowtie, Novoalign 

Traitement post alignement SAMTools, GATK, Picard 

Appel des variants SAMTools, GATK, Freebayes 

Annotation des variants SIFT, CADD 

Filtration des variants Mutation Taster, PolyPhen 
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4. CONCLUSION 

La vitesse de traitement est très importante, non seulement pour les diagnostics, mais aussi 

pour l'analyse et le partage des ressources de calcul. Le séquençage de nouvelle génération (NGS) 

est de plus en plus utilisé comme outil de dépistage génétique dans le diagnostic et réduire le temps 

écoulé entre la prise d'échantillons et le résultat, l'analyse des résultats des NGS ou de puces à ADN 

nécessitent le développement d'outils bioinformatiques, Avant toute utilisation de l'un des outils, il 

est important de se référer à sa documentation et de vérifier qu'il soit adapté au type de données à 

analyser. 

En effet, après cette étude, nous présentons dans le chapitre suivant, un pipeline basé sur des 

logiciels libres tout en couvant les étapes du pipeline général.  
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1. MATÉRIEL 

1.1Données biologiques 

Deux ensembles de données nucléiques ont été utilisés : 

- Le premier ensemble de données avec lequel nous allons travailler provient d‟un ensemble de 

données illumina (Miseq) d‟un organisme homosapiens. Comme les données issues de 

séquençage sont assez volumineuses (en raison des millions de lectures), nous n'utiliserons 

qu'un sous-ensemble des données d'origines pour les analyser. Cet échantillon a été téléchargé 

sur la banque de données NCBI sous format fichier fastq. 

 

Tableau 21: Données utilisées pour toutes les étapes d‟analyse 

Lecture Spots Bases Taille ID Publié 

SRR11212874 765,119 221.2M 90.9Mb 10239840 2020-03-25 

 

- La deuxième donnée c‟est le génome de référence qui a été téléchargée sur la banque de 

données NCBI sous format de fichier fasta. 

 

Tableau 22 : Données utilisées pour l‟étape d‟alignement et l‟étape d‟analyse des variant. 

 

 

 

 

 

1.2. Moyens informatique 

1.2.1 Environnement de travail 

- Google Colab 

Google Colab ou Colaboratory est un service cloud, offert par Google (gratuit), basé sur 

Jupyter Notebook et destiné à la formation et à la recherche dans l‟apprentissage automatique. Cette 

plateforme permet d‟entraîner des modèles de Machine Learning directement dans le cloud sans 

IDs description Taille 

 [RefSeq] 2334371 

[UID] 8687898 

[GenBank] 8765528  

Genome Reference 

Consortium Human 

Build 38 patch release 

13 (GRCh38.p13) 

 

3.099.706 .404 bp 

https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/?run=SRR11212874
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donc avoir besoin d‟installer quoi que ce soit sur notre ordinateur à l‟exception d‟un navigateur. 

[97]. 

Pour l‟exécution de notre pipeline, Colab nous a réservé un espace de RAM de 12 Gb 

-  Linux Debian 

Debian est une organisation composée uniquement de bénévoles, dont le but est de 

développer le logiciel libre et de promouvoir les idéaux de la communauté du logiciel libre. Le 

projet Debian a démarré en 1993, quand Ian Murdock a invité tous les développeurs de logiciels à 

participer à la création d'une distribution logicielle, complète et cohérente, basée sur le nouveau 

noyau Linux. Ce petit groupe d'enthousiastes, d'abord subventionné par la Free Software 

Foundation, et influencé par la philosophie GNU, a grandi pour devenir une organisation composée 

par environ 1010 développeurs Debian [98]. 

- Notebook Jupyter  

Les notebooks Jupyter sont des cahiers électroniques qui, dans le même document, peuvent 

rassembler du texte, des images, des formules mathématiques et du code informatique 

exécutable. Ils sont manipulables interactivement dans un navigateur web. 

Initialement développés pour les langages de programmation Julia, Python et R (d'où le nom 

Jupyter), les notebooks Jupyter supportent près de 40 langages différents. 

cellule est l'élément de base d'un notebook Jupyter. Elle peut contenir du texte formaté au 

format Markdown ou du code informatique qui pourra être exécuté. 

1.2.2 Software 

- SRA Toolkit 

La boîte à outils SRA et le kit de développement de système (SDK) SRA code source 

permette  d'accéder par programme aux données hébergées dans SRA et de les convertir du format 

SRA aux formats suivants: 

- ABI SOLiD natif (espace colorimétrique fasta / qual) 

- fasta 

- fastq  

- sff  

- sam (bam lisible par l'homme, aligné ou non aligné) 

- Originaire d'Illumina 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?cmd=show&f=software&m=software&s=software
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On peut également utiliser la boîte à outils pour convertir les formats listés ci-dessous au 

format SRA (non requis pour la soumission, mais on permettra d'utiliser la boîte à outils SRA pour 

archiver ou analyser nos données): 

- paires fastq ou fasta / qual 

- AB SOLiD-SRF 

- AB SOLiD natif 

- Illumina SRF 

- Originaire d'Illumina 

- sff 

- Bam aligné 

La boîte à outils SRA est disponible dans des versions compatibles avec les systèmes 

d'exploitation Linux, Windows et Mac [99]. 

- FastQC 

FastQC est un programme conçu pour détecter les problèmes potentiels dans les ensembles de 

données de séquençage à haut débit. Il exécute un ensemble d'analyses sur un ou plusieurs fichiers 

de séquences brutes au format fastq ou bam et produit un rapport qui résume les résultats [100]. 

- Scythe 

Scythe utilise une approche bayésienne naïve pour classer les sous-chaînes de contaminants 

en séquences de lecture. Il prend en compte des informations de qualité, ce qui peut le rendre 

robuste dans la sélection des adaptateurs 3', qui incluent souvent des bases de mauvaise qualité 

[102]. 

- Sckile 

Sckile est un outil qui utilise des fenêtres coulissantes avec des seuils de qualité et de 

longueur pour déterminer quand la qualité est suffisamment basse pour couper l'extrémité 3' des 

lectures et détermine également quand la qualité est suffisamment élevée pour couper l'extrémité 5' 

des lectures. Il supprimera également les lectures en fonction du seuil de longueur. Il prend les 

valeurs de qualité et fait glisser une fenêtre à travers elles dont la longueur est 0,1 fois la longueur 

de la lecture. Si cette longueur est inférieure à 1, la fenêtre est définie pour être égale à la longueur 

de la lecture [103]. 

- Trimmomatic 
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Trimmomatic est une application java qui fournit des fonctions utiles pour gérer les lectures par 

paires [29]. 

- BWA 

BWA est un progiciel permettant de cartographier des séquences faiblement divergentes 

contre un grand génome de référence, tel que le génome humain. Il se compose de trois algorithmes: 

BWA-backtrack, BWA-SW et BWA-MEM. Le premier algorithme est conçu pour la séquence 

Illumina lit jusqu'à 100 pb, tandis que les deux autres pour les séquences plus longues variaient de 

70 pb à 1 Mbp. BWA-MEM et BWA-SW partagent des fonctionnalités similaires telles que la prise 

en charge de la lecture longue et l'alignement fractionné, mais BWA-MEM, qui est le dernier, est 

généralement recommandé pour les requêtes de haute qualité car il est plus rapide et plus 

précis. BWA-MEM a également de meilleures performances que BWA-backtrack pour les lectures 

Illumina 70-100bp [104]. 

- Samtools 

Samtools est un ensemble d'utilitaires qui manipulent les alignements au format BAM. Il 

importe et exporte au format SAM (Sequence Alignment / Map), effectue le tri, la fusion et 

l'indexation, et permet de récupérer rapidement des lectures dans toutes les régions. 

Samtools est conçu pour fonctionner sur un flux. Il considère un fichier d'entrée `- 'comme 

l'entrée standard (stdin) et un fichier de sortie` -' comme la sortie standard (stdout). Plusieurs 

commandes peuvent ainsi être combinées avec des tubes Unix. Samtools génère toujours des 

messages d'avertissement et d'erreur sur la sortie d'erreur standard (stderr). 

Samtools est également capable d'ouvrir un fichier BAM (et non SAM) sur un serveur FTP ou 

HTTP distant si le nom du fichier BAM commence par `ftp: // 'ou` http: //'. Samtools vérifie le 

répertoire de travail actuel pour le fichier d'index et télécharge l'index en cas d'absence. Samtools ne 

récupère pas l'intégralité du fichier d'alignement sauf si on lui demande de le faire [105]. 

- Bcftools 

BCFtools est un ensemble d'utilitaires qui manipulent les appels de variantes dans le Variant 

Call Format (VCF) et son équivalent binaire BCF. Toutes les commandes fonctionnent de manière 

transparente avec les VCF et les BCF, non compressés et BGZF. 

La plupart des commandes acceptent VCF, bgzipped VCF et BCF avec le type de fichier 

détecté automatiquement même lors du streaming à partir d'un tube. Les VCF et BCF indexés 
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fonctionneront dans toutes les situations. Les flux VCF et BCF non indexés fonctionneront dans la 

plupart des situations, mais pas dans toutes. En général, chaque fois que plusieurs VCF sont lus 

simultanément, ils doivent être indexés et donc également compressés. (Notez que les fichiers avec 

des noms d'index non standard sont accessibles comme par exemple " bcftoolsview -r X:2928329 

file.vcf.gz##idx##non-standard-index-name".) 

BCFtools est conçu pour fonctionner sur un flux. Il considère un fichier d'entrée "-" comme 

l'entrée standard (stdin) et les sorties vers la sortie standard (stdout). Plusieurs commandes peuvent 

ainsi être combinées avec des tubes Unix [103] 

- FreeBayes 

FreeBayes est largement utilisé pour appeler des variantes dans les systèmes 

diploïdes. Cependant, il peut également être utilisé pour appeler des variantes dans des échantillons 

groupés où le nombre d'échantillons n'est pas connu. C'est le scénario exact que nous avons ici: 

dans notre échantillon, nous avons plusieurs génomes mitochondriaux (ou bactériens ou viraux), 

mais nous ne savons pas exactement combien. Ainsi, nous utiliserons l' --pooled-continuous option 

de FreeBayes pour générer des appels de variantes basés sur la fréquence ainsi que certaines autres 

options mises en évidence ci-dessous (l'outil est dans NGS: Variant Analysis → FreeBayes) [107]. 

- VCFTools 

VCFtools est un package de programme conçu pour travailler avec des fichiers VCF, tels que 

ceux générés par le projet 1000 Genomes. Le but de VCFtools est de fournir des méthodes 

facilement accessibles pour travailler avec des données de variation génétique complexes sous la 

forme de fichiers VCF. 

Cet ensemble d'outils peut être utilisé pour effectuer les opérations suivantes sur les fichiers VCF: 

- Filtrer les variantes spécifiques 

- Comparer des fichiers 

- Résumer les variantes 

- Convertir en différents types de fichiers 

- Valider et fusionner les fichiers 

- Créer des intersections et des sous-ensembles de variantes 
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VCFtools se compose de deux parties, un module perl et un exécutable binaire. Le module 

perl est une API Perl générale pour manipuler les fichiers VCF, tandis que l'exécutable binaire 

fournit des routines d'analyse générales [108]. 

 

Tableau 23: Caractéristiques des différents outils informatiques utilisés 

 

2. MÉTHODES 

Cette partie décrit le pipeline développé pour l‟analyse de données issues du NGS. 

2.1 Aperçu global du pipeline développé 
La quantité de donnés générées par le séquençage haut-débit a rendu l‟analyse des résultats 

manuelle impossible. Il est nécessaire de développer des outils bioinformatiques dédiés et adaptés. 

Le traitement des données se fait en une succession d‟étapes, du traitement du signal de 

base lors du séquençage, à l‟annotation finale des variants retrouvés. Certaines étapes sont réalisées 

directement par l‟automate de séquençage, quand d‟autres peuvent être réalisées de manière manuel

Outils / bibliothèques Versions Date de publication 

FastQC FastQC  0.11.9  08-01-19: 

Scythe  Scythe 0.9  

Sickle  Sickle 0.7.0 17/5/2020 

Trimmomatic Trimmomatic  0.39  

BWA  BWA  0.7.17 23-10- 2017  

Samtools Samtools 1.11 / 

Bcf Tools Bcf Tools 1.10.2 2020-05-28 

FreeBayes FreeBayes 1.3.2 02-09-2020 

SnpEff SnpEff 5.0 09- 08- 2020 

VCFTools VCFTools 0.1.13  

Varsifter  
/ 
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ou semi automatisée grâce à l‟utilisation de scripts informatiques ou des logiciels libres de droit ou 

commerciaux.   

Les principales étapes de l‟analyse bioinformatique du pipeline proposé se résume dans la figure 

suivante : 
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Figure 15 : pipeline bioinformatique d‟analyse des données NGS
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Tableau 24: logiciels utilisés selon les étapes du processus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Etapes de processus outils Format de fichier 

produit 

Prétraitement Control qualité FastQC  

Format FastQ Découpage des bases de mauvaise qualité  

Elimination des adaptateurs 

Scythe,  sickle 

Trimmomatic 

Alignement Alignement avec la référence BWA  

 

 

Format BAM 

Transformation SAM en BAM Samtools 

Samtools 
Traitement 

poste 

alignement 

Retirer les duplicat PCR 

 

Réalisation Indel 

 

Recalibration des scores de base 

Analyse des variants Appel des variants BcfTools 

 

 

Format VCF 

Filtrage et annotation des variants SnpEff 

Filtration et héirachisation varstifer 
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2.2 Description détaillée du pipeline d‟analyse bioinformatique développé  

Par rapport au pipeline général, celui proposé intègre le contrôle de qualité dans l‟étape de 

prétraitement. Dans la suite, nous détaillons chaque étape :  

1) Prétraitement 

Cette étape inclut deux sous étapes qui sont : 

-L‟évaluation de la qualité des données FASTQ. 

Pour réaliser l‟évaluation de la qualité des données, nous avons exploité FastQC. Ce 

dernier est une application Java qui lit un ensemble de fichiers de séquence et produit à partir de 

chacun d'eux un rapport de contrôle de la qualité composé d'un certain nombre de modules 

différents [87], et génère de nombreux diagnostics de données utiles et des graphiques tels que la 

distribution du contenu GC, la distribution du score Phred le long des lectures, la distribution de 

la longueur de lecture et le niveau de duplication de séquence. Il détecte également les séquences 

sur représentées *qui peuvent être une indication de contamination de l'amorce ou de 

l'adaptateur. Grâce à un rapport de contrôle qualité des lectures brutes complet généré par 

FastQC [20]. 

Grâce à ces avantages on a choisir l‟outil fastqc pour cette étape. 

Concernant les tâches de découpage des lectures de mauvaise qualité et retrait des adaptateurs et 

de découpage de la base, le filtrage de lecture ou le découpage de l‟adaptateur, nous exploité 

trois outils qui sont : Scythe, Sickle et Trimmomatic [29] [80] 

Ces outils permettent le prétraitement générique énuméré ci-dessus En plus, chaque outil est 

équipé de ses propres fonctionnalités personnalisées. 

2) Alignement 

Après le prétraitement des données brutes, l'étape suivante d‟alignement est composée de deux 

parties : 

i. Alignement avec le génome de référence : Cette partie consiste à mapper les lectures sur le 

génome de référence et avec une efficacité et une précision élevées. 

De nombreux outils différents ont été développés pour la cartographie des lectures courtes. 

Bowtie2 [30] et BWA [31] sont deux outils d'alignement de courtes lectures bien connus qui 

implémentent l'algorithme BWT. MOSAIK [32] SHRiMP2 [33] et Novoalign [87] sont des 

implémentations d'algorithmes SW avec une précision d'alignement accrue. 

Afin de trouver la correspondance d'alignement optimale dans un temps de calcul 

acceptable nous avons utilisé l‟outil BWA. 

BWA est capable de réaliser trois types d‟alignement : 
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BWA-backtrack : pour reads illumina < 100pb (plutôt conseillé pour les reads<70pb car BWA-

MEM est plus performant pour les reads de 70 à 100bp). 

BWA-SW : pour reads de 70bp à 1Mbp (non conseillé). 

BWA-MEM : pour reads de 70bp à 1Mbp ; plus rapide et plus précis que BWA-SW car plus 

récent; meilleures performances que BWA-backtrack pour les reads Illumina de 70 à 100pb [87]. 

ii. Traitement Poste alignement 

Une procédure de traitement post-alignement est divisée en trois étapes : 

Elle comprend la suppression des doublons en lecture, le réalignement des Indel et le recalibrage 

du score de qualité de base (BQSR). 

– Suppression des doublons en lecture 

Lors de la préparation des échantillons pour le séquençage, des doublons de PCR 

apparaissent à l‟étape d'amplification par PCR des fragments. Puisqu'ils partagent la même 

séquence et la même position d'alignement, ils peuvent conduire à des problèmes de détection de 

variantes. Par exemple, pendant l'appel SNV, des variantes faussement positives peuvent 

survenir car certains allèles peuvent être surreprésentés en raison des biais d'amplification. Pour 

surmonter ce problème, PCR duplique sont marqués d'une certaine balise à l'aide d'un algorithme 

(Mark Duplicates) disponible dans l‟outil Picard [88]. SAMtools [31]. 

– Le réalignement indel 

Après l'élimination des doublons, la deuxième étape consiste à identifier les régions 

génomiques contenant des indels et à améliorer la qualité de l'alignement dans la région cible. 

Deux algorithmes ont été développés pour accomplir cette tâche: 

Le réalignement local des lectures espacées sur le génome de référence ou d'autres haplotypes 

candidats; L‟assemblage local de novo des lectures alignées autour de la région cible suivie de la 

construction d'une séquence consensus pour la découverte indel. 

Les programmes qui implémentent un algorithme ou un mélange des deux incluent SRMA [33] 

et IndelRealigner du GenomeAnalysisToolkit (GATK) [35]. 

– Le recalibrage du score de qualité de base (BQSR). 

Le recalibrage du score de qualité de base (BQSR) est un apprentissage automatique. 

Modélise ces erreurs de manière empirique et réajuste les scores de qualité de base en 

conséquence. Grâce à ce recalibrage, une qualité de base plus précise et plus fiable les scores 

sont obtenus, ce qui améliore la fiabilité des étapes en aval dans d'autres analyses [18].   

Après ces opérations de traitement des données post-alignement, un BAM prêt pour 

l'analyse fichier est obtenu. 
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L'outil le plus largement utilisé pour BQSR est fourni par le Génome Boîte à outils 

d'analyse (GATK) [13], NGSUtils, [40] qui fournit des fonctions similaires à celles de GATK, et 

BaseRecalibrator [35], et le package BioconductorReQON [41] qui utilise la régression 

logistique pour le recalibrage des scores de qualité de base, ReQON produit un ensemble de 

données de diagnostic et de tracés avant et après le recalibrage pour illustrer l'amélioration de la 

précision [20]. 

Comme BWA-MEM permet de faire l‟alignement avec le génome de référence et le post 

alignement, nous avons opté pour l‟utiliser dans les deux traitements. Pour l‟indexation des 

données elle est réalisée par BWA. 

3) Analyse des variants 

Cette étape est subdivisée aux trois sous étapes suivantes :  

i. Appel des variants 

Dans cette sous étape nous utilisons l‟outil bcftools pour identifier les variants. 

ii. Filtration et annotation des variants 

Après l'identification des variants, l'étape suivante consiste à déterminer lesquels de ces 

variants sont susceptibles de contribuer au processus pathologique d'étude. Cette sous étape 

combine deux processus, à savoir le filtrage et l‟annotation [89].  

- Le processus de filtrage supprime les variantes qui conviennent à des modèles génétiques 

spécifiques ou qui ne sont pas présents dans les tissus normaux. 

Les outils utilisé pour cette étape sont SIFT [52], PolyPhen-2 [53], LRT [54], 

MutationTaster [55], MutationAssessor [56], FATHMM [57], GERP ++ [58], PhyloP [59], 

SiPhy [60], PANTHER-PSEP [61], CONDEL [62], CADD [63], CHASM [64],CanDrA [65] et 

VEST [66] et FreeBayes )[107] qui est utilisé dans notre pipeline. 

 

-Le processus d'annotation est utilisé pour rechercher les informations sur les variants et 

identifier les variants adaptés au processus biologique.  

 Les variants génomiques peuvent alors être annotés à l'aide de divers outils. Les outils 

d'annotation fonctionnels les plus utilisés incluent, mais sans s'y limiter AnnoVar [70], SnpEff 

[71], Variant Effect Predictor (VEP) [72], GEMINI [73],VarAFT [74], VAAST [75], TransVar 

[76], MAGI [77], SNPnexus [78] et VarMatch [79].   

Notre pipeline utilise SnpEff. 

iii. Filtration et hiérarchisation des variants  

L‟étape suivante consiste à filtrer et à hiérarchiser les variants. Cette étape est utilisée pour 

hiérarchiser les variants par rapport à la maladie [89].  
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Différents types de variants génomiques, y compris les SNV, les indels, les CNV et les 

grands SV peuvent être détectsé à partir de l'échantillon en comparant les lectures alignées au 

génome de référence. 

Les outils couramment utilisés pour la filtration des variants sont VAAST2, CADD, 

VarSifter, KGGseq, PLINK/SEQ, SPRING, Gnome [20]. 

 

Notre pipeline utilise VarSifter. 
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1. RÉSULTATS 

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats d‟implémentation du pipeline proposé. 

Cette présentation suit les étapes du processus. Elle commence par le traitement des données 

brutes à l‟aide des outils FastQC, Scythe, Sickle, Trimmomatic, Ensuite, on passe à l‟alignement 

des reads avec le génome de référence via l‟outil BWA. La dernière partie consiste a détecter et 

analysé les variants. 

1) Résultats du prétraitement 

Après l‟exécution de chaque outil, on lance FastQC pour récupérer un rapport détaillé sur nos 

données. La suite de cette section présente quelques éléments du rapport final de l‟étape de 

prétraitement. 

- Qualité par base  

Ce graphique représente les scores qualités des bases en fonction de leur position dans les 

lectures. 

 

Figure 16 : Qualité par base 

- Qualité par séquence : 

Le graphique suivant correspond à  la  distribution  de  la  qualité  moyenne  des  lectures.  

Il  est préférable que cette courbe soit centrée sur un score Phred le plus grand possible. 
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Figure 17:Distribution de la qualité moyenne des lectures. 

- Distribution  des bases: 

Le graphique suiavnt représente la distribution moyenne des nucléotides selon leur position dans 

la lecture. Dépendante des séquences analysées, cette distribution doit être fixe entre les 

différentes séries d‟un même panel 

 

Figure 18: Distribution moyenne des bases à travers les lectures 
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- Contenu GC par séquence : 

Le pourcentage de GC dans un amplicon  influence  la  qualité  et  la  quantité  des  lectures 

produites  lors  de  l‟étape  de  séquençage.  Le  graphique  ci-dessous  représente la  distribution  

moyenne  en  GC  par  séquence et GC par base.  Les  taux  doivent  être  constants. 

 

Figure 19:Distribution taux de GC par lecture. 

 

 

Figure 20 :Distribution taux de GC par base 

- Distribution de longueur de séquence: 
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Ce  graphique représente la distribution des longueurs de lecture. Si la présence de dimère 

d‟amorce important on apercevrait un pic de faible taille ( signification mauvaise purification). 

 

Figure 21:Distribution des longueurs des lectures. 

- Niveau de duplication de séquence : 

Le graphique suivant montre la proportion de la bebiliothèque qui est composée de séquences dans 

chacun des deffirents niveaux de duplication. Il ya deux ligne. La ligne bleu prend le jeu de 

séquences complet et montre comment ses niveaux de duplications sont repartis. Dans le 

graphique rouge les séquence sont dédupliquées et les proportions indiquées sont les proportions 

de l‟ensemble dédupliqué qui provient des défférents niveaux de duplication dans les données 

d‟origine. 
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Figure 22:Niveau de duplication de séquence 

- Contenu de l‟adaptateur : 

La figure suivante montre qu‟il n‟y a plus d‟adapeteurs. 

-  

Figure 23: Contenu de l‟adaptateur 

- Contenu Kmer : 

Le module Kmer content effectuera une analyse générique de tous les Kmer de notre 

bébliothèque pour trouver ceux qui n‟ont pas une couverture uniforme sur la longueur de notre 

lecture. Cela peut trouver un certain nombre de source de biais différentes dans la bébliothèque 
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qui peuvent inclure la présence de séquence d‟addaptateur de lecture se développant a la fin de nos 

séquences. 

2) Résultats de l‟alignement 

L‟alignement est fait directement à la suite du prétraitement. Il réalisé sur le génome 

homosapiens (GRCh38) via l‟outil BWA-Mem qui génère comme résultat un fichier BAM. La 

figure 22 donne un aperçu simplifié de ce dernier. 

 

 

Figure 24 Schéma d‟alignement sur un génome de référence. 

 

  

 

3) Résultats de l‟analyse des variants 

A la fin des trois sous étapes d‟analyse des vatriants, l‟outil varSifter génère le fichier VCF et le 

représente sous forme de tableau qui permet de consulter les variants avec leurs caractéristiques 

(figure25). 

À partir des deux figures, nous remarquons qu‟il y a que deux types de variants dans les données 

utilisées, à savoir :  InDel et SNP.  
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Figure 25: Affichage des variants avec Vastsifter. 

2. DISCUSSION 

L'analyse des données de séquençage de nouvelle génération est difficile car les ensembles 

de données sont volumineux. Les plates-formes de séquençage de deuxième génération ont des 

taux d'erreur élevés parce que chaque position dans le génome cible (exome, transcriptome, etc.) 

est séquencée plusieurs fois. Face à ces défis, Un pipeline bioinformatique correspond à une 

chaine de traitement informatisée de données biologiques (séquences, variants) est nécessaire. 

Après les études qu‟on a fait sur les pipelines qui existent on déduit que les étapes d'analyse 

bioinformatique sont sensiblement les mêmes, alors que le choix des outils à chacune de ces 

étapes diffère selon les besoins. En effet, notre pipeline intègre de nombreux logiciels 

d‟analyses performants et libres de droit tout en ayant la capacité à détecter avec précision les 

SNV et InDels et CNV et SV.  

Le travail accompli et les résultats obtenus dans l‟étape de prétraitement prouvent que la 

combinaison de trois logiciels qui sont scythe, trimmomatic et sickle joue un rôle efficace dans 

l‟amélioration de la qualité des données issue du NGS. Ainsi, les logiciels utilisés dans les deux 

dernières étapes permettent aussi de faire une annotation précise des variants pour donner  à la fin 

un fichier VCF clair et compréhensible. 
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Donc, ce pipeline permet de dresser une synthèse des variants qui se trouvent dans les 

données séquencées en permettant ainsi une meilleur lecture et interprétation pour les 

professionnels de santé.  
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CONCLUSION 

La réduction sans précédent du coût du séquençage à haut débit a permis de mener des 

études plus avancées sur les maladies humaines. Les défis du NGS sont passés de la production de 

données de séquençage à la gestion, l'analyse et la synthèse de ces données. Dans le cadre de ce 

travail, nous sommes intéressés à l‟identification des variants qui se trouvent dans les données 

séquencées. 

Une étude approfondie des outils existants nous a permis de dresser un panorama regroupant 

ceux les plus utilisés avec leurs caractéristiques. Ainsi, l‟état de l‟art sur les pipelines de détection 

des variants à partir des données séquencées, nous a permis de couvrir les tâches nécessaires pour 

arriver à notre objectif.   

En effet, le pipeline développé dans le cadre de ce travail consiste à analyser les données 

NGS à partir d‟un fichier fastq généré par un séquenceur jusqu‟à à l‟analyse des variants. Nous 

avons appliqué les outils de bioinformatique selectionnés pour l'analyse complète des données, y 

compris le prétraitement des données, l'alignement, le traitement post-alignement, l'appel de 

variantes, l'annotation et filtrations. 

        Comme perspective à ce travail, nous envisageons : 

- Comparaison des résultats sortants de notre pipeline avec ceux des d‟autres pipelines.  

-Utilisé des données réelles issus du NGS en Algérie dans le processus. 

-Etudier le temps de réponse des outils utilisées. 

-Développer un Workflow basé sur des Apis pour automatiser le passage des données d‟une étape 

à une autre.  
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