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Le SHD dans le diagnosticLe SHD dans le diagnostic

Technologies de Wash & Scan
Short reads

Cycles de PCR
Imagerie / pH

Détection de SNVs 
Détection de SV & CNV 

Le séquençage haut débit de 2ème génération



Les SNV en SHDLes SNV en SHD

Le combo classique bwa + GATK fait l’unanimité



Les SNV en SHDLes SNV en SHD

Les limites

Phasing

Repétitions

Séquences spéciales 
(mitochondrie, EMI, haplotypes)

Parafine, Mosaïque, Somatique, 
etc … 

Le combo classique bwa + GATK fait l’unanimité



Les variations de structure en SHDLes variations de structure en SHD

WGS

WES



Les variations de structure en SHDLes variations de structure en SHD



  

XHMM :

 CNV : Gain ou perte de matériel chromosomique

 Profondeur = nombre de lecture

 Normalisation des données (Bruit, biais de capture)

 Transformation en z-score de la profondeur moyenne de chaque exon

Les variations de structure en SHD en WES à DijonLes variations de structure en SHD en WES à Dijon



  

Lumpy :

Les variations de structure en SHD en WGS à DijonLes variations de structure en SHD en WGS à Dijon

ControlFreeC :

Approches read-pair & split-read 

Détection des TRN et INV

Approches Read Depth

Détection des DEL, INS, DUP



SeqCNV : Chen & al. 2017

Les variations de structure en SHDLes variations de structure en SHD

Seeksv : Liang & al. 2017

Faible recoupement des approchesSensibilités et Spécificités variables



« Trou » de détection
dans la taille des CNVs

Les CNV & SV en SHDLes CNV & SV en SHD

Multiplicité des approches 
de CNV calling

Difficultés à reconstituer 
des évènements complexes 

(chromothripsis) 



Les technologies de 2,5 ème génération ? Les technologies de 2,5 ème génération ? 

Chromium

NanoString



Les technologies de 3 ème générationLes technologies de 3 ème génération



Les technologies de 3 ème générationLes technologies de 3 ème génération

- Pas de Wash & Scan

- Pas de PCR

- « Temps réel » 

- Longs fragments !!!!

CNV & SV ??



Oxford NanoporeOxford Nanopore



Oxford NanoporeOxford Nanopore

Dans l’espace … Dans le desert ... En antartique ...



Oxford NanoporeOxford Nanopore

Dans l’espace … Dans le desert ... En antartique ...

Mais aussi dans un laboratoire … 



Pacific BioSciencesPacific BioSciences



Pacific BioSciencesPacific BioSciences

Patient 1 Patient 2 
Nombre de 
bases 
séquencées 

73 milliards 64 milliards 

Couverture 24X 21X
Nombre de 
lecture

4 801 843 4 401 045

Taille moyenne 
des lectures

15 212 14 685

N50 24 406 23 143
Taille maximum 90 344 138 732



Plan expérimentalPlan expérimental

Raw 
unaligned

BAM 

Raw 
unaligned

BAM 

Raw 
unaligned

BAM 

...

Fastq file

Fasta file

QC

Alignement

bwa

minimap2

ngmlr

blasr

last

QC 1 2 3 4 5

Variant calling

sniffles

Custom method

Assemblage

Wtdbg2

Falcon
PacBio Sequel

GATK



QC des échantillonsQC des échantillons
18A3182 18A3183



QC des échantillonsQC des échantillons

18A3182 18A3183

Score de qualité des bases arbitrairement fixé à 0 par PacBio car « Trop de calcul pour le 
séquenceur »….



QC des échantillonsQC des échantillons
18A3182 18A3183



QC des échantillonsQC des échantillons
18A3182 18A3183



QC des échantillonsQC des échantillons
18A3182 18A3183



QC des échantillonsQC des échantillons

18A3182 18A3183



AlignementsAlignements
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Mapped reads

Unmapped reads

Last produit 10 000 000 d’alignements / 4 500 000 reads   !?!

Pas de distinction primary / secondary / supplementary 
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Des SNVs ? Vraiment ? Des SNVs ? Vraiment ? 

Non … 



AlignementsAlignements



Recherche de variantsRecherche de variants

Sniffles v1.0.8

- Minimum number of reads that support a SV 3

- Maximum number of splits per read to be still taken into account 7

- Maximum distance to group SV together 1000

- Minimum length of SV to be reported 50

- Minimum Mapping Quality 20

- Discard read if non of its segment is larger than this 2000



Recherche de variantsRecherche de variants
18A3182

bwa ngmlr

minimap2



Recherche de variantsRecherche de variants
18A3183



Recherche de variants de structureRecherche de variants de structure Number of breaking points with sniffles

Patient 1 Patient 2

Bwa/sniffles 2078 2197

Blasr/sniffles 0 0

Lordfast/sniffles 0 0

Ngmlr/sniffles 1102 1090

Minimap2/sniffles 1527 1576

pbmm2/sniffles 1685 1658

Number of breaking points with pbsv

Patient 1 Patient 2

Bwa/pbsv 585 545

Blasr/pbsv 0 0

Lordfast/pbsv 0 0

Ngmlr/pbsv 2310 2924

Minimap2/pbsv 1372 1732

pbmm2/pbsv 2127 1836



Recherche de variants de structureRecherche de variants de structure Number of breaking points with sniffles
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Recherche de variantsRecherche de variants
18A3182 chr3:32101442-32108256



Recherche de variantsRecherche de variants
18A3182 chr3:39390342-39392156



Recherche de variantsRecherche de variants
18A3182 chr3:25569542-25684356

Détection d’une translocation vers  chr12:58449408



Recherche de variantsRecherche de variants
18A3182 chr3:27106742-27123756

Détection d’une dup ...



AssemblagesAssemblages

Falcon

Patient 1 Patient 2

Nombre de 
bases

2 802 857 
930 pb

 2 583 611 
581 pb

Nombre de 
contigs

5 693 9 968

N25 2 569 884 pb 967 665 pb

N50 1 322 242 pb 545 808 pb

N75 579 117 pb 262 933 pb

Temps 
d’analyse
réel

248h 218h

wtdbg2

Patient 1 Patient 2

Nombre de 
bases

2 863 677 
286 pb

 2 894 105 
539 pb

Nombre de 
contigs

10 238 15 636

N25 2 942 467 pb 1 449 401 pb

N50 1 738 674 pb 817 228 pb

N75 778 409 pb 383 290 pb

Temps 
d’analyse
réel

18h 15h



ChromothripsisChromothripsis

Réassemblage d’un chromosome de chromothripsis (Simon Verdez)



Un mot sur les temps de calcul … Un mot sur les temps de calcul … 

Temps CPU consommé pendant le stage

Janvier 2019 Février 2019 Mars 2019 Avril 2019 Mai 2019

315h 133 517h 83 646h 60 109h 80 967h

Espace Disque mobilisé

Alignement Assemblage Correction

7 To 1,5 To 1 To



ConclusionConclusion

Pour aller plus loin ...

 

- Pas (encore?) la révolution attendue … 

- Technologies prometteuses 

- Actuellement inutilisable dans un contexte diagnostique (génétique humaine)

- CNV & SV 
- Temps réel 

- Taux d’erreur à la base : inutilisable pour les SNVs  
- Cout important (20X PacBio = 6000 €)
- Développement bioinformatique important
- Stabilité (10 versions de protocoles en 1 an ONT)

● ARN ● Méthylation



Merci de votre attention !

Questions
Discussions
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