
The Whole Genome 
Sequencing (WGS)



Introduction-Définitions

Le séquençage du génome entier est une technologie relativement

nouvelle qui nous permet de "lire" le code génétique entier d'une

personne ou d'un organisme.

Quel est son fonctionnement ?

Quel sens faut –il donner à la vaste quantité d'informations que le

séquençage du génome entier fournit ?

Et comment cette nouvelle technologie de séquençage sera-t-elle utilisée

au profit des patients?



Le processus de séquençage du génome entier (WGS)

• Le WGS est une procédure de laboratoire qui détermine l'ordre des 

bases dans le génome d’un organisme dans un seul processus. 

• Le WGS fournit une empreinte ADN très précise qui peut aider de 

relier les cas entre eux, ce qui permet de détecter et de résoudre plus 

rapidement une épidémie.



Intérêts du WGS

• Grâce à un algorithme de recherche de gènes, nous pouvons 

découvrir une partie importante des gènes

• Comprendre la structure d'un génome

• Comprendre l'évolution du génome- Recherche de gènes 

associés à maladies 



Séquençage de l’exon (Alternative)

• Le séquençage du génome entier est une approche de force brute 
pour résoudre les problèmes lorsqu'il existe une base génétique au 
cœur d'une

• Cependant, le séquençage de l'exome entier est une alternative 
moins coûteuse au séquençage du génome entier

• Dans le séquençage de l'exome, seules les régions codantes et 
productrices d'exon de l'ADN sont séquencées
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Découpage ADN
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Traitement avec des 
produits chimique de 
bactéries des cellules 

d'une plaque de gélose 
pour libérer l’ADN qui est 

ensuite purifié.

ADN est découpé en petits de 
taille connue
Soit par des enzymes soit par 
rupture
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Séquençage des librairies d'ADN

copies de chaque 
fragment d'ADN par PCR 
. L'ensemble des 
fragments générés dans 
un appareil PCR est 
appelé "bibliothèque ou 
librairie d'ADN".

Séquençage des librairies 
d’ADN.  La combinaison 
nucléotide est 
déterminée et chaque 
est appelé Reads

A
n

al
ys

e
 d

e
s 

sé
q

u
e

n
ce

s 
d

’A
D

N

Des millions d'ADN lus et spécialisés. Des programmes informatiques sont utilisés pour les 
assembler dans le bon ordre, comme les pièces d'un puzzle. Une fois terminée, la séquence du 
génome contenant des millions de nucléotides (en un ou quelques gros morceaux) est prête 
pour une analyse plus approfondie.  



Workflow: aperçu



Flux Basique

Raw Fastq File(s)

Mapping to Reference genome

Preprocessing Reads

Mapping post processing

Variant calling

Variant filtering and Annotation 

Fastqc, Trimmomatic

BWA/Bowtie2

samtools/picard/gatk

gatk/freebayes/samtools

gatk/wAnnovar/VEP/SnpEff

trimmed fastq

sam/bam files

clean bam

VCF

annotated VCF

Output filesTools Used

Visualization igv



Fastq Qualité: Evaluation en utilisant FastQC

Good quality Not so good, requires trimming

Before trimming After trimming



Fichiers générés

SAM: Sequence Alignment Map with aligned sequence information

BAM: Binary SAM

VCF: Variant Call Format file storing sequence variation information 

BCF: Binary VCF

fastq: Text file with unaligned sequence information



fastq et SAM/BAM formats

SAM/BAM format
Fastq format



TTTTGCAACGCACGTGAGGGCATAACTCGGGAAATCGTATGCCTGAGCCTGAACGTGC

DNA Data

Reference:



TTTTGCAACGCACGTGAGGGCATAACTCGGGAAATCGTATGCCTGAGCCTGAACGTGC

DNA Data

Reference:
CGTGAGGGCATAACTCGGG

Alignment



TTTTGCAACGCACGTGAGGGCATAACTCGGGAAATCGTATGCCTGAGCCTGAACGTGC

DNA Data

Reference:

Perfect match to the reference



TTTTGCAACGCACGTGAGGGCATAACTCGGGAAATCGTATGCCTGAGCCTGAACGTGC

DNA Data

Reference:

CATAACTTGGGAAATCGTATG

One mismatch to the reference



TTTTGCAACGCACGTGAGGGCATAACTCGGGAAATCGTATGCCTGAGCCTGAACGTGC

DNA Data

Reference:

T

One mismatch to the reference



TTTTGCAACGCACGTGAGGGCATAACTCGGGAAATCGTATGCCTGAGCCTGAACGTGC

DNA Data

Reference:

T

T

T

T

T

T

A

Variant Call: C/T = heterozygote

Sequencing error?



TTTTGCAACGCACGTGAGGGCATAACTCGGGAAATCGTATGCCTGAGCCTGAACGTGC

DNA Data

Reference:

T

T

T

T

T

T

A

Variant Call: C/T = heterozygote

Genetic Variation – stored in VCF File



Other genotype keys

VCF File Format



Genetic Variation

http://samtools.github.io/hts-specs/VCFv4.3.pdf

VCF File Format



Main Fields:

• CHROM : Chromosome dans le génome de référence
• POS : Position dans le chromosome (ou contig)
• ID : Identificateur - le plus souvent le numéro rs de dbSNP
• REF : Base(s) de référence - peut être multiple pour l'insertion/suppression
• ALT : Base(s) alternative(s) - peut inclure plusieurs bases alternatives
• QUAL : Qualité - probabilité basée sur le phred que la ou les bases alternatives soient fausses
• FILTRE : Filtre - PASS ou raison de l'échec selon les critères de filtrage
• INFO : Informations complémentaires - détails normalement dans les métadonnées
• FORMAT : Informations détaillant les types de données affichées
• DONNÉES SNP : normalement le génotype plus d'autres types de données

VCF File Format



Chr 20
Pos 14370

Reference G
Alternative A

Pass Variant Info:
3 samples
14 reads total
Allele Freq = 50%
Variant In dbSNP
Variant in Hapmap2

Expect Info on:
Genotype
Quality
Read Depth
Haplotype Quality

Info:
Genotype = Heterozygote
Quality = 48 (0.0125%)
Read Depth = 8
Haplotype Quality = 51&51

Variant 
Quality 29 
(0.126%)

rs6054257

0->Ref   1->1st Alt  2->2nd Alt  N->Nth Alt

G/G A/G A/A

Hom-REF Het Hom-Alt

VCF File Format



Visualisation des données de l’AND sur IGV 

Individual 1
Genotype G/T

Reference

Individual 2
Genotype G/G



VCF File Format

File and Genome Information

- Format de fichier standard dans le domaine de la génétique / génomique
- Fichier de sortie généré par presque tous les logiciels d'appel de variantes
- Format de fichier utilisé dans les outils en aval pour l'analyse des données



Field Descriptions

VCF File Format



Genetic Variation

VCF File Format



Explorer Fichier VCF généré à partir du whole exome sequence d’un patient 

Quelles mutations pourraient être importante pour comprendre la 
maladie ?  

Réaliser l’annotation du Variant 

Annotation du Variant 



Annotation du Variant 

Il existe de nombreux outils permettant d'annoter les fichiers VCF avec des informations fonctionnelles

Quel type d'information pourrait nous intéresser ?
Annotation fonctionnelle : où se situe la variante et quel type de changement 
entraîne-t-elle : faux-sens, non-sens, intronique, intergénique. 
Information sur la fréquence : quelle est la fréquence de la mutation dans la 
population générale ? 1000 données sur les génomes, données EXac. 
Conservation évolutive : La position du site muté est-elle importante ? par 
exemple, le score du GERP (Un score utilisé pour calculer la conservation de chaque nucléotide dans un 

alignement multi-espèces)

Information sur les gènes : s'il s'agit d'une variante exonique, dans quel gène se 
trouve-t-elle ?
Impact prévu : savons-nous comment la mutation pourrait influencer la structure 
de la protéine ? Polyphène, SIFT.
Informations sur l'association : la mutation influence-t-elle l'expression d'un gène 
ou a-t-elle été précédemment associée à une maladie ?



Découverte de Mutations

Pipeline de base :

▪ Recherchez les variantes dans les régions de codage.

▪ Les mutations absurdes (arrêt des pertes/arrêt des gains) ont plus de chances 

d'être fonctionnellement importantes.

▪ La mutation est-elle censée être dommageable ?

▪ La variante se produit-elle à une position qui est conservée pour l'évolution ?

▪ La variante est-elle à faible fréquence dans les études de population ?

▪ Le gène a-t-il un sens ?

Next steps: Validation and functional tests… Back to the lab!



https://asia.ensembl.org/Tools/VEP

https://snp.gs.washington.edu/SeattleSeqAnnotation151/

http://snpeff.sourceforge.net

http://snpeff.sourceforge.net/SnpSift.html

http://wannovar.wglab.org

Outils pour  VCF Annotation

Ingenuity Variant Analysis
https://www.qiagenbioinformatics.com/products

/ingenuity-variant-analysis/

http://www.diploid.com/moon

https://franklin.genoox.com/home



VCF Annotation: wANNOVAR

http://wannovar.wglab.org



Your email address

Job name

Upload your VCF/Input

Phenotype

Reference genome

Disease Model

Submit

anemia

anemia.vcf              

hemolytic anemia

VCF Annotation: wANNOVAR



VCF Annotation: wANNOVAR



SNP/Gene Informations

VCF Annotation: wANNOVAR



Allele Frequencies Cosmic

VCF Annotation: wANNOVAR



ClinVar information

Annotation & Predictions

VCF Annotation: wANNOVAR



Scroll Down the Page

VCF Annotation: wANNOVAR



VCF Annotation: wANNOVAR



Phenotype Based Gene Analyzer, un outil axé sur la découverte de gènes à 
partir de termes de maladies/phénotypes spécifiques défini par l'utilisateur

Website: http://phenolyzer.wglab.org

VCF Annotation: wANNOVAR + Phenolyzer



VCF Annotation: wANNOVAR + Phenolyzer



Integrative Genomics Viewer (IGV)

L'Integrative Genomics Viewer (IGV) est un outil de visualisation très performant 
pour l'exploration interactive de grands ensembles de données génomiques 
intégrées de différents types



File Formats Download & install

http://software.broadinstitute.org/software/igv/download

Integrative Genomics Viewer (IGV)



Reference 

Genome 

Selection
Selection

Chromosome
Zoom in/out

Entrer nom de 

locus/gene 

Whole Genome{

Integrative Genomics Viewer (IGV)



IGV Basic panels: SelectionChromosome

Affiche tous les chromosomes du génome de 

référence sélectionné

Panels Basic IGV : nom Locus/gène 

Chromosome:Start-end

Entrer nom du Gène



Reference 

Genome 

Selection
Chromosome 

Selection

IGV: Vue du Gène d’intérêt

Coverage

Aligned 

reads 

mapped to 

the location

Variation

BAM FILES



IGV: Zoom
Zoom in/out Click and Drag



IGV: Zoom

Heterozygote Mutation

Homozygote Mutation
Sequencing errors

Fwd Strands Revers Strands



IGV: Charger le VCF

VCF file is 

loaded as 

new tracks



IGV: View All bases

Step1:



Merci


