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Exercices 

Analyse d’exomes  

Récupérer sur http://pdessen.free.fr/KB 



IGV Integrative Genomic Viewer 

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



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

Unzip  dans un répertoire E:Archives_windows 
IGV_2.3.82_jre.exe  
 
Exécuter en cliquant sur IGV.bat 
 
On peut aussi (voir page suivante ) charger la Java Web Start 
 
Par ailleurs 
Récupérer une archive contenant les fichiers bam sur : 
http://pdessen.free.fr/KB/BAM.zip 
Désarchiver ce fichier (clic droit et extraction) sur le bureau 
 

http://software.broadinstitute.org/software/igv/download
http://software.broadinstitute.org/software/igv/download
http://pdessen.free.fr/KB/BAM.zip




BAM.zip  (sur http://pdessen.free.fr/KB/BAM ) 
 
Unzip BAM.zip 
 
BAM 
 test_HCV: 
  B00G39Y_chr16.bam 
  B00G39Y_chr16.bam.bai 
  B00G39Y_chr5.bam 
  B00G39Y_chr5.bam.bai 
 
 test_Tumor_Ctrl: 
  control 
   control_sorted.bam 
   control_sorted.bam.bai 
   QC_filtered 
   QC_raw 
  tumor 
   QC_filtered 
   QC_raw 
   tumor_sorted.bam 
   tumor_sorted.bam.bai 
 
 

http://pdessen.free.fr/KB/BAM


Mutations dans des gènes impliqués  
dans la reconnaissance du virus HCV 

(étude le M. MISRAHI) 

Pour des questions de volume on a limité les données d’exome 
à 2 bandes chromosomiques 5q13.2 et 16p13.3 
 
Rappel : Seuls les zones couvrant les CDS et les bornes sont 
Couvertes par des reads. 
 
 
Un clic droit de souris fait apparaitre un grand nombre d’options 



Dans IGV  :  Sélectionner le build hg19 
  Charger le fichier     B00G39Y_chr5.bam 
 
Sachant qu il y a des reads d un exome autour de la bande  5q13.2 
balayer cette zone pour trouver des gènes séquencés en suivant la piste  
bam coverage 
 
Quels gène(s)  ?  (autour de 68.800 Mb) 
Combien d exons  ?   (passer la souris sur le gène) 
Sens du gène ? 
Combien de transcrits ?  (option squished sur refSeq) 
Zoomer pour regarder les reads    ? 
 
Est ce que tous les exons sont couverts  ?  CDS ? 
Profondeur ? 
Qualité ? 
Trouver la (les) mutations et localisez les à la base près  
Proportion d allèles REF et ALT 
Repérer la couleur différente sur le coverage . Visualiser les fréquences 
Variant homozygote ou hététzyote ? 
 
Examiner les possibilités avec la touche Ctrl sur une position  
Comment extraire une séquence locale  ? 
 



Dans IGV :  Charger le fichier  B00G39Y_chr16.bam 
 
Sachant qu il y a des reads d un exome autour de la bande  16p13.3 
Balayer cette zone pour trouver des gènes séquencés en suivant la piste  
bam coverage 
 
Quels gène(s) ? 
Combien d exons ? 
Sens du gène ? 
 
Zoomer pour regarder les reads   
 
Est ce que tous les exons sont couverts  ?  CDS ? 
Profondeur ? 
Qualité ? 
Trouver la (les) mutations et localisez les à la base pres 
Proportion d allèle REF et ALT 
Repérer la couleur différente sur le coverage . Visualiser les frequences 
Variant homozygote ou hétérozyote ? 
 
Ctrl sur une position ? 
Comment extraire une séquence locale 
Une autre mutation ? 
 



Regarder l’impact de ces mutations  
 
Dans dbSNP  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ 
 
1000 Genomes http://www.internationalgenome.org/ 
 
EVS  http://www.internationalgenome.org/ 
 
ExAC  http://exac.broadinstitute.org/ 
gnomAD  http://gnomad.broadinstitute.org/ 
 
Fréquence et présence dans les populations  ( 1000G) 
Nature de l’impact ? 
 
Tester  PolyPhen2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ 
Tester Sift  http://sift.jcvi.org/www/SIFT_chr_coords_submit.htm 
 
Voir les annotations dans UniProt http://www.uniprot.org 

http://exac.broadinstitute.org/
http://sift.jcvi.org/www/SIFT_chr_coords_submit.htm


Sélection par CTRL de la séquence consensus  
 
chr16:3065097-3065673
 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNAAATGAATTTTAAATATC
CTCAGTCAAAAGAAAAATAGCAGGAGGCAGAAA
CAAAAGGTACGAACCCATCCCAAAGCTGTTGGGC
ACTGCCACTTCTGGATGGCTCTAGCGCCAGCGGA
GCCCCCATTCCCCTCCACGTCAGACGTAATTCTTG
GTAGGGTACTCAGAGGGCCCCYGAGAGATGGCA
GGGGCAGATGTTGAGTAGCGGGCCATGTAATGGC
TGGGGCCCTGGGACCCCCCCGAGGGGCAAGTGC
AGCACAGCAACCCCCCACCCAGCAACAAAAGGCC
TGAGGCCGCCCAGCCCAAGTAGAGGGAGGCCCC
CAGCTCCCGCTTTTGGGCCTCAGCCACCAGGGGG
TTATAGAAGTCCCGGATGACGGCATGCGCCGTCCA
GCACACGGGGATTAGCGTCAGGACCCCTGAGATG
ACAAAGACAATCCCAGAGGTGAGCACCA 



Clic droit sur le polymorphisme 
chr5:68804985 C>G   Pro 

chr5:68788119-68853931 
OCLN 
chr5:68788119-68853931 
id = NM_002538 
-------------- 
Exon number: 3 
Amino acid coding number: 24 
chr5:68804968-68805646 

chr5:68,804,987 
<hr>Total count: 144 
A      : 0 
C      : 80  (56%,     58+,   22- ) 
G      : 64  (44%,     40+,   24- ) 
T      : 0 
N      : 0 
--------------- 





Visualisation des mutations 
(validation sur les gènes déjà séquencés en Sanger)  

gène mutation dbSNP rs#ID code 

CLDN6 c.626 G>A (R209Q) rs149605777 chr3:3065397 B00G39Y 

OCLN c.70 C>G (P24A) rs147125035 chr5:68804987 B00G39Y 

SR-B1 c.403 G>A rs5891 chr12:125299542 B00G39Z 

SR-B1 NC+23 C>T NA en 3'UTR ? B00G39X 

SR-B1 c.1056 G>A (V35I) rs372663606 chr12:125284742 B00G39Z 



B00G39Y     OCLN 



B00G39Y     OCLN 



B00G39Y     OCLN 



Couverture de capture   Agilent v5 

A partir du fichier bed : annotation des exons présents 
$ more refg.txt 
chr01:000011874-000012227__DDX11L1__NR_046018__exon__ex_01 
chr01:000012613-000012721__DDX11L1__NR_046018__exon__ex_02 
chr01:000013221-000014409__DDX11L1__NR_046018__exon__ex_03 
chr01:000014362-000014829__WASH7P__NR_024540__exon__ex_11 
chr01:000014970-000015038__WASH7P__NR_024540__exon__ex_10 
 
820772 exons couverts 
 
Dans refGene (hg19) 
grep exon /db/GoldenPath/current/database/refGene.gff | wc -l 
  467234 
grep exon /db/GoldenPath/current/database/refGene.gff | awk '{ print $2}' |sort -u |wc -l 
   25981 nbre de genes 
 
Genes absents  
 wc list_genes_CDS_absent.txt 
     900     list_genes_CDS_absent.txt  (sur un seul sample)  
 
 
 
 
 



B00G39Y     OCLN   C>G   P24A   chr5:68804987 



B00G39Y          CLDN6    chr16:3076596   T>C     28/42 





Visualisation d’une mutation du gène PI3KCA  
sur un couple tumeur/normal 

 
Sur IGV 
 

 

Fichiers : 
control.bam et tumor.bam 
 
 
Sequencage ciblé autour du gène PIK3CA 
(chr3:178Mb) 
 



Menu genome : choisir human hg19 

 
Puis les fichiers bam  (indexés en bai) 



NM_006218       PIK3CA  mRNA chr3    178866311       178952497       .       +       .       21 

NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178866311       178866391       ex_01   +       -1      . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178916538       178916965       ex_02   +       0       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178917478       178917687       ex_03   +       1       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178919078       178919328       ex_04   +       1       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178921332       178921577       ex_05   +       0       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178922291       178922376       ex_06   +       0       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178927383       178927488       ex_07   +       2       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178927974       178928126       ex_08   +       0       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178928219       178928353       ex_09   +       0       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178935998       178936122       ex_10   +       0       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178936984       178937065       ex_11   +       2       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178937359       178937523       ex_12   +       0       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178937737       178937840       ex_13   +       0       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178938774       178938945       ex_14   +       2       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178941869       178941975       ex_15   +       0       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178942488       178942609       ex_16   +       2       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178943750       178943828       ex_17   +       1       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178947060       178947230       ex_18   +       2       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178947792       178947909       ex_19   +       2       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178948013       178948164       ex_20   +       0       . 
NM_006218       PIK3CA  exon    chr3    178951882       178952497       ex_21   +       2       . 

Piste de référence : RefSeq                     sur hg19  : refGene.gff 



Charger les fichiers .bam    control et tumor 

Regarder les menus  
Utiliser le clic droit pour 
Les options de visualisation 

 

Déplacement des corrdonnées 
Zoom 

 

Les reads ne s affichent que si 
Le zoom est suffisant 



Exons du gène PIK3CA    chr3:178900000 

IGV 2.3  (hg19) 

control 

tumor 



En 5’ de l exon 5 
Ici reads simples  orientés (par de pair-end : 
1 seule couleur rouge) 



Déletion dans un intron 

Couvrture différente 

sans les 2 echantillons 



Chr3: 178952085             Mutation A > G   (CAT > CGT)    H 1047 R    

0 /51 

10 /57 

Mutation dans l’exon 21 

control 

tumor 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Test statistique  de Fisher  
pour évaluer la pertinence de la mutation 

 
Utilisation de la fonction fisher.test  de R 







A list with class "htest" containing the following components: 
p.value the p-value of the test.  

conf.int a confidence interval for the odds ratio. Only present in the 2 by 2 case if argument conf.int = TRUE.  

estimate an estimate of the odds ratio. Note that the conditional Maximum Likelihood Estimate (MLE) rather than the 
unconditional MLE (the sample odds ratio) is used. Only present in the 2 by 2 case.  

null.value the odds ratio under the null, or. Only present in the 2 by 2 case.  

alternative a character string describing the alternative hypothesis.  

method the character string "Fisher's Exact Test for Count Data".  

data.name a character string giving the names of the data.  

Usage 

fisher.test(x, y = NULL, workspace = 200000, hybrid = FALSE, 
            control = list(), or = 1, alternative = "two.sided", 
            conf.int = TRUE, conf.level = 0.95, 
            simulate.p.value = FALSE, B = 2000) 
Arguments 

x either a two-dimensional contingency table in matrix form, or a factor object.  

y a factor object; ignored if x is a matrix.  

workspace an integer specifying the size of the workspace used in the network algorithm. In units of 4 bytes. Only used for non-
simulated p-values larger than 2 by 2 tables.  
hybrid a logical. Only used for larger than 2 by 2 tables, in which cases it indicated whether the exact probabilities (default) 
or a hybrid approximation thereof should be computed. See ‘Details’.  

control a list with named components for low level algorithm control. At present the only one used is "mult", a positive 
integer ≥ 2 with default 30 used only for larger than 2 by 2 tables. This says how many times as much space should be allocated to 
paths as to keys: see file ‘fexact.c’ in the sources of this package.  

or the hypothesized odds ratio. Only used in the 2 by 2 case.  

alternative indicates the alternative hypothesis and must be one of "two.sided", "greater" or "less". You can specify just the 
initial letter. Only used in the 2 by 2 case.  

conf.int logical indicating if a confidence interval should be computed (and returned).  

conf.level confidence level for the returned confidence interval. Only used in the 2 by 2 case if conf.int = TRUE.  

simulate.p.value a logical indicating whether to compute p-values by Monte Carlo simulation, in larger than 2 by 2 
tables  

B an integer specifying the number of replicates used in the Monte Carlo test.  

 

Fisher's Exact Test for Count Data 



  control tumor   

A a b a+b 

G c d c+d 

Total a+c b+d a+b+c+d 

  control tumor   

A 51 47 98 

G 0 10 10 

Total 51 57 108 

> m <- matrix(c(51,47,0,10), byrow=T,  
nrow = 2,  dimnames = list(c("A","G"),   
c("Control", "Tumor"))) 
> m 

  Control Tumor 
A      51     47 

G      0       10 

 

> fisher.test(m)$p.value 

[1] 0.001445162 

 
 ou plus simplement (en une seule ligne) : 
 
fisher.test(matrix(c(51,47,0,10),byrow=T,nr
ow = 2))$p.value 

 

 

 

 

 

 

La probabilité de la mutation A>G est dans ces conditions de 1.4 10-3 

G n’est pas présent dans le control. Il apparaît à 10/57 dans la tumeur 
La mutation n affecte pas 100% des reads .  
Probablement mutation hétérozygote … et % cellules tumorales < 100% 

 

En général on filtrera les variants entre normal et tumoral à  >  0.01. 
 

 



Digression sur le logiciel R  

Logiciel (sur PC, Mac Unix) d analyse statistique et graphique 



https://pbil.univ-lyon1.fr/CRAN/ 



“R for Beginners” by Emmanuel Paradis (PDF).  
http://cran.univ-lyon1.fr/doc/contrib/Paradis-rdebuts_en.pdf 
 
“Using R for Data Analysis and Graphics - Introduction, Examples and 
Commentary” by John Maindonald 

http://cran.univ-lyon1.fr/doc/contrib/usingR.pdf 

http://cran.univ-lyon1.fr/doc/contrib/Paradis-rdebuts_en.pdf


Type 'demo()' for some demos, 'help()' for on-line help, or 
'help.start()' for an HTML browser interface to help. 
Type 'q()' to quit R. 
 

> 2+2 

[1] 4 

> x <- 10 

> x 

[1] 10 

> x <- rep(1:10,3) 
> mean(x) 
[1] 5.5 

> sd(x) 
[1] 2.921384 

 

> fisher.test(matrix(c(51,47,0,10), byrow=T, nrow = 2))$p.value 

Ou 
fisher.test(matrix(c(51,0,47,10), nrow = 2))$p.value 

>help.start() 
 

> help(plot) 
 

 



>help.start() 



Caractérisation de la mutation H 1047 R dans la PIK3CA 
dans les bases de données  













UNIPROT  : acc  P42336 



Exome variant Server 
http://evs.gs.washington.edu/EVS/ 



http://www.cbioportal.org/index.do 











1000 Genomes 
http://phase3browser.1000genomes.org/Hom
o_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=cor
e;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-
178957881#missense_variant_tablePanel 
 

http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSG00000121879;r=3:178865902-178957881






https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html 




