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leukemia patients, accepté le 29 Mars 2018 dans Cancer 

medicine 

1- Introduction 

La leucémie lymphoïde chronique est une maladie très hétérogène du point de vue clinique 
et biologique. Le développement des techniques moléculaires à haut débit a permis de mettre 
en évidence de nombreuses mutations pouvant avoir un impact pronostique dans la LLC. 
CepeŶdaŶt, l͛utilisatioŶ de toutes Đes doŶŶĠes Ŷ͛est pas eŶĐoƌe iŶtĠgƌĠe daŶs uŶ sĐoƌe 
pronostique global. Actuellement, les techniques de NGS se développent et permettent de 
déterminer de nombreuses mutations géniques chez les patients atteints de LLC. En pratique, 
seule la mutation de TP53 a un impact sur la prise en charge du patient, avec une adaptation 
du tƌaiteŵeŶt eŶ Đas d͛altĠƌatioŶ de Đe gğŶe. 

Notre éƋuipe s͛est iŶtĠƌessĠe à l͛iŵpaĐt de la pƌĠseŶĐe d͛uŶ piĐ ŵoŶoĐloŶal d͛isotǇpe IgM 
dans la leucémie lymphoïde chronique457. Nous avions rapporté un pronostic péjoratif associé 
à la pƌĠseŶĐe d͛uŶ piĐ IgM ĐoŵpaƌatiǀeŵeŶt à uŶe ĠleĐtƌophoƌğse des pƌotĠiŶes sĠƌiƋues 
normale, la pƌĠseŶĐe d͛uŶe hǇpogaŵŵagloďuliŶĠŵie ou d͛uŶ piĐ IgG. 

DaŶs Đe tƌaǀail, Ŷous Ŷous soŵŵes iŶtĠƌessĠs à l͛iŵpaĐt pƌoŶostiƋue de l͛ĠleĐtƌophoƌğse des 
protéines sériques (SPE) au diagnostic en comparant le statut normal versus anormal (que ce 
soit la pƌĠseŶĐe d͛uŶ piĐ ŵoŶoĐloŶal ou d͛uŶe hǇpogaŵŵagloďuliŶĠŵieͿ, daŶs l͛ğƌe du NGS, 
afin de déterminer si nous retrouvions un impact pronostique statistiquement indépendant 
des Ŷouǀeauǆ ŵaƌƋueuƌs ŵolĠĐulaiƌes. L͛autƌe iŶtĠƌġt de l͛ĠleĐtƌophoƌğse des pƌotĠiŶes 
sériques est sa facilité de réalisation et son moindre coût. De plus, cet examen est 
gĠŶĠƌaleŵeŶt ƌĠalisĠ au diagŶostiĐ d͛uŶe LLC, pƌiŶĐipaleŵeŶt pouƌ dĠteĐteƌ uŶe 
hypogammaglobulinémie pouvant nécessiter une prise en charge spécifique. Nous avons ainsi 
sélectionné 112 patients pour lesquels nous disposions de matériel ďiologiƋue et d͛uŶe 
ĠleĐtƌophoƌğse des pƌotĠiŶes sĠƌiƋues ƌĠalisĠe au diagŶostiĐ, Đ͛est-à-diƌe au Đouƌs de l͛aŶŶĠe 
du diagnostic et avant tout traitement de la LLC. Nous avons étudié les principales anomalies 
moléculaires décrites, à savoir la cytogénétique (del(17p), del(11q), trisomie 12 et del(13q)), 
les mutations (TP53, SF3B1, NOTCH1 et BIRC3), ainsi que le statut mutationnel IGHV. Enfin, 
nous avons récupéré les données cliniques, en particulier concernant le traitement. 

IGHV genes detect very slowly evolving chronic lymphocytic 

Normal serum protein electrophoresis and mutated HGV 
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3- Discussion 

Nous avons étudié 112 patients atteints de LLC dont 49 avec une SPE normale et 63 avec une 
SPE anormale. Le groupe avec SPE normale regroupait majoritairement des patients en stade 
BiŶet A ;ϵϲ %Ϳ, taŶdis Ƌu͛uŶ stade BiŶet plus aǀaŶĐĠ Ġtait plus fƌéquent en cas de SPE anormale 
(30 %). Nous aǀoŶs ƌegaƌdĠ les patieŶts ĐoŶsidĠƌĠs Đoŵŵe staďles, Đ͛est-à-diƌe Ŷ͛aǇaŶt pas 
nécessité de traitement dans les 6 mois après le diagnostic : la proportion de patients stables 
était significativement plus importante en cas de SPE normale (98 % versus 65 %). 

Nos ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue la pƌĠseŶĐe d͛uŶe électrophorèse des protéines sériques normale 
au diagnostic permet de distinguer les patients ayant une TFS significativement supérieure 
(TFS médiane non atteinte à 13 aŶs et pƌĠseŶĐe d͛uŶ plateau à paƌtiƌ de ϱ,ϲ aŶs et ϱϭ % de TFS 
cumulative versus une TFS médiane de 2,64 ans en cas de SPE anormale). L͛utilisatioŶ 
conjointe du statut mutationnel IGHV permet la détection de patients atteints de LLC ayant 
une TFS particulièrement longue (médiane de survie non atteinte à 13 ans, avec un plateau à 
partir de 5,6 ans et 66 % de TFS cumulative, versus des TFS médianes de 3,96 et 3,91 ans 
ƌespeĐtiǀeŵeŶt pouƌ les gƌoupes aǀeĐ SPE Ŷoƌŵale et statut IGHV ŶoŶ ŵutĠ d͛uŶe paƌt, et 
SPE aŶoƌŵale et statut IGHV ŵutĠ d͛autƌe paƌt). Dans le groupe SPE normale et statut IGHV 
muté, certains marqueurs de mauvais pronostic sont significativement sous-ƌepƌĠseŶtĠs. C͛est 
le cas du réarrangement IGHV3-21 (absent) et de la lymphocytose au diagnostic avec un seuil 
à 30 G/L.  

L͛utilisatioŶ de la SPE est iŶtĠƌessaŶte Đaƌ il s͛agit d͛uŶ eǆaŵeŶ gĠŶĠƌaleŵeŶt ƌĠalisĠ au 
diagŶostiĐ de la LLC, de faiďle Đoût et faĐileŵeŶt ƌĠalisaďle. MalgƌĠ l͛appaƌitioŶ de Ŷoŵďƌeuǆ 
marqueurs de mauvais pronostic et Ǉ Đoŵpƌis daŶs l͛ğƌe du sĠƋueŶçage haut dĠďit, uŶe 
électrophorèse des protéines sériques normale ;Đ͛est-à-dire immunoglobulines polyclonales 
sans hypogammaglobulinémie) au diagnostic demeure un marqueur indépendant de bon 
pƌoŶostiĐ, peƌŵettaŶt d͛ideŶtifieƌ des patients avec une LLC évoluant lentement et qui ne 
nécessiteront probablement jamais de traitement spécifique. 
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C- Article 2 : « Updates to « COV’COP » to easily detect CNVs in 

inherited and cancer diseases », manuscrit soumis dans 

Bioinformatics le 11/06/2018 et refusé le 18/06/2018, en 

attente de resoumission dans un autre journal 

1- Introduction 

Le logiciel Cov͛Cop a été mis au point par les Drs Paco Derouault et Anne-Sophie Lia (EA6308) 
afin de mettre en évidence les CNV dans des pathologies héréditaires606. Ce logiciel répond à 
uŶ ďesoiŶ pouƌ l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ des CNV à paƌtiƌ de doŶŶĠes issues de NGS avec librairies 
pƌĠpaƌĠes à paƌtiƌ de paŶels d͛aŵpliĐoŶs. En effet, de nombreux outils existent pour la 
détection de CNV par NGS mais sont pour la plupart développés pour des librairies préparées 
par capture et séquencées par technologie Illumina. Les contraintes et stratégies de 
normalisation sont différentes de celles nécessaires pour notre stratégie NGS (amplicons et 
technologie Ion Torrent). 

Nous avons voulu adapter l͛utilisatioŶ de Coǀ͛Cop à la détection des CNV dans des pathologies 
somatiques, en particulier dans la LLC pour laquelle nous devons répondre sur la présence ou 
non des principales anomalies (del(17p), del(11q), trisomie 12, del(13q)). Nous avons donc 
ĐollaďoƌĠ aǀeĐ l͛ĠƋuipe EAϲϯϬϴ pouƌ ŵettƌe au poiŶt uŶ paŶel de NGS pouvant permettre la 
détection des CNV avec le logiciel Cov͛Cop dans le cadre de pathologies lymphoïdes, ainsi 
Ƌu͛uŶ seĐoŶd paŶel ƌĠduit pouƌ la ƌeĐherche ciblée de mutation et de délétion de TP53 et 
d͛ATM. 

Nous aǀoŶs ĐoŶtƌiďuĠ à l͛aŵĠlioƌatioŶ du logiĐiel Cov͛Cop aǀeĐ l͛iŶtĠgƌatioŶ d͛uŶe iŶteƌfaĐe 
gƌaphiƋue et d͛aides ǀisuelles à la dĠteĐtioŶ autoŵatiƋue des CNV. Nous aǀoŶs paƌtiĐipĠ à son 
adaptation prenant en compte les spécificités relatives aux anomalies somatiques. En effet, 
les anomalies rencontrées peuvent être sous-clonales avec un pourcentage réduit de cellules 
porteuses. De plus, certains CNV tels que la del(13q) sont fréquents et peuvent induire un biais 
dans le calcul des ratios normalisés pour des puces comprenant un nombre limité de patients 
(7 à 8 échantillons par puce pour le panel lymphoïde étendu). Cette difficulté a nécessité 
l͛appliĐatioŶ d͛uŶe douďle ŶoƌŵalisatioŶ ;Ġlimination automatique des régions avec CNV dans 
le pƌoĐessus de ĐalĐul des ƌatios ŶoƌŵalisĠsͿ et l͛utilisatioŶ optioŶŶelle d͛uŶ ĠĐhaŶtilloŶ de 
référence validé pour ne présenter aucune anomalie de nombre (ADN témoin). Enfin, nous 
avons tenté de déterminer un seuil de sensibilité. Dans ce travail, certains gènes et régions 
chromosomiques ont été anonymisés pour protéger des données non encore publiées. 



204 

Jasmine CHAUZEIX | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 

 

2- Article  

 



205 

Jasmine CHAUZEIX | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 

 

 



206 

Jasmine CHAUZEIX | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 

 

 



207 

Jasmine CHAUZEIX | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 

 

 

 



208 

Jasmine CHAUZEIX | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 

 

3- Discussion 

Dans ce travail, nous avons activement ĐoŶtƌiďuĠ à l͛aŵĠlioƌatioŶ du logiĐiel Coǀ͛Cop pour la 
détection des CNV en génétique somatique des tumeurs. Par rapport aux maladies 
hĠƌĠditaiƌes, et à l͛eǆĐeptioŶ des Đas de ŵosaïƋue, la gĠŶĠtiƋue soŵatiƋue des tuŵeuƌs est 
directement impactée par le degƌĠ d͛iŶfiltƌatioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ ďiologiƋue paƌ les Đellules 
ĐaŶĐĠƌeuses. De plus, au seiŶ ŵġŵe d͛uŶe tuŵeuƌ, ĐeƌtaiŶes aŶoŵalies ŵolĠĐulaiƌes, doŶt les 
CNV, peuvent être sous-clonales. Ainsi, la question de la sensibilité de la méthode est capitale 
même si la puƌetĠ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ tuŵoƌal est ĠleǀĠe.  

Les seuils arbitraires du ratio normalisé appliqués pour la détection automatique d͛uŶe 
anomalie ;Đ͛est-à-dire ratio < 0,8 ou > 1,2) étaient déjà modifiables dans la première version 
publiée du logiciel. Dans cette version 2, des options basées sur des tests statistiques (et donc 
sans a priori) ont été intégrées pour faciliter et standardiser la détection de ces anomalies et 
leur interprétation. 

Une première aŵĠlioƌatioŶ a ĐoŶsistĠ eŶ l͛iŶtĠgƌatioŶ d͛uŶe visualisation graphique des 
résultats. En effet, dans la première version publiée, le logiciel générait à partir des 
couvertures obtenues, un ratio normalisé par amplicon. Selon le seuil de détection appliqué, 
les amplicons sortant des bornes (< 0,8 ou > 1,2)  étaient mis en évidence par surlignage en 
orange pour une délétion ou rouge pour une amplification (Figure 73 A). Il fallait donc faire 
défiler les résultats de tous les amplicons (ce qui, dans le cas de notre premier panel, 
ĐoƌƌespoŶd à uŶe taďle de plus de ϭϮϬϬ ligŶes et autaŶt de ĐoloŶŶes Ƌue d͛ĠĐhaŶtilloŶsͿ afin 
de visualiser les anomalies. Dans cette nouvelle version, un graphique est construit 
automatiquement pour chaque échantillon, représentant en ordonnée le ratio normalisé, et 
en abscisse les amplicons rangés par chromosome, séparés par des traits pointillés verticaux 
(Figure 73 B). Les gènes sont mis en évidence par un système de couleur. Il est également 
possiďle de sĠleĐtioŶŶeƌ suƌ le gƌaphiƋue uŶe zoŶe d͛iŶtĠƌġt ;gğŶe ou aŵpliĐoŶͿ, peƌŵettaŶt 
de voir directement le ratio normalisé en rapport. Le rendu de résultat consiste alors en un 
examen visuel rapide de la sortie graphique. 

 



209 

Jasmine CHAUZEIX | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 

 

 
Figure 73 : Captuƌe d’ĠĐƌaŶ du logiĐiel Cov’CopϮ montrant un eǆeŵple d’aŶalǇse d’uŶe puĐe 
comportant 5 patients 

Le rectangle rouge encadre les seuils arbitraires de détection choisis paƌ l’utilisateuƌ (ici < 0,8 ou > 

1,2). 

A- Tableau indiquant par amplicon (lignes) et par patient (colonne) les ratios normalisés obtenus par 

l’aŶalǇse du logiĐiel. Les ratios sortant des bornes sont mis en évidence par surlignage en orange 

pour une délétion ou rouge pour une amplification 

B- Représentation graphique produite par le logiciel CovCop représentant en abscisse les différents 

amplicons rangés par chromosomes, séparés par des traits pointillés verticaux, et en abscisse les 

ratios normalisés. ChaƋue poiŶt ƌepƌĠseŶte le ƌatio ŶoƌŵalisĠ d’uŶ aŵpliĐoŶ. Le Đode Đouleuƌ des 
points est le même que celui de la table numérique présentée en A. 

 

 

La visualisation graphique intègre également un score correspondant à la stabilité de chaque 
amplicon entre les différents échantillons. Ce score représente le pouƌĐeŶtage d͛ĠĐhaŶtilloŶs 
détectés comme anormaux dans la même analyse. Ceci permet la visualisation de régions mal 
amplifiées pouvant entraîner de faux positifs. Ce score est représenté sous le graphique par 
un système de couleurs (vert pour un bon score, et rouge pour un mauvais score) (Figure 74).  
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Figure 74 : VisualisatioŶ gƌaphiƋue du logiĐiel Cov’Cop2. Eǆeŵple de dĠteĐtioŶ d’aŵpliĐoŶs ŵal 
amplifiés. 

Un système de couleur en bas du graphique permet de visualiser la stabilité des amplicons entre les 

diffĠƌeŶts patieŶts de l’aŶalǇse (vert pour une bonne stabilité et rouge pour une mauvaise stabilité). 

IĐi, deuǆ aŵpliĐoŶs soŶt ĠliŵiŶĠs du gƌaphiƋue eŶ ƌaisoŶ d’uŶ sĐoƌe à Ϭ, et iŶdiƋuĠs eŶ ƌouge sous le 
graphique. 

 

Afin de faciliter la visualisation de certains CNV Ŷ͛affeĐtaŶt Ƌu͛uŶe faible proportion de 
cellules, une courbe de régression Loess a également été intégrée (Figure 75). 

 

 

Figure 75 : Exemple de visualisation graphiƋue fouƌŶie paƌ le logiĐiel Cov’Cop2 aveĐ iŶtĠgƌatioŶ d’uŶe 
courbe Loess en vert. 

A- Exemple de visualisation de la délétion du gène PMP22 : un pic inverse apparaît sur la courbe. 

B- Eǆeŵple de dĠlĠtioŶ d’uŶ Đhƌoŵosoŵe eŶtieƌ daŶs uŶe faiďle pƌopoƌtioŶ de Đellules ;ĠĐhaŶtilloŶ 
issu d’uŶe LLCͿ. La Đouƌďe Loess est sous la valeuƌ de ϭ pouƌ toute la ƌĠgioŶ ĐoŶĐeƌŶĠe et faĐilite la 
visualisation de cette délétion. 
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De plus, il est possible d͛appliƋueƌ l͛optioŶ « CUSUM (pour Cumulative Summary control) 
charts » pour faciliter la visualisation de CNV sous-ĐloŶauǆ. Il s͛agit d͛uŶ algoƌithŵe Ƌui ĐalĐule 
pour chaque chromosome la somme cumulative des déviations par rapport à la moyenne pour 
chaque patient. Les anomalies alors détectées sont surlignées en bleu pour une délétion et en 
violet pour une duplication (Figure 76).  

 

 

Figure 76 : VisualisatioŶ des gƌaphiƋues oďteŶus aveĐ le logiĐiel Cov’Cop2 en appliquant l’optioŶ 
« CUSUM chart ». 

A- Délétion du chromosome M, avec un ratio proche de 1, non mis en évidence par le logiciel par 

visualisation standard. 

B- L’optioŶ ͞CU“UM Đhaƌt͟ peƌŵet d’iŶdiƋueƌ la délétion du chromosome M en bleu. 

C- DupliĐatioŶ d’uŶ faiďle Ŷoŵďƌe d’aŵpliĐoŶs dans le gène 18, non mise en évidence par le logiciel 

par visualisation standard. 

D- L’optioŶ ͞CU“UM Đhaƌt͟ peƌŵet de ƌepĠƌeƌ la dupliĐatioŶ du gène 18 en violet. 

 

Une dernière option graphique permet de mettre en évidence la valeur moyenne des ratios 
normalisés pour chaque gène. Celle-ci est alors représentée par une ligne bleue et peut aider 
à l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ des CNV (Figure 77). 
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Figure 77 : RepƌĠseŶtatioŶ gƌaphiƋue aveĐ le logiĐiel Cov’Cop2 d’uŶe dupliĐatioŶ du gğŶe AAR“ aveĐ 
l’optioŶ de visualisatioŶ de la valeuƌ ŵoǇeŶŶe des ƌatios Ŷoƌŵalisés par gène. 

Dans ce cas, la valeur moyenne pour le gène AARS est de 1,46. 

 

Par ailleurs, la ŵĠthode de dĠteĐtioŶ des CNV a ĠtĠ ƌeǀue daŶs Đette ǀeƌsioŶ de Coǀ͛Cop. 
IŶitialeŵeŶt, le seuil de dĠteĐtioŶ d͛uŶe aŶoŵalie Ġtait dĠteƌŵiŶĠ paƌ l͛utilisateuƌ (cf. seuils 
arbitraires). CepeŶdaŶt, seloŶ les aŵpliĐoŶs, l͛appliĐatioŶ d͛uŶ seuil fiǆe Ŷ͛est pas optiŵale. 
Un z-score est maintenant calculé pour chaque amplicon (z-score = (Nombre de séquences 
lues normalisé – moyenne)/écart type). Celui-ci suit une loi normale. Le seuil de significativité 
a été fixé à une p-value=Ϭ,Ϭϭ. Toute ǀaleuƌ soƌtaŶt de l͛iŶteƌǀalle de ƌĠfĠƌeŶĐe est ĐoŶsidĠƌĠe 
Đoŵŵe aŶoƌŵale. Il ƌeste toutefois possiďle d͛appliƋueƌ uŶ seuil doŶŶĠ arbitraire comme dans 
la ǀeƌsioŶ iŶitiale de Coǀ͛Cop. En effet, cette méthode augmente la sensibilité et diminue la 
spĠĐifiĐitĠ de la dĠteĐtioŶ d͛uŶe aŶoŵalie.  

D͛autƌe paƌt, certaines anomalies peuvent être fréquentes dans une même puce et entraîner 
un biais dans le calcul du ratio normalisé. En effet, dans le cas de notre panel permettant le 
passage simultané de 7 à 8 échantillons par puces, il est arrivé que la moitié des patients soient 
poƌteuƌs d͛uŶe del;ϭϯƋͿ. Dans ce cas, le logiciel rendait parfois une duplication de cette région 
Đhez les patieŶts ŶoŶ poƌteuƌs de l͛aŶoŵalie et la seŶsiďilitĠ de dĠteĐtioŶ de la dĠlĠtioŶ Ġtait 
diminuée (Figure 78). Pour améliorer cela, une nouvelle étape de normalisation a été ajoutée 
(double normalisation). Celle-ci exclut du calcul les amplicons détectés comme anormaux à 
l͛issue de la pƌeŵiğƌe Ġtape de ŶoƌŵalisatioŶ.  
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Figure 78 : VisualisatioŶ des gƌaphiƋues oďteŶus aveĐ Cov’Cop aveĐ eŶ abscisse les régions 

chromosomiques et en ordonnée les ratios normalisés obtenus.  

Cas d’uŶe puĐe pouƌ laƋuelle la ŵoitiĠ des patieŶts soŶt poƌteuƌs de la ŵġŵe aŶoŵalie ;dĠlĠtioŶ du 

bras long du chromosome 13, noté E sur la figure). Les régions en jaunes sont détectées comme 

délétées par le logiciel. 

A- Graphique obtenu sans la normalisation en deux étapes pour le patient 1. Le logiciel met en 

évidence une fausse duplication au niveau du chromosome 13. 

B- L’appliĐatioŶ du ƌatio eŶ deuǆ Ġtapes aŵĠlioƌe la staďilitĠ de la régioŶ oďseƌvĠe aveĐ l’aďseŶĐe de 
déteĐtioŶ d’aŶoŵalie au Ŷiveau du Đhƌoŵosoŵe ϭϯ pour le patient 1. 

C- Graphique obtenu sans la normalisation en 2 étapes chez le patient 2 : 6 amplicons (sur 39) ne 

sont pas détectés comme délétés au niveau du chromosome 13. Le logiciel interprète la région 

comme porteuse de 3 CNV. 

D- L’appliĐatioŶ du ƌatio eŶ deuǆ Ġtapes peƌŵet d’aŵĠlioƌeƌ la dĠteĐtioŶ des aŵpliĐoŶs dĠlĠtĠs 
(seuls 3 amplicons sont considérés comme normaux), et un seul amplicon considéré comme normal 

Đoupe la ƌĠgioŶ d’iŶtĠƌġt. 

 

De plus, dans certains cas, le ƌatio ŶoƌŵalisĠ d͛un amplicon isolé au seiŶ d͛uŶe ƌĠgioŶ dĠlĠtĠe 
peut être non significatif, donnant comme résultat brut issu du logiciel deux délétions 
chromosomiques proches. Une option permet maintenant de fusionner ces régions si les 
amplicons non considérés comme délétés ont un z-score significatif au seuil de 0,05 (contre 
0,01 initialement) (Figure 79). 
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Figure 79 : Visualisation graphique à paƌtiƌ du logiĐiel Cov’Cop2 de la duplication du gène AARS. 

A- RepƌĠseŶtatioŶ gƌaphiƋue saŶs l’optioŶ permettant de fusionner les amplicons ayant un z-score 

significatif avec un p compris entre 0,01 et 0,05. Le logiciel détecte trois CNV différents. 

B- RepƌĠseŶtatioŶ gƌaphiƋue aveĐ l’optioŶ peƌŵettaŶt de fusioŶŶeƌ les aŵpliĐoŶs aǇaŶt uŶ z-score 

significatif avec un p compris entre 0,01 et 0,05. La duplication détectée inclut le gène AARS en 

entier. Les amplicons fusionnés par cette méthode sont distinguables par coloration en gris. 

 

Par ailleurs, l͛utilisateuƌ peut ŵaiŶteŶaŶt sélectionner manuellement des amplicons de 
référence pouƌ l͛aŶalǇse, ou à l͛iŶǀeƌse exclure certains amplicons. 

En application à la problématique des pathologies somatiques, il est possible au moment de 
laŶĐeƌ l͛aŶalǇse de dĠteƌŵiŶeƌ le ĐoŶteǆte soŵatiƋue ǀeƌsus geƌŵiŶal de dĠteĐtioŶ des CNV. 
Dans un contexte somatique, la détermination d͛uŶ ou plusieuƌs échantillons contrôles sains, 
seƌǀaŶt aloƌs de ƌĠfĠƌeŶĐe, est uŶe optioŶ iŶtĠgƌĠe au laŶĐeŵeŶt de l͛aŶalǇse. L͛appliĐatioŶ 
d͛uŶ seul ĐoŶtƌôle saiŶ paƌ puĐe est possiďle. L͛exemple d͛uŶe puce comportant 8 patients 
dont 5 présentent une del(13q) est présenté en Figure 80 : l͛assigŶatioŶ d͛uŶ ĐoŶtƌôle saiŶ 
permet de stabiliser la région 13q en évitant la détection de fausse duplication chez les sujets 
normaux, et en augmentant la sensibilité de détection de cette anomalie. 
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Figure 80 : VisualisatioŶ gƌaphiƋue à paƌtiƌ du logiĐiel Cov’CopϮ du chromosome 13 chez 3 patients. 

Cas d’uŶe puĐe ĐoŵpƌeŶaŶt ϴ patieŶts doŶt ϱ soŶt poƌteuƌs d’uŶe del;ϭϯƋͿ. 
A-  AvaŶt assigŶatioŶ d’uŶ ĐoŶtƌôle saiŶ, la del;ϭϯƋͿ Ŷ’est pas ideŶtifiĠe Đhez le patieŶt ϭ, elle est 
détectée chez le patient 2. Une fausse duplication est visualisée chez le patient 3 ne présentant pas 

d’aŶoŵalie au Ŷiveau du loĐus ϭϯƋ. 
B- Apƌğs assigŶatioŶ d’uŶ ĐoŶtƌôle saiŶ, la del;ϭϯƋͿ est détectée le patient 1. Le locus est stabilisé 

aveĐ l’aďseŶĐe de fausse dupliĐatioŶ ideŶtifiĠe Đhez le patieŶt ϯ. La del;ϭϯƋͿ du patieŶt Ϯ est ŵieuǆ 
visiďle aveĐ plus d’aŵpliĐoŶs sigŶifiĐativeŵeŶt touĐhĠs. 

Enfin, nous avons tenté de déterminer un seuil d͛iŶfiltration minimum par des cellules 
poƌteuses d͛uŶ CNV. Pour cela, une matrice de simulation a été générée pour la détection 
d͛uŶe dĠlĠtioŶ Đoŵplğte d͛uŶ gğŶe Đouǀeƌt paƌ ϴϬ aŵpliĐoŶs ;suƌ uŶ paŶel de ϮϯϵϰͿ. Celle-ci 
a été construite à partir des données de couverture obtenues avec une puce contenant 16 
patients. Le nombre de lectures en cas de délétion a été calculé de la façon suivante : ܴܵ�� = ܴܴ�� × ሺͳ − ሻݏ݁ݏݑ݁ݎéܿ݊�ܿ ݏ݁�ݑ��݁ܿ ݁݀ ݊݋�ݐݎ݋݌݋ݎ� +  ܴܴ�� ʹ⁄×  ݏ݁ݏݑ݁ݎéܿ݊�ܿ ݏ݁�ݑ��݁ܿ ݁݀ ݊݋�ݐݎ݋݌݋ݎ�
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avec SRCi, la valeur simulée de l͛aŵpliĐoŶ i, ‘‘Ci le Ŷoŵďƌe de leĐtuƌes de l͛aŵpliĐoŶ i et la 
proportion de cellules cancéreuses correspondant à la quantité relative de cellules porteuses 
de l͛aŶoŵalie ;ǀaleuƌ Đoŵprise entre 0 et 1, simulé par étapes de 0,1). Ce CNV était alors 
dĠteĐtaďle gƌâĐe à l͛optioŶ « CUSUM charts » pour une infiltration tumorale fixée à 15 % des 
cellules cancéreuses et apparaît clairement loƌsƋue l͛iŶfiltƌatioŶ atteiŶt 20 % (Figure 81). 
L͛utilisatioŶ isolĠe du z-score ne permet la détection de la délétion que lorsque 40 % des 
Đellules soŶt poƌteuses de l͛aŶoŵalie. EŶfiŶ, la dĠlĠtioŶ Ƌuasi-complète du gène (concernant 
67 amplicons sur 80) détectée par le z-sĐoƌe Ŷ͛est visible Ƌu͛à ϲϬ %. 

 

 

Figure 81 : VisualisatioŶ gƌaphiƋue aveĐ le logiĐiel Cov’Cop2 de la simulation de la délétioŶ d’uŶ gène 

(visualisé par un trait rouge-orangé sous les graphiques), avec différentes proportions de cellules 

contenant la délétion. 

L’optioŶ « CUSUM charts » (surlignage en bleu de la courbe) apparaît dès 15 à 20 % de cellules 

ĐoŶteŶaŶt l’aŶoŵalie. La dĠteĐtioŶ gƌâĐe au z-sĐoƌe appaƌaît à paƌtiƌ d’uŶe iŶfiltƌatioŶ à ϰϬ % de 

cellules cancéreuses. 

 

Ces données ont été confirmées expérimentalement à partir de nos résultats obtenus sur 
notre série de cas de LLC. Nous aǀoŶs Đhoisi d͛illustƌeƌ la seŶsiďilitĠ de la ŵĠthode eŶ 
comparant les profils de 5 patients présentant un clone avec délétion 11q (correspondant à 
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une dĠlĠtioŶ d͛ATM). La proportion du clone avait été précédemment évaluée par caryotype 
et/ou FISH. La dĠlĠtioŶ Ŷ͛est pas dĠteĐtĠe loƌsƋue l͛aŶoŵalie Ŷ͛est pƌĠseŶte Ƌue daŶs ϭϳ,ϱ % 
des Đellules. L͛optioŶ CUSUM Đhaƌts permet la détection pour une proportion de 19,5 % 
(Figure 82). 

 

 

Figure 82 : Visualisation graphique aveĐ le logiĐiel Cov’Cop2 de la délétion du gène 38 (soit ATM) 

chez différents patients présentant un infiltration clonale variant entre 0 et 100 % (estimation par 

caryotype et/ou FISH). 

L’optioŶ « CUSUM charts » peƌŵet la dĠteĐtioŶ de l’aŶoŵalie pouƌ uŶe pƌopoƌtioŶ de Đellules 
cancéreuses estimée à 19,5 % dans cet exemple. 

 

Dans cet exemple, le seuil de sensibilité de la technique a donc été démontré à 19,5 % pour 
cette cible. La méthode a été évaluée à plus large échelle sur la sĠƌie de ϴϮ patieŶts de l͛aƌtiĐle 
3 ainsi qu͛au Đouƌs de l͛Ġtude pƌospeĐtiǀe eŶ ƌoutiŶe diagŶostiƋue suƌ les ϭϮ deƌŶieƌs ŵois, 
soit environ 64 autres patients. Les résultats montrent Ƌue le seuil d͛iŶfiltƌatioŶ ŵiŶiŵuŵ 
détectable est dépendant de la qualité des librairies, de l͛effiĐaĐitĠ d͛aŵplifiĐatioŶ des 
amplicons (profondeur globale), du Ŷoŵďƌe d͛aŵpliĐoŶs ĐiďlaŶt la ƌĠgioŶ d͛iŶtĠƌġt et du 
Ŷoŵďƌe d͛ĠĐhaŶtilloŶs. Cette ǀalidatioŶ de l͛appƌoĐhe Coǀ͛Cop daŶs uŶe sĠƌie ƌĠelle de 
patients est, entre autre, discutée de façoŶ plus appƌofoŶdie daŶs l͛aƌtiĐle ϯ. 
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Au final, cette nouvelle version du logiciel fournit une visualisation rapide des résultats 
oďteŶus paƌ patieŶts. Des optioŶs d͛aide à l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ, eŶ paƌtiĐulieƌ pouƌ les aŶoŵalies 
sous-ĐloŶales, oŶt ĠtĠ iŶtĠgƌĠes. EŶfiŶ, l͛utilisatioŶ d͛uŶ ĐoŶtƌôle saiŶ daŶs la ƌeĐheƌĐhe 
d͛aŶoŵalies daŶs uŶ ĐoŶteǆte soŵatiƋue peƌŵet de Đoƌƌigeƌ les biais induits par des 
anomalies fréquentes au seiŶ d͛uŶe ŵġŵe puĐe. Ce logiciel est un outil performant pour la 
détection des CNV à partir de données de NGS basé sur des librairies par amplicons.  

  


