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1- Introduction

La leucémie lymphoide chronique est une maladie tres hétérogene du point de vue clinique
et biologique. Le développement des techniques moléculaires a haut débit a permis de mettre
en évidence de nombreuses mutations pouvant avoir un impact pronostique dans la LLC.
Cependant, l'utilisation de toutes ces données n’est pas encore intégrée dans un score
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 traitement en cas d’altération de ce gene.

Notre équipe s’est intéressée a I'impact de la présence d’un pic monoclonal d’isotype IgM
dans la leucémie lymphoide chronique®”. Nous avions rapporté un pronostic péjoratif associé
a la présence d’un pic IgM comparativement a une électrophorése des protéines sériques
normale, la présence d’une hypogammaglobulinémie ou d’un pic IgG.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a I'impact pronostique de I'électrophorése des
protéines sériques (SPE) au diagnostic en comparant le statut normal versus anormal (que ce
soit la présence d’un pic monoclonal ou d’une hypogammaglobulinémie), dans I'ére du NGS,
afin de déterminer si nous retrouvions un impact pronostique statistiquement indépendant
des nouveaux marqueurs moléculaires. L'autre intérét de I'électrophorése des protéines
sériques est sa facilité de réalisation et son moindre co(t. De plus, cet examen est
généralement réalisé au diagnostic d’une LLC, principalement pour détecter une
hypogammaglobulinémie pouvant nécessiter une prise en charge spécifique. Nous avons ainsi
sélectionné 112 patients pour lesquels nous disposions de matériel biologique et d'une
électrophorese des protéines sériques réalisée au diagnostic, c’est-a-dire au cours de I'année
du diagnostic et avant tout traitement de la LLC. Nous avons étudié les principales anomalies
moléculaires décrites, a 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.
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Introduction

Abstract

More than 35 years after the Binet classification, there is still a need for simple
prognostic markers in chronic lymphocytic leukemia (CLL). Here, we studied
the treatment-free survival (TFS) impact of normal serum protein electrophoresis
(SPE) at diagnosis. One hundred twelve patients with CLL were analyzed. The
main prognostic factors (Binet stage; lymphocytosis; IGHV mutation status;
TPs3, SF3B1, NOTCH]I, and BIRC3 mutations; and cytogenetic abnormalities)
were studied. The frequendies of IGHV mutation status, cytogenetic abnormali-
ties, and TP53, SF3B1, NOTCHI, and BIRC3 mutations were not significantly
different between normal and abnormal SPE. Normal SPE was associated with
Binet stage A, nonprogressive disease for 6 months, lymphocytosis below 30 G/L,
and the absence of the IGHV3-21 gene rearrangement which is associated with
poor prognosis. The TFS of patients with normal SPE was significantly longer
than that of patients with abnormal SPE (log-rank test: P = 0.0015, with 51%
untreated patients at 5.6 years and a perfect plateau afterward vs. @ median
TFS at 2.64 years for abnormal SPE with no plateau). Multivariate analysis
using two different Cox models and bootstrapping showed that normal SPE
was an independent good prognostic marker for either Binet stage, lymphocy-
tosis, or IGHV mutation status. TFS was further increased when both normal
SPE and mutated IGHV were present (log-rank test: P = 0.008, median not
reached, plateau at 5.6 years and 66% untreated patients). A comparison with
other prognostic markers suggested that normal SPE could reflect slowly ad-
vancing CLL disease. Altogether, our results show that a combination of normal
SPE and mutated IGHV genes defines a subgroup of patients with CLL who
evolve very slowly and who might never need treatment.

infiltration of bone marrow and secondary lymphoid organs
[1, 2]. Diagnosis requires flow cytometry immunopheno-

Chronic lymphocytic leukemia (CLL), the most frequent
indolent B-cell cancer with blood passage of tumor cells
in the elderly in western countries, is characterized by a
lymphocytosis exceeding five G/L comprising small cir-
culating monomorphic round B lymphocytes, with constant

© 2018 The Authors. Cancer Modicine publishad by John Wiley & Sons Lid.

typing of cells, usually based on the Matutes-Moreau
score, which combines the expression of CD5 and CD23,
weak surface membrane immunoglobulin levels and weak
or absent FMC7, CD22, or CD7% expression. CLL is
typically characterized by a Matutes score of 4 or 5 [3,
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4]. Diisease progression is heterogeneous with overall sur-
vival (05) ranging from a few years to decades.

Because some patients with CLL may have a life expec-
tancy as long as healthy subjects of the same age without
treatment while others will rapidly evolve, it has been
recognized for a long time that finding reliable prognostic
factors is necessary. The first and most universal clinical
and hiological predictive tools are the Binet and Rai stag-
ing systems that predict the dinical course [3, 6]. For
example, patients with Binet Stage A CLL exhibit good
treatment-free survival (TE5), with a life expectancy dlose
to that of healthy subjects of the same age. However, it
is well known that the progression of these patients is
rather heterogeneous [7].

Almost twenty vears after the publication of Binet and
Rai stages, Damle et al. [8]. and Hamblin et al. [9]. showed
that a greater than two percent mutation rate of the vari-
able rearranged region of the immunoglobulin heavy chain
gene (IGHV) predicts good overall survival of patients
with CLL. In the early 2000s, various cytogenetic prog-
nostic markers were identified, including isolated del(13q),
which predicts very good overall survival, and del(17p),
which is reliably associated with resistance to fludarabine.
High-throughput sequencing of the CLL genetic landscape
revealed several new gene mutations associated with a
poor prognosis. For example, NOTCH] is associated with
Richter syndrome, and the SF3B] mutation also scems
to predict fludarabine resistance [10]. Most of these genetic
markers are in fact predictive of more rapid disease pro-
gression, treatment resistance, or transformation, and very
few of them identify patients who will never need to be
treated. Mutated IGHY and the deletion of the long arm
of chromoseme 13 (del(13q}} may be the only markers
that predict prolonged TFS [11-14].

To assess the cytogenetic and mutational status of CLL,
each case requires high levels of technical and medical
expertise, and the precess is time consuming and costly
[15]. Te circumvent these difficulties, various other bio-
logical parameters, such as serum soluble CD23, CD38,
and ZAP70 expressions, have been reported as prognostic
markers [16]. However, as exemplified for antibodies
detecting ZAF70, published reagents and/or methods for
the detection and quantification of these markers are rather
diverse [17]. To date, these markers are rarely used in
the rowtine staging and follow-up of patients with CLL.

Universal biological analyses prescribed for the initial
staging of patients with CLL include serum protein elec-
trophoresis (SPE). SPE detects either hypogammaglobu-
linemia, which is supposed to predict infection risk [18]
and is likely to be related to tumor burden [19], or
immunoglobulin peaks. The prevalence rates of hypogam-
maglobulinemia and monoclonal paraprotein are 25% [20]
and 11% [21], respectively. The dinical significance of
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abnormal serum protein electrophoresis has been previ-
vusly studied, showing a worse prognosis in the presence
of serum paraprotein [19, 22]. The impact of hypogam-
maglobulinemia is controversial regarding either infection
risk, TES, or 05 [20. 23. 24]. As most publications only
report on the significance of hypogammaglobulinemia or
the monoclonal component alone, the prognostic value
of a normal gamma globulin serum profile (normal SPE)
per se has not been reported.

Here, we studied the correlation of normal SPE with
TF5 and its relationship with other variables (Binet Stage,
biological parameters, and genetic characteristics). We
found that normal 5PE is an independent good prognostic
variahle and that the combination of normal 5PE and
mutated [GHV genes predicts patients with excellent TFS
who are likely to have very slowly progressing CLL and
who will never need treatment after diagnosis.

Materials and Methods

Patients

‘We analyzed 112 samples from patients with typical CLL,
diagnosed between 2004 and 2016, and 93% were diag-
nosed between 2004 and 2012, By flow ortometry, their
Matutes score was 4 or 5 in all cases. Inclusion criteria
were based on the availability of biologic samples and
concomitant serum protein electrophoresis with immu-
nofixation electrophoresis when a2 peak was detected.
Normal concentrations of gamma globulin ranged from
6 gl to 11 g/L. The threshold for peak detection was
I g/L of monoclonal immunoglobulin. Patients were clas-
sified according to the Binet Stage, nonprogressive’pro-
gressive disease (known stable disease for 6 months or
not), the Rossi score, and their IGHY mutation status.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from peripheral blood mono-
nuclear cells wsing the QlAamp DNA Blood Mini Kit
{(Yiagen, Venlo, the MNetherlands) according to the manu-
facturer's instructions.

Sequencing of SF2E1, NOTCH1, TP53, and
BIRC3

Patients were first screened for mutations in SF3E1 exons
14, 15, 16, and 18 (NM_012433), NOTCHI exon 34
(NM_017617), and BIRC3 exons 6 to 9 {NM_001165) by
Sanger sequencing (BigDye Terminator cycle kit {Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA) and ABI PRISM 3130xl
Genetic Analyzer) after amplification of 50 ng genomic
DNA. Sequences were analyzed with the Mutation Surveyor

& 2013 The futhors. Cancer Medicine publishad by lohn Wilsy & Sons Led.
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Table 1. Patient charactenstics at diagnosis (mean = standard devtation 1s given for age, lymphocytosis, hemoglobin, and piatelet counts).

Total {n=112) Normal SPE (n = 49) Abnormal SPE (n = 63) p
Sex Men: 63.5% (n = 65) Men: 63.3% (n=31) Men: 58.7% (n =37} NS
Women: 36.5% Women: 36.7% Women: 41,3% (n = 26)
{n=38) (n=18)
Age (years) 66.6 + 105 6572105 67.3£105 NS
Sinet
Stage A 813% (n=91) 95.9% (n=47) 69.8% (n = 44) ¥ test: P=0.001
Stage 8 152%{n=17) 20%h=1) 25.4% (n = 16)
Staga C 36%(h=4) 20%{h=1) 48%(n=3)
Nonprogressive disaase for 79.5% (n =89) 98.0% (n = 48) 65.1% (h=41) 2 test: P < 0.0001
6 months after diagnoss
IGHV gene mutation {M-CLL) 59.5% (n = 66) 61.2% (n = 30) 58.1% (n =36) NS
Lymphocytoss (GA) 3284636 1822133 4412825 NS
Lymphocytoss 30 GAL* 25.9% (n=29) 143%(n=7) 345% (n=22) ftest P=0.017
Hemoglobin (g/dl) 137218 141215 13520 NS
Platelets (G1) 21222877 228.1 £89.1 199.7 + 1845 NS
Cytogenatic
del17p) 0.9% (n=1) 21%;h=1) 0.0% (n=0) NS
dell11g) 11.7% {n=13) 83% (=4 143%(n=9)
Trisomy 12 155% (=17 104% (n=5) 19.4% (n=12)
Isolated del(13q) 288% (n=32) 327% (=18 258% (n=16)
Mutations
NOTCHT 8.9% (n=10) 12.2% n =6} 63% (n=4) NS
SF381 11.6% (n=13) 6.1%(n=3) 15.9% (n =10}
P53 71%(h=8) 4.1%(n=2) 95% (n=8)
BRC 27%(h=3 20%(n=1) 32%(n=2)
Log-rank test, P=0.0015 Ion AmpliSeq Library kit 2.0 (Thermo Fischer Scientific)

Normal SPE (n = 48]

Abnormal SPE (n«63)

Y T T T T

o 2 4 6 B 0 12
Treatment-free survival (years)
Median TFS
Normal SPE: Not reached
Abnormal SPE: 2.64 years

Figure 1. Kaplan-Meyer curves for treatment-free survival according to
SPE status.

DNA Analysis Software V4.0 (SoftGenetics, State College,
PA). Patients not screened by Sanger sequencing were
assayed by high-throughput sequencing (HTS) (Proton,
lon Torrent), using a panel that targeted the same regions.
The TP33 gene was analyzed by HTS in all cases. The

panels were designed on the AmpliSeq designer platform
(www.ampliseq.com). Libraries were constructed using the

© 2018 The Authors. Cancer Maditine published by John Wiey & Scrs Lid.
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according to the manufacturer’s instructions. Variants were
filtered to retain exonic mutations and to obtain a pre-
diction score of pathogenesis by SIFT and/or CADD posi-
tive or unknown on both scores. Known mutations were
identified by querying the COSMIC, 1000 genomes, and
dbSNP databases.

Immunoglobulin gene sequence analysis

Amplification of V, D, and | rearranged genes was per-
formed using the Biomed-2 strategy with FRI and FR2
primers as previously described. Sequence analysis of VDJ
segments was performed as previously described [25].

Cytogenetics

Conventional cytogenetic and fluorescence in situ hybridi-
zation were performed according to conventional proce-
dures. Quantitative multiplex PCR of short fluorescent
fragment (QMPSF) was performed as described elsewhere
[26].

Flow cytometry

Multiparametric flow cytometry analysis was performed
on heparinized blood samples as described elsewhere [27].
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Statistics

The chi-square test was used to evaluate the difference
between categorical covariates for the SPE subgroups. A
lymphocytosis threshold of 30 G/L was used as determined
previously [28]. The effects of demographics (age and
sex), Binet stage, lymphocytosis, genetics (IGHV mutation
status, 5F3B1, and NOTCHI mutations), cytogenetics
(trisomy 12, del{11q), del(13g). and del(17p)), and serum
parameter (SPE subgroups) covariates on treatment-free
survival {TFS) were examined using the Cox proporticnal
harard model [29]. Briefly, each covariate was first tested
in univariate analysis. All significant covariates with a
P-value below 0.20 after univariate analysis were included
simultanecusly in the multivariate model. The significance
of variables in the final model was tested by a backward
stepwise process using the likelihood ratio to evaluate
the effect of omitting variables. The stability of the final
model was validated by performing 1000 bootstrap
samples.

Results

To study the significance of normal serum protein elec-
trophoresis in CLL, a series of 112 patients was selected.
Their clinical and biological characteristics are shown in
Table 1. Among them, 45 (44%) had a normal SPE in
the year of diagnosis, and 63 (56%) had an abnormal
SPE (hypogammaglobulinemia: 24%; gamma globulin peak:
3M%). These two groups of patients with CLL were com-
parable in terms of age and sex. as well as hemoglobin
concentrations and platelet counts.

Regarding the Binet stages of the patients, 39 of 41
patients {96%) with normal SPE were Binet stage A, while
19 of the 63 (30%) patients with abnormal SPE were
Binet stage B or C (Table 1, P = 0.001, chi-square test).
Monprogressive CLL (known stable disease for 6 months)
was found in 98% of patients with normal SPE (48/45),
while 65% (41/63) of the patients with abnormal SPE
had stable disease (P = 2 % 1075, chi-square test). The
number of patients with lymphocytosis above 30 G/L at
diagnosis was significantly lower in patients with normal
SPE (14.3% in normal 5PE vs. 34.9% in abnormal 5PE,
Student’s ¢ test: P = 0.017) (Table 1)

With a threshold of a 2% mutation rate, the number
of patients with mutated {M-CLL) or unmutated {UM-
CLL) IGHV genes was comparable between normal and
abnormal SPE (Table 1). Analysis of the IGHV gene rep-
ertoire was performed for IGHV gene rearrangements with
a frequency over 3% among all patients with CLL of this
serigs. Patients with a normal SPE exhibited significantly
increased usage of IGHVI-2. In contrast, the rearrange-
ment of the IGHV3-21 segment, associated with a poor

Jasmine CHAUZEIX | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018
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Tahle 2. Cox univariate anatysts of TFS.

HR LTl Lu Pvalua

Blnat stage

Binat staga A (n=121) 1.00

Binet stage B in=17)  21.44 101 456  <0.0001

Binet staga C (n=4) 4297 112 1646 <0.0001
Lymphocytosts

<30 GA [n =83} 1.00

230 G in =29) 4.12 244 696 <0.0001
IGHY mutation status

M-CLL b0 = 66) 1.00

UM-CLL [ = 45} 248 143 4.13 0.0005
Hemaglobén

=10 gL (n = 108) 1.00

<10 ghdL {n =3) 1437 314 6591 00006
SPE group

Koemal SPE {n = 43) 1.00

Abnormall SPE (v =&3) 241 142 4.10 0.001
Ross's scoee

Wiery Low or Low 1.00
n =655}
Intermedizte or high 2.08B 125 345 0.005
(n=41)
SF3B1 status
SF3E1 wikd bype 1.00
in =209
SF3E1 mutation 228 1.18 442 0014
{n=13)
Cytogenetics
Wormal FISH or QMPSF 1.00
{n=47
tsolated dek13Ng14) 0.45 024 D.as 0.010
in=32
oel11g}{n=13) 215 1.05 440 0036
Trisomy 12 {n=17) 162 0.85 307 0.4
peli17piin =11 273 037 1986 032
Platelet count
%100 GA {n = 105} 1.00
<100 GAL {n = &) 236 0.5 656  0.099

HR, hazard ratio; LTI, lower confidence intenal; UCK, upper confidenca
Intenval; Pvalue, probability that the hazrd ratio = 1 {null hypothesis).
Texduded orteria because of low numbers.

prognosis, was overrepresented in patients with abnormal
SPE and was completely absent in patients with normal
SPE (Fig. S1).

The BIRC3 and NOTCHI mutation rates were low and
compareble between patients with normal and abnormal
SPE (Table 1). Although not significant, the SF3B] muta-
tion rate was lower in patients with normal SPE (6% vs
16% for abnormal 5PE, log-rank test: P = 0.11). There
were no differences for del(1lq), trisomy 12, or isolated
del{13q) (Table 1). The number of patients with del(17p)
was too low to draw any conclusion.

We then studied TFS according to SPE. Patients with
normal SPE had a significantly increased TFS. with a
median that was not statistically reached. The plateau

© 2018 The Authors. Cancor Madicine publishod by kohn Wilkey & Sans Led.
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£
E w3 = m I I; wc_’designed. The first m_odd induded the Eim“{. stage,
H - W = b i = Rossi's score, IGHV muation status, lymphocytosis, and
; 3 o E SPE status, and the second model separated all biological
= = o @ o 0 w £ criteria. Bootstrapping showed the stability of both models.
! g g - - - - I MNormal SPE was an independent variable in both. Other
g % 3 % independent variables included the Binet stage, Rossi’s score,
< E 2 " 26id 80 BN EBR E and lymphocytosis for the first model, and IGHY mutation
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had comparable and shorter TFS (median TFS at 3.96 years
and 3.91 years, respectively, Fig. 2). The group with
abnormal SPE and unmutated IGHV genes had a very
short TFS (median TFS = 0.40 years). If restricted to
the B4 patients with both stage A and stable CLL, the
TFS curves of patients with normal and abnormal SPE
were parallel for the first 2.6 years However, a plateau
was reached at 5.6 years only for patients with normal
5PE and mutated IGHV pgenes (Fig. 544). Indeed, among
patients with mutated IGHV genes, the TF5 curves of
those with normal or abnormal SPE were clearly separated
if the starting time point was translated from 0 to 2.6 years
(Fig. S4B).

MNormal 5PE had no correlation with the TFS of patients
with isolated delil3q) (very low-risk Ross's score. Fig.
55A) but was correlated with the significantly improved
TFS of all other patients of Rossi's model (Fig. 55B and
C). Moreover, even though their numbers were low, patients
with normal SPE, mutated IGHV genes, and isolated
del(13q) together had much longer TFS than the others
(log-rank test: P = 0.0295, Fig. 56).

Altogether, our results suggest that the combination of
normal SPE with mutated IGHV genes identifies patients
with a very dowly evolving CLL, and even though isolated
del(13q) was not selected after multivariate analysis, its
presence is likely to be an additional favorable
parameter.

Discussion

In this study, we showed that normal 5PE is an inde-
pendent good prognostic marker per se that predicts longer
TF5 in CLL, but most importantly, the combination of
normal 3PE and mutated IGHV genes defines a subgroup
of patients with excellent TF5.

CLL has a highly variable natural course with overall
survival ranging from a few years to several decades. As
very well described by Binet and Rai [5, 6]. the difficulty
for the physician is to correctly predict disease evolution
as it has a strong impact on patient medical care. It is
remarkable that their scoring systems, based on a few
simple clinical and biological parameters defined more
than 30 years ago, are still valid and have not been sup-
planted by any of the “new” markers published after these
princeps papers. Facing this plethora of markers, the cur-
rent tendency is to search for simplicity [30-32]. In that
context, the Binet and Rai scoring systems are stll the
keystones of CLL staging at diagnosis. Additionally, only
IGHV mutation status and del(17pTP53 mutations are
currently recommended to predict CLL progression and
resistance to therapeutics [30, 31, 33].

Despite this apparent simplicity, within each group and
mainly within good prognosis groups (Binet stage A or
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Rai stage 0-I), patient progression is rather heterogeneous.
Most of the other markers proposed in CLL staging are
associated with poor prognosis when present. In other
words, the absence of the marker is not inevitably associ-
ated with the absence of disease progression. IGHV muta-
tion status and chromosome 13 abnormalities are thus
particular as it is the presence of somatic mutations in
the variable regions of the immunoglobulin heavy chain
genes or the presence of isolated del(13q) that predicts
favorable evolution [13]. Our results show that combining
5PE results and IGHV mutation status improves the power
of predicting a favorable disease course as the presence
of normal 5PE plus mutated IGHV genes is associated
with very long TFS. Of note, even if the number of patients
in this series was too low to form a firm conclusion, the
presence of these two criteria combined with the presence
of isolated del(13q) tended to define an even better prog-
nsis group.

Hamblin et al. [9]. and Opezzo et al. [34]. have
proposed that CLL with mutated IGHV genes could
be a different disease with a more indolent course.
Normal 5PE appeared to be an independent parameter
to predict longer TF5 and was associated with Binet
stage A. For mutated IGHV genes. the presence of
normal S5PE could also reflect a more indolent natural
history. Supporting this hypothesis is the fact that vari-
ous poor prognostic markers, such as the short-term
evolution of the disease, lymphocytosis over 30 G/L,
or the IGHV3-21 gene rearrangement. were almost
always absent in patients with normal 5PE. Based on
their excellent TF5, patients with CLL harboring both
normal S5PE and mutated IGHY status might never
require any specific treatment.
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online version of this article:

Figure 51. IGHV repertoire-Cinly IGHV gene rearrange-
ments with a frequency over five percent of the whole
series are shown {Chi® test P = 0,021 for IGHV1-2 and
P = 0.0095 for IGHV3-21)

Figure 52. Kaplan Meyer curves for treatment-free sur-
vival for normal 5PE, hypogammaglobulinemia and mono-
clonal peak.

Figure 53. Kaplan Meyer curves for treatment-free sur-
vival according to IGHV mutation status

Figure 4. Kaplan Meyer curves for treatment-free survival
{A) restricted to patients with non-progressive CLL for
ti months and Binet stage A, according to 5PE and IGHY
mutation status. (B) Restricted to patients with non-
progressive CLL for 6 months, Binet stage A and mutated
IGHV status, according to SPE, starting at 2.6 years).

Figure 55. Kaplan Meyer curves for treatment-free survival
according to SPE status and Rossi's score (A: very good Rossi's
score. B good Rossi's score. C: Intermediate Rossi's soore).

Figure 56. Kaplan Meyer curves for treatment-free survival
for CLL patients with mutated IGHV genes, normal 3PE
and isolated del(13q) versus other patients of this whole series.
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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
Binet A (96 %), tandis qu’un stade Binet plus avancé était plus fréquent en cas de SPE anormale
(30 %). Nous avons regardé les patients considérés comme stables, c’est-a-dire n’ayant pas
nécessité de traitement dans les 6 mois apres le diagnostic : la proportion de patients stables
était significativement plus importante en cas de SPE normale (98 % versus 65 %).

Nos résultats montrent que la présence d’une électrophorese des protéines sériques normale
au diagnostic permet de distinguer les patients ayant une TFS significativement supérieure
(TFS médiane non atteinte a 13 ans et présence d’un plateau a partir de 5,6 ans et 51 % de TFS
cumulative versus une TFS médiane de 2,64 ans en cas de SPE anormale). L'utilisation
conjointe du statut mutationnel IGHV permet la détection de patients atteints de LLC ayant
une TFS particulierement longue (médiane de survie non atteinte a 13 ans, avec un plateau a
partir de 5,6 ans et 66 % de TFS cumulative, versus des TFS médianes de 3,96 et 3,91 ans
respectivement pour les groupes avec SPE normale et statut IGHV non muté d’une part, et
SPE anormale et statut IGHV muté d’autre part). Dans le groupe SPE normale et statut IGHV
muté, certains marqueurs de mauvais pronostic sont significativement sous-représentés. C'est
le cas du réarrangement IGHV3-21 (absent) et de la lymphocytose au diagnostic avec un seuil
a30G/L.

L'utilisation de la SPE est intéressante car il s’agit d’'un examen généralement réalisé au
diagnostic de la LLC, de faible co(t et facilement réalisable. Malgré |'apparition de nombreux
marqueurs de mauvais pronostic et y compris dans I'ére du séquencage haut débit, une
électrophorese des protéines sériques normale (c’est-a-dire immunoglobulines polyclonales
sans hypogammaglobulinémie) au diagnostic demeure un marqueur indépendant de bon
pronostic, permettant d’identifier 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 Cov’'Cop 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 héréditaires®°®. Ce logiciel répond a
un besoin pour l'interprétation des CNV a partir de données issues de NGS avec librairies
préparées a partir de panels d’amplicons. 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 lllumina. Les contraintes et stratégies de
normalisation sont différentes de celles nécessaires pour notre stratégie NGS (amplicons et
technologie lon Torrent).

Nous avons voulu adapter I'utilisation de Cov’Cop a 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
collaboré avec I'équipe EA6308 pour mettre au point un panel de NGS pouvant permettre la
détection des CNV avec le logiciel Cov’'Cop dans le cadre de pathologies lymphoides, ainsi
gu’un second panel réduit pour la recherche ciblée de mutation et de délétion de TP53 et
d’ATM.

Nous avons contribué a I'amélioration du logiciel Cov’'Cop avec l'intégration d’une interface
graphique et d’aides visuelles a la détection automatique des CNV. Nous avons participé a son
adaptation prenant en compte les spécificités relatives aux anomalies somatiques. En effet,
les anomalies rencontrées peuvent étre 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 a 8 échantillons par puce pour le panel lymphoide étendu). Cette difficulté a nécessité
I'application d’une double normalisation (élimination automatique des régions avec CNV dans
le processus de calcul des ratios normalisés) et |'utilisation optionnelle d’un échantillon 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 genes et régions
chromosomiques ont été anonymisés pour protéger des données non encore publiées.
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8 Abstract
2 Cov'Cop 2 is a new major version of the Cov'Cop software for CNY's detection among amplicons
30 sequencing data. New original features are provided in order to maximize CNY's detection. All the first
31 steps of correction and normalization are identical in Cov’Cop 1 and 2. However, in this new version,
32 three major new implementations are present. Firstly, we added a new CNY calling algorithm, hased
33 on the z-score, that automatically defines the deletion and duplication thresholds. Secondly, we opfi-
34 mized Cov'Cop so that it can detect deletion or duplication events from cancer data with a low ratio of
35 cancer cells among healthy cells, especially by using control samples. Finally, we improved the user-
36 friendly graphics interface by developing a new interactive visualization, sfrongly maximizing results
37 interpretation.
38 Availability: hitps: (gt unilim.frimerilp02/CovCop2/
39 Contact: anne-sophie_lia@unilim.fr
40 Supplementary information: Supplementary data are available at Biginformaotics online.
41
42
:_i it can detect deletion or duplication events from cancer datz with a low

2 1ztio of cancer cells among healthy cells, especially by using control

45 4 Mnoetian samples (data sefs described in supplementary data 1). Finally, we im-
46 In order to help molecular geneticists to quickly identify CNVs re- proved the friendly graphics interface by developing a new interac-
47 spensible for whented diceases amonz Amplicons Sequencmz data tive visuzlization, greatly maximizing results mterpretation.
48 generated by NGS5, we designed a user-fnendly tool “Cov'Cop”
49 (Derouanlt e af. 2017). Using the raw-read-count (FRC) value of each
50 amplicon (provided as a coverage file for sach mn by the sequencer), it 2 New features
51 simultanecusly analyzes all the patients using 2 two-stage alzomthm
52 confaming comection and normahzation levels to give a score for each - o : ..

amplicon. Theorstical score of 1 15 the normal case whale low (<0.5) or 1 CNV detection algorithm
53 hegh (1.5} values respectively reveal deletions or duplications.
54 Here, we propose 3 new major update to Con'Cop with a new CNV 211 Z-zcore-based CNV detection : “Z-detection™
55 calling algonthm, based on the z-score, that aufomatically defines the Cov'Cop | considered an amplicon deleted or duplicated according to
56 deletion and duplication thresholds. Also, we optimezed Cov'Cop so that thresholds defined by the user. A new CHV detection algonthm based
57
58
59
60
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on the z-score, has been implemented m Cov’'Cop 2. For each amplicen,
the z-score is calculated from all the values of a patient. The z-score
following 2 standard nermal distnbution, we fixed for both delefion and
duplication events 2 threshold comesponding to 2 sizmificance level of
0.01 wath one-tailed test. Thus, a negative z-score with a p-value = 0.01
indicates a deleted amplicon, while a positive z-score with a p-value =
0.01 states a duplicated amphcon. This algorithm awtomatically deter-
mines the best deletion and duphication thresholds baszed on the vanabil-
ity of a patient's data. We estimated the sensitraty of this new algonthm
to be around 91% and the specificity around 96% (see supplementary
data 2).

P B Trwo-stages ratio to optimize CNV: detection

The last normalization step of Cov’Cop 1 consisted in a ratie of stand-
ardized patient values that gives a theoretical value equal to 1 for 2 gene
present in two copies, 0.5 for a deletion event and 1.5 for a duplication.
In Cov'Cop 2, we optimuzed thiz detection by adding 2 new step: once
the first retio 15 caleulated and firt CNV detection is performed, a
second ratio 15 caleulated excluding the amplicens located mside the
firstly detected CMNVs, and the final CHNV detection 15 realized. This
approach 1= used to mprove standardization i regions where a zame
CNV event 15 present In many patents (see supplementary data 3).

213 Merging CNVs

To reduce the impact of false negative amplicons on CNV detection,
we added 3 “merge” option 1n Cov'Cop 2. If twe CHW areas, located on
the same chromosome, are disjointed by only one amplicon wath 2 =-
seore duphicated or deleted at 2 sigmficance level of 0.05, Cov'Cop 2
will then merge the two CNV areas to point out easily this global CHV
(zee supplementary data 4).

214 Reference amplicons selection or exeluszion

For the neemahzation step, Cov'Cop | and 2 salect a zet of amplicons,
which are the most stable ones among the pattents of 3 run. These ampl-
cons are used to nommalize the values of the other amplicons. In
Cov'Cop 2, the user can indicate specific amplicons to use for this
normzhization step (See supplementary data 5). Inversely, Cov'Cop 2
Zives also the opporfunity fo exclude mamally some amplicon data for
the last ratio step of normalizations (See supplementary data 5).

2.2 CNV calling from cancer data
227 Control zamples

In Cov’Cop 1, one patient was compared to all the other ones for
CNVs callmg and nsers did not have the poszibility to choose any control
samples as reference. Cov'Cop 2 allows it, if the user wishes to. In such
a case, in the last rato normalization step, for each amplicon, the median
of controls zamples is caleulated. Then for each patient. the amphcon
values are divided by the median caleulated for the conrols. Pracheally,
Cov'Cop 2 can be run with only one control sample but more control
samples will improve the result.

222 Cancer cell proportion

A cancer tissue zample may contam both healthy cells and cancer cells
at the same fime. This propertion may mpact on the detection of TNV,
Simulated and real data demonstrate that Cov'Cop 2 1= able to detect

caneer CNV's in samples containing as low as 19% of cancer cells (see
supplementary data 7).

2.3 1D interactive visualization

Upgrade in visual presentation of the results 15 a strong new feature of
Cov'Cop 2. We added an mteractive 20 visuzlization for each patient
{Figme 1). The amplicons are represented by dots on the top of thewr
chromosomal posifions on the x-axis, and the y-axs commesponds to ther
normalized values. Users can interzctively zoom m on specific rezons
and navigate between data. Several information described below have
also been 2dded on the graph

231 Local regression curve

To optmuze visual TNV detection, we inhoduced the poszibility to
display regreszion curves on the presented chart. We chose to mplement
the Loess local regression algonithm (Cleveland, 1979) to visualize samly
a sudden change (See supplementary data 6.1).

232 CUSTUM charts

For some data such 25 cancer or mosaic ones, a sample may contain at
the zame tme “normal” and deleted’duphicated cells. The dale-
tion/duplication detecton efficiency depends then on the proportion of
deleted 'duplicated cells compared to nomal cells and the nermahzed
values can be close to 1. CNVs will be then wery difficult to detect.
Consequently to be able to observe a shght increase or decrease mn
values, we added the vimal method named CUmulative SUMmary
conirol chart (CUSUM) (Page, 1954). (see supplementary data 6.2).

A

Figure 1: Visualization of Cov'Cep 2. A — General view. Each dot cor-
responds to an amplicon. The grey color indicates a “normal” vale
while 2 red or orange dot states 2 duplicated and deleted amplicon re-
spectively. The red rectangle comesponds to the duplication of a region.
B — Zoom on the duplicated region (PMP22).

3  Conclusion

Cov'Cop 2 offers 2 wide range of new features to interpret data from
amplicon sequencing to detect CHWVs. This tool works on data generated
from lon Desizmer (Life Techologies, CA. USA) but alse from the
Dhumanz DesignSadie (Muming Ine., San Dhego, CA, USA). The user-
friendly interface asseciated with owr new 2D visualization facilitates
data exploration and manipulation allowing to process complex analyses
such as those from cancer data. Cov'Cop 2 also offers to export the
results m VCF format (Dlanecek ef al, 2011} or graphical output for
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) publications. It can also now be used in conmand line mode to be mte-

4 grated in various pipelines (see supplementary data 8).
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3- Discussion

Dans ce travail, nous avons activement contribué a 'amélioration du logiciel Cov’Cop pour la
détection des CNV en génétique somatique des tumeurs. Par rapport aux maladies
héréditaires, et a I'exception des cas de mosaique, la génétique somatique des tumeurs est
directement impactée par le degré d’infiltration de I’échantillon biologique par les cellules
cancéreuses. De plus, au sein méme d’une tumeur, certaines anomalies moléculaires, dont les
CNV, peuvent étre sous-clonales. Ainsi, la question de la sensibilité de la méthode est capitale
méme si la pureté de I’échantillon tumoral est élevée.

Les seuils arbitraires du ratio normalisé appliqués pour la détection automatique d’une
anomalie (c’est-a-dire ratio < 0,8 ou > 1,2) étaient déja modifiables dans la premiére 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 premiére amélioration a consisté en l'intégration d’une visualisation graphique des
résultats. En effet, dans la premiere version publiée, le logiciel générait a 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,
correspond a une table de plus de 1200 lignes et autant de colonnes que d’échantillons) 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 genes sont mis en évidence par un systéme de couleur. Il est également
possible de sélectionner sur le graphique une zone d’intérét (géne ou amplicon), permettant
de voir directement le ratio normalisé en rapport. Le rendu de résultat consiste alors en un
examen visuel rapide de la sortie graphique.
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Figure 73 : Capture d’écran du logiciel Cov’Cop2 montrant un exemple d’analyse d’une puce
comportant 5 patients

Le rectangle rouge encadre les seuils arbitraires de détection choisis par I'utilisateur (ici < 0,8 ou >
1,2).

A- Tableau indiquant par amplicon (lignes) et par patient (colonne) les ratios normalisés obtenus par
I’analyse du logiciel. 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. Chaque point représente le ratio normalisé d’'un amplicon. Le code couleur des
points est le méme que celui de la table numérique présentée en A.

La visualisation graphique integre également un score correspondant a la stabilité de chaque
amplicon entre les différents échantillons. Ce score représente le pourcentage d’échantillons
détectés comme anormaux dans la méme analyse. Ceci permet la visualisation de régions mal
amplifiées pouvant entrainer de faux positifs. Ce score est représenté sous le graphique par
un systeme de couleurs (vert pour un bon score, et rouge pour un mauvais score) (Figure 74).
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Figure 74 : Visualisation graphique du logiciel Cov’'Cop2. Exemple de détection d’amplicons mal
amplifiés.

Un systéme de couleur en bas du graphique permet de visualiser la stabilité des amplicons entre les
différents patients de I’analyse (vert pour une bonne stabilité et rouge pour une mauvaise stabilité).
Ici, deux amplicons sont éliminés du graphique en raison d’un score a 0, et indiqués en rouge sous le
graphique.

Afin de faciliter la visualisation de certains CNV n’affectant qu’une faible proportion de
cellules, une courbe de régression Loess a également été intégrée (Figure 75).
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Figure 75 : Exemple de visualisation graphique fournie par le logiciel Cov’Cop2 avec intégration d’une
courbe Loess en vert.

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

B- Exemple de délétion d’un chromosome entier dans une faible proportion de cellules (échantillon
issu d’une LLC). La courbe Loess est sous la valeur de 1 pour toute la région concernée et facilite la
visualisation de cette délétion.
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De plus, il est possible d’appliquer I'option « CUSUM (pour Cumulative Summary control)
charts » pour faciliter la visualisation de CNV sous-clonaux. Il s’agit d’un algorithme qui calcule
pour chaque chromosome la somme cumulative des déviations par rapport a la moyenne pour
chaque patient. Les anomalies alors détectées sont surlignées en bleu pour une délétion et en
violet pour une duplication (Figure 76).
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Figure 76 : Visualisation des graphiques obtenus avec le logiciel Cov’Cop2 en appliquant I'option
« 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’option “CUSUM chart” permet d’indiquer la délétion du chromosome M en bleu.

C- Duplication d’un faible nombre d’amplicons dans le géne 18, non mise en évidence par le logiciel
par visualisation standard.

D- L'option “CUSUM chart” permet de repérer la duplication du géne 18 en violet.

Une derniére option graphique permet de mettre en évidence la valeur moyenne des ratios
normalisés pour chaque géne. Celle-ci est alors représentée par une ligne bleue et peut aider
a l'interprétation des CNV (Figure 77).
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Figure 77 : Représentation graphique avec le logiciel Cov’'Cop2 d’une duplication du géne AARS avec
I’option de visualisation de la valeur moyenne des ratios normalisés par géne.
Dans ce cas, la valeur moyenne pour le géne AARS est de 1,46.

Par ailleurs, la méthode de détection des CNV a été revue dans cette version de Cov’Cop.
Initialement, le seuil de détection d’une anomalie était déterminé par I'utilisateur (cf. seuils
arbitraires). Cependant, selon les amplicons, I'application d’un seuil fixe n’est pas optimale.
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 a une p-value=0,01. Toute valeur sortant de l'intervalle de référence est considérée
comme anormale. |l reste toutefois possible d’appliquer un seuil donné arbitraire comme dans
la version initiale de Cov’Cop. En effet, cette méthode augmente la sensibilité et diminue la
spécificité de la détection d’une anomalie.

D’autre part, certaines anomalies peuvent étre fréquentes dans une méme puce et entrainer
un biais dans le calcul du ratio normalisé. En effet, dans le cas de notre panel permettant le
passage simultané de 7 a 8 échantillons par puces, il est arrivé que la moitié des patients soient
porteurs d’'une del(13q). Dans ce cas, le logiciel rendait parfois une duplication de cette région
chez les patients non porteurs de I'anomalie et la sensibilité de détection de la délétion était
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 a
I'issue de la premiére étape de normalisation.
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Figure 78 : Visualisation des graphiques obtenus avec Cov’'Cop avec en abscisse les régions
chromosomiques et en ordonnée les ratios normalisés obtenus.

Cas d’une puce pour laquelle la moitié des patients sont porteurs de la méme anomalie (délétion 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’application du ratio en deux étapes améliore la stabilité de la région observée avec I’absence de
détection d’anomalie au niveau du chromosome 13 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 interpréte la région
comme porteuse de 3 CNV.

D- L’application du ratio en deux étapes permet d’améliorer la détection des amplicons délétés
(seuls 3 amplicons sont considérés comme normaux), et un seul amplicon considéré comme normal
coupe la région d’intérét.

De plus, dans certains cas, le ratio normalisé d’un amplicon isolé au sein d’'une région délétée
peut étre 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 a partir du logiciel Cov’Cop2 de la duplication du géne AARS.

A- Représentation graphique sans I'option 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- Représentation graphique avec I'option permettant de fusionner les amplicons ayant un z-score
significatif avec un p compris entre 0,01 et 0,05. La duplication détectée inclut le géne AARS en
entier. Les amplicons fusionnés par cette méthode sont distinguables par coloration en gris.

Par ailleurs, l'utilisateur peut maintenant sélectionner manuellement des amplicons de
référence pour I'analyse, ou a 'inverse exclure certains amplicons.

En application a la problématique des pathologies somatiques, il est possible au moment de
lancer I'analyse de déterminer le contexte somatique versus germinal de détection des CNV.
Dans un contexte somatique, la détermination d’un ou plusieurs échantillons contrdles sains,
servant alors de référence, est une option intégrée au lancement de I'analyse. L'application
d’un seul controle sain par puce est possible. L'exemple d’'une puce comportant 8 patients
dont 5 présentent une del(13q) est présenté en Figure 80 : I'assignation d’un contréle sain
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 : Visualisation graphique a partir du logiciel Cov’Cop2 du chromosome 13 chez 3 patients.
Cas d’une puce comprenant 8 patients dont 5 sont porteurs d’une del(13q).

A- Avant assignation d’un controdle sain, la del(13q) n’est pas identifiée chez le patient 1, elle est
détectée chez le patient 2. Une fausse duplication est visualisée chez le patient 3 ne présentant pas
d’anomalie au niveau du locus 13q.

B- Apres assignation d’un contréle sain, la del(13q) est détectée le patient 1. Le locus est stabilisé
avec I'absence de fausse duplication identifiée chez le patient 3. La del(13q) du patient 2 est mieux
visible avec plus d’amplicons significativement touchés.

Enfin, nous avons tenté de déterminer un seuil d’infiltration minimum par des cellules
porteuses d’un CNV. Pour cela, une matrice de simulation a été générée pour la détection
d’une délétion complete d’'un géne couvert par 80 amplicons (sur un panel de 2394). Celle-ci
a été construite a 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 fagon suivante :

SRC; = RRC; X (1 — Proportion de cellules cancéreuses) + RRCi/Z
X Proportion de cellules cancéreuses
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avec SRCi, la valeur simulée de I'amplicon i, RRCi le nombre de lectures de I'amplicon i et la
proportion de cellules cancéreuses correspondant a la quantité relative de cellules porteuses
de I'anomalie (valeur comprise entre 0 et 1, simulé par étapes de 0,1). Ce CNV était alors
détectable grace a I'option « CUSUM charts » pour une infiltration tumorale fixée a 15 % des
cellules cancéreuses et apparait clairement lorsque l'infiltration atteint 20 % (Figure 81).
L'utilisation isolée du z-score ne permet la détection de la délétion que lorsque 40 % des
cellules sont porteuses de 'anomalie. Enfin, la délétion quasi-compléete du gene (concernant
67 amplicons sur 80) détectée par le z-score n’est visible qu’a 60 %.
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Figure 81 : Visualisation graphique avec le logiciel Cov’Cop2 de la simulation de la délétion d’un géne
(visualisé par un trait rouge-orangé sous les graphiques), avec différentes proportions de cellules
contenant la délétion.

L'option « CUSUM charts » (surlignage en bleu de la courbe) apparait dés 15 a 20 % de cellules
contenant I'anomalie. La détection grace au z-score apparait a partir d’une infiltration a 40 % de
cellules cancéreuses.

Ces données ont été confirmées expérimentalement a partir de nos résultats obtenus sur
notre série de cas de LLC. Nous avons choisi d’illustrer la sensibilité de la méthode en
comparant les profils de 5 patients présentant un clone avec délétion 11q (correspondant a
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une délétion d’ATM). La proportion du clone avait été précédemment évaluée par caryotype
et/ou FISH. La délétion n’est pas détectée lorsque I'anomalie n’est présente que dans 17,5 %
des cellules. L'option CUSUM charts permet la détection pour une proportion de 19,5 %
(Figure 82).
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Figure 82 : Visualisation graphique avec le logiciel Cov’Cop2 de la délétion du géne 38 (soit ATM)
chez différents patients présentant un infiltration clonale variant entre 0 et 100 % (estimation par
caryotype et/ou FISH).

L'option « CUSUM charts » permet la détection de I'anomalie pour une proportion de cellules
cancéreuses estimée a 19,5 % dans cet exemple.

Dans cet exemple, le seuil de sensibilité de la technique a donc été démontré a 19,5 % pour
cette cible. La méthode a été évaluée a plus large échelle sur la série de 82 patients de I'article
3 ainsi qu’au cours de I'étude prospective en routine diagnostique sur les 12 derniers mois,
soit environ 64 autres patients. Les résultats montrent que le seuil d’infiltration minimum
détectable est dépendant de la qualité des librairies, de I'efficacité d’amplification des
amplicons (profondeur globale), du nombre d’amplicons ciblant la région d’intérét et du
nombre d’échantillons. Cette validation de I'approche Cov'Cop dans une série réelle de
patients est, entre autre, discutée de facon plus approfondie dans I'article 3.
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Au final, cette nouvelle version du logiciel fournit une visualisation rapide des résultats
obtenus par patients. Des options d’aide a I'interprétation, en particulier pour les anomalies
sous-clonales, ont été intégrées. Enfin, I'utilisation d’'un contréle sain dans la recherche
d’anomalies dans un contexte somatique permet de corriger les biais induits par des
anomalies fréquentes au sein d’'une méme puce. Ce logiciel est un outil performant pour la
détection des CNV a partir de données de NGS basé sur des librairies par amplicons.
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