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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. 
Cepe da t, l utilisatio  de toutes es do es est pas e o e i t g e da s u  s o e 
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 t aite e t e  as d alt atio  de e g e. 

Notre é uipe s est i t ess e à l i pa t de la p se e d u  pi  o o lo al d isot pe IgM 
dans la leucémie lymphoïde chronique457. Nous avions rapporté un pronostic péjoratif associé 
à la p se e d u  pi  IgM o pa ati e e t à u e le t opho se des p ot i es s i ues 
normale, la p se e d u e h poga aglo uli ie ou d u  pi  IgG. 

Da s e t a ail, ous ous so es i t ess s à l i pa t p o osti ue de l le t opho se des 
protéines sériques (SPE) au diagnostic en comparant le statut normal versus anormal (que ce 
soit la p se e d u  pi  o o lo al ou d u e h poga aglo uli ie , da s l e du NGS, 
afin de déterminer si nous retrouvions un impact pronostique statistiquement indépendant 
des ou eau  a ueu s ol ulai es. L aut e i t t de l le t opho se des p ot i es 
sériques est sa facilité de réalisation et son moindre coût. De plus, cet examen est 
g ale e t alis  au diag osti  d u e LLC, p i ipale e t pou  d te te  u e 
hypogammaglobulinémie pouvant nécessiter une prise en charge spécifique. Nous avons ainsi 
sélectionné 112 patients pour lesquels nous disposions de matériel iologi ue et d u e 

le t opho se des p ot i es s i ues alis e au diag osti , est-à-di e au ou s de l a e 
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 
Bi et A  % , ta dis u u  stade Bi et plus a a  tait plus f équent en cas de SPE anormale 
(30 %). Nous a o s ega d  les patie ts o sid s o e sta les, est-à-di e a a t 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 sultats o t e t ue la p se e d u e électrophorèse des protéines sériques normale 
au diagnostic permet de distinguer les patients ayant une TFS significativement supérieure 
(TFS médiane non atteinte à 13 a s et p se e d u  plateau à pa ti  de ,  a s et  % de TFS 
cumulative versus une TFS médiane de 2,64 ans en cas de SPE anormale). L utilisatio  
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 
espe ti e e t pou  les g oupes a e  SPE o ale et statut IGHV o  ut  d u e pa t, et 

SPE a o ale et statut IGHV ut  d aut e pa t). Dans le groupe SPE normale et statut IGHV 
muté, certains marqueurs de mauvais pronostic sont significativement sous- ep se t s. C est 
le cas du réarrangement IGHV3-21 (absent) et de la lymphocytose au diagnostic avec un seuil 
à 30 G/L.  

L utilisatio  de la SPE est i t essa te a  il s agit d u  e a e  g ale e t alis  au 
diag osti  de la LLC, de fai le oût et fa ile e t alisa le. Malg  l appa itio  de o eu  
marqueurs de mauvais pronostic et  o p is da s l e du s ue çage haut d it, u e 
électrophorèse des protéines sériques normale est-à-dire immunoglobulines polyclonales 
sans hypogammaglobulinémie) au diagnostic demeure un marqueur indépendant de bon 
p o osti , pe etta t d ide tifie  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 héréditaires606. Ce logiciel répond à 
u  esoi  pou  l i te p tatio  des CNV à pa ti  de do es issues de NGS avec librairies 
p pa es à pa ti  de pa els d a pli o s. 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 l utilisatio  de Co Cop 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 
olla o  a e  l uipe EA  pou  ett e au poi t u  pa el de NGS pouvant permettre la 

détection des CNV avec le logiciel Cov Cop dans le cadre de pathologies lymphoïdes, ainsi 
u u  se o d pa el duit pou  la e herche ciblée de mutation et de délétion de TP53 et 

d ATM. 

Nous a o s o t i u  à l a lio atio  du logi iel Cov Cop a e  l i t g atio  d u e i te fa e 
g aphi ue et d aides isuelles à la d te tio  auto ati ue des CNV. Nous a o s pa ti ip  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 
l appli atio  d u e dou le o alisatio  limination automatique des régions avec CNV dans 
le p o essus de al ul des atios o alis s  et l utilisatio  optio elle d u  ha tillo  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. 
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3- Discussion 

Dans ce travail, nous avons activement o t i u  à l a lio atio  du logi iel Co Cop pour la 
détection des CNV en génétique somatique des tumeurs. Par rapport aux maladies 
h ditai es, et à l e eptio  des as de osaï ue, la g ti ue so ati ue des tu eu s est 
directement impactée par le deg  d i filt atio  de l ha tillo  iologi ue pa  les ellules 
a euses. De plus, au sei  e d u e tu eu , e tai es a o alies ol ulai es, do t les 

CNV, peuvent être sous-clonales. Ainsi, la question de la sensibilité de la méthode est capitale 
même si la pu et  de l ha tillo  tu o al est le e.  

Les seuils arbitraires du ratio normalisé appliqués pour la détection automatique d u e 
anomalie est-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 a lio atio  a o sist  e  l i t g atio  d u e 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, 
o espo d à u e ta le de plus de  lig es et auta t de olo es ue d ha tillo s  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 
possi le de s le tio e  su  le g aphi ue u e zo e d i t t g e ou a pli o , pe etta t 
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 : Captu e d’ a  du logi iel Cov’Cop  montrant un e e ple d’a al se d’u e pu e 
comportant 5 patients 

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

1,2). 

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

l’a al se du logi iel. 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. Cha ue poi t ep se te le atio o alis  d’u  a pli o . Le ode ouleu  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 pou e tage d ha tillo s 
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 : Visualisatio  g aphi ue du logi iel Cov’Cop2. E e ple de d te tio  d’a pli o s al 
amplifiés. 

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

diff e ts patie ts de l’a al se (vert pour une bonne stabilité et rouge pour une mauvaise stabilité). 

I i, deu  a pli o s so t li i s du g aphi ue e  aiso  d’u  s o e à , et i di u s e  ouge sous le 
graphique. 

 

Afin de faciliter la visualisation de certains CNV affe ta t u u e faible proportion de 
cellules, une courbe de régression Loess a également été intégrée (Figure 75). 

 

 

Figure 75 : Exemple de visualisation graphi ue fou ie pa  le logi iel Cov’Cop2 ave  i t g atio  d’u e 
courbe Loess en vert. 

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

B- E e ple de d l tio  d’u  h o oso e e tie  da s u e fai le p opo tio  de ellules ha tillo  
issu d’u e LLC . La ou e Loess est sous la valeu  de  pou  toute la gio  o e e et fa ilite la 
visualisation de cette délétion. 
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De plus, il est possible d appli ue  l optio  « CUSUM (pour Cumulative Summary control) 
charts » pour faciliter la visualisation de CNV sous- lo au . Il s agit d u  algo ith e ui al ule 
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 : Visualisatio  des g aphi ues o te us ave  le logi iel Cov’Cop2 en appliquant l’optio  
« 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’optio  CU“UM ha t  pe et d’i di ue  la délétion du chromosome M en bleu. 

C- Dupli atio  d’u  fai le o e d’a pli o s dans le gène 18, non mise en évidence par le logiciel 

par visualisation standard. 

D- L’optio  CU“UM ha t  pe et de ep e  la dupli atio  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 l i te p tatio  des CNV (Figure 77). 
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Figure 77 : Rep se tatio  g aphi ue ave  le logi iel Cov’Cop2 d’u e dupli atio  du g e AAR“ ave  
l’optio  de visualisatio  de la valeu  o e e des atios o alisés par gène. 

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

 

Par ailleurs, la thode de d te tio  des CNV a t  e ue da s ette e sio  de Co Cop. 
I itiale e t, le seuil de d te tio  d u e a o alie tait d te i  pa  l utilisateu  (cf. seuils 
arbitraires). Cepe da t, selo  les a pli o s, l appli atio  d u  seuil fi e est pas opti ale. 
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= , . Toute aleu  so ta t de l i te alle de f e e est o sid e 
o e a o ale. Il este toutefois possi le d appli ue  u  seuil do  arbitraire comme dans 

la e sio  i itiale de Co Cop. En effet, cette méthode augmente la sensibilité et diminue la 
sp ifi it  de la d te tio  d u e a o alie.  

D aut e pa t, 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 
po teu s d u e del . Dans ce cas, le logiciel rendait parfois une duplication de cette région 
hez les patie ts o  po teu s de l a o alie et la se si ilit  de d te tio  de la d l tio  tait 

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 
l issue de la p e i e tape de o alisatio .  
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Figure 78 : Visualisatio  des g aphi ues o te us ave  Cov’Cop ave  e  abscisse les régions 

chromosomiques et en ordonnée les ratios normalisés obtenus.  

Cas d’u e pu e pou  la uelle la oiti  des patie ts so t po teu s de la e a o alie d l tio  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’appli atio  du atio e  deu  tapes a lio e la sta ilit  de la régio  o se v e ave  l’a se e de 
déte tio  d’a o alie au iveau du h o oso e  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’appli atio  du atio e  deu  tapes pe et d’a lio e  la d te tio  des a pli o s d l t s 
(seuls 3 amplicons sont considérés comme normaux), et un seul amplicon considéré comme normal 

oupe la gio  d’i t t. 

 

De plus, dans certains cas, le atio o alis  d un amplicon isolé au sei  d u e gio  d l t e 
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 pa ti  du logi iel Cov’Cop2 de la duplication du gène AARS. 

A- Rep se tatio  g aphi ue sa s l’optio  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- Rep se tatio  g aphi ue ave  l’optio  pe etta t de fusio e  les a pli o s a a t u  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, l utilisateu  peut ai te a t sélectionner manuellement des amplicons de 
référence pou  l a al se, ou à l i e se exclure certains amplicons. 

En application à la problématique des pathologies somatiques, il est possible au moment de 
la e  l a al se de d te i e  le o te te so ati ue e sus ge i al de d te tio  des CNV. 
Dans un contexte somatique, la détermination d u  ou plusieu s échantillons contrôles sains, 
se a t alo s de f e e, est u e optio  i t g e au la e e t de l a al se. L appli atio  
d u  seul o t ôle sai  pa  pu e est possi le. L exemple d u e puce comportant 8 patients 
dont 5 présentent une del(13q) est présenté en Figure 80 : l assig atio  d u  o t ôle sai  
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 : Visualisatio  g aphi ue à pa ti  du logi iel Cov’Cop  du chromosome 13 chez 3 patients. 

Cas d’u e pu e o p e a t  patie ts do t  so t po teu s d’u e del . 
A-  Ava t assig atio  d’u  o t ôle sai , la del  ’est pas ide tifi e hez le patie t , elle est 
détectée chez le patient 2. Une fausse duplication est visualisée chez le patient 3 ne présentant pas 

d’a o alie au iveau du lo us . 
B- Ap s assig atio  d’u  o t ôle sai , la del  est détectée le patient 1. Le locus est stabilisé 

ave  l’a se e de fausse dupli atio  ide tifi e hez le patie t . La del  du patie t  est ieu  
visi le ave  plus d’a pli o s sig ifi ative e t tou h s. 

Enfin, nous avons tenté de déterminer un seuil d i filtration minimum par des cellules 
po teuses d u  CNV. Pour cela, une matrice de simulation a été générée pour la détection 
d u e d l tio  o pl te d u  g e ou e t pa   a pli o s su  u  pa el de . 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 : �� = �� × − � �   �� �  � é +  ��⁄× � �   �� �  � é  
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avec SRCi, la valeur simulée de l a pli o  i, ‘‘Ci le o e de le tu es de l a pli o  i et la 
proportion de cellules cancéreuses correspondant à la quantité relative de cellules porteuses 
de l a o alie aleu  o prise entre 0 et 1, simulé par étapes de 0,1). Ce CNV était alors 
d te ta le g â e à l optio  « CUSUM charts » pour une infiltration tumorale fixée à 15 % des 
cellules cancéreuses et apparaît clairement lo s ue l i filt atio  attei t 20 % (Figure 81). 
L utilisatio  isol e du z-score ne permet la détection de la délétion que lorsque 40 % des 
ellules so t po teuses de l a o alie. E fi , la d l tio  uasi-complète du gène (concernant 

67 amplicons sur 80) détectée par le z-s o e est visible u à  %. 

 

 

Figure 81 : Visualisatio  g aphi ue ave  le logi iel Cov’Cop2 de la simulation de la délétio  d’u  gène 

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

contenant la délétion. 

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

o te a t l’a o alie. La d te tio  g â e au z-s o e appa aît à pa ti  d’u e i filt atio  à  % de 

cellules cancéreuses. 

 

Ces données ont été confirmées expérimentalement à partir de nos résultats obtenus sur 
notre série de cas de LLC. Nous a o s hoisi d illust e  la se si ilit  de la thode e  
comparant les profils de 5 patients présentant un clone avec délétion 11q (correspondant à 
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une d l tio  d ATM). La proportion du clone avait été précédemment évaluée par caryotype 
et/ou FISH. La d l tio  est pas d te t e lo s ue l a o alie est p se te ue da s ,  % 
des ellules. L optio  CUSUM ha ts permet la détection pour une proportion de 19,5 % 
(Figure 82). 

 

 

Figure 82 : Visualisation graphique ave  le logi iel 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’optio  « CUSUM charts » pe et la d te tio  de l’a o alie pou  u e p opo tio  de ellules 
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 s ie de  patie ts de l a ti le 
3 ainsi qu au ou s de l tude p ospe ti e e  outi e diag osti ue su  les  de ie s ois, 
soit environ 64 autres patients. Les résultats montrent ue le seuil d i filt atio  i i u  
détectable est dépendant de la qualité des librairies, de l effi a it  d a plifi atio  des 
amplicons (profondeur globale), du o e d a pli o s i la t la gio  d i t t et du 

o e d ha tillo s. Cette alidatio  de l app o he Co Cop da s u e s ie elle de 
patients est, entre autre, discutée de faço  plus app ofo die da s l a ti le . 
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Au final, cette nouvelle version du logiciel fournit une visualisation rapide des résultats 
o te us pa  patie ts. Des optio s d aide à l i te p tatio , e  pa ti ulie  pou  les a o alies 
sous- lo ales, o t t  i t g es. E fi , l utilisatio  d u  o t ôle sai  da s la e he he 
d a o alies da s u  o te te so ati ue pe et de o ige  les biais induits par des 
anomalies fréquentes au sei  d u e e pu e. Ce logiciel est un outil performant pour la 
détection des CNV à partir de données de NGS basé sur des librairies par amplicons.  

  


