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RÉSUMÉ

Français 

Développement d’outils bioinformatiques pour l’analyse de
l’ADN tumoral libre circulant des lymphomes

En France, le lymphome est le 6e cancer le plus fréquent avec chaque année  environ  15

000 nouveaux cas diagnostiqués et près de 4 500 décès. Derrière cette maladie se cache en

réalité  une  très  grande  hétérogénéité  tant  sur  le  plan  clinique  que  phénotypique.  Le

développement des approches d’immunohistochimie, de cytogénétique et l’avènement récent

des séquenceurs de nouvelle génération  permettent une caractérisation toujours plus précise

de  cette  maladie  via  la  quantification  de  plusieurs  biomarqueurs  à  partir  de  la  tumeur.

L’intégration de ces différentes sources de données a permis une meilleure classification des

lymphomes aujourd’hui scindés en plusieurs dizaines d’entités distinctes.

Le concept de biopsie liquide, qui regroupe un ensemble d’examens réalisés à partir de

fluides biologiques tels que le plasma, est devenu un enjeu majeur de ces dernières années. La

biopsie liquide, en permettant une détection non invasive des biomarqueurs issus de la tumeur

à différents temps de la prise en charge du patient, permet de suivre l’évolution de la maladie

et pourrait permettre à plus ou moins moyen terme de proposer aux patients le bon diagnostic,

le bon traitement et au bon moment de la maladie via le développement des thérapies ciblées.

Les  travaux  de  ce  mémoire  visent  à  présenter  les  différents  développements

bioinformatiques  menés afin  de mieux caractériser  les biopsies  liquides  par séquençage à

haut-débit.  Différents  algorithmes,  intégrant  ou  non  des  barcodes  moléculaires,  seront

détaillés  et  associés  à  des  exemples  d’application  en  conditions  réelles.  Un  état  de  l’art

antérieur au développement des nouveaux outils sera présenté et leurs limites seront discutées.

Mots-clés Lymphome, Biopsie Liquide, Séquençage de nouvelle génération
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Anglais 

Development of new bioinformatics algorithms for the
analysis of cell-free DNA for the management of lymphoma

Lymphoma is the sixth most common cancer in France with 15,000 new cases diagnosed

and 4,500 deaths each year. Lymphomas are very heterogeneous diseases both in clinical and

phenotypic  aspects.  The  development  of  immunohistochemistry,  cytogenetics  and more

recently next generation technologies gives a more precise picture of this disease by allowing

the measure of several biological parameters from the tumor tissue to guide the diagnosis. The

integration of these different data sources allows a better classification of lymphomas which

are today divided into several dozen distinct entities in the last WHO classification.

The concept of liquid biopsy, which consists in  extracting  a set of biological  features no

longer from the tumor but from biological fluids such as plasma, has become a major research

axis. Liquid biopsy allows to extract biological parameters from the tumor tissue of origin at

different stages of the disease to help with disease monitoring or to adapt treatments in case of

relapse for example. 

The present work consisted in developing new bioinformatics algorithms to improve the

analysis  of  lymphoma  cell-free  DNA  samples  using  various  high-throughput  sequencing

technologies. Unique molecular barcodes combined with the use of these new algorithms will

be  discussed.  Each  new  program will  be  put  into  perspective  with  previously  published

algorithms.

Keywords Lymphoma, Liquid biopsy, Next-generation sequencing technologies

Laboratoire d’accueil

INSERM 1245  - Equipe 2 - Génomique des lymphomes et des tumeurs et le

développement de marqueurs personnalisés du cancer
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AVANT PROPOS

Le  présent  mémoire  vise  à  détailler  l’ensemble  des  travaux  réalisés  autour  du

développement  de  nouvelles  approches  bioinformatiques  pour  l’analyse  de  données  de

séquençage à haut-débit (NGS) dans des échantillons d’ADN tumoral circulant de patients

atteints de lymphome. 

Nous  reviendrons  dans  un  premier  temps  sur  une  description  des  dernières  avancées

concernant  le  diagnostic  du  lymphome  et  la  nécessité  grandissante  d’intégrer  différentes

sources de données moléculaires hétérogènes afin d’en préciser le sous-type. Ce mémoire sera

l’occasion  de  présenter  l’évolution  de  la  biologie  moléculaire  dans  les  laboratoires  de

diagnostic  depuis  les  premières  techniques  de séquençage jusqu’à  l’avènement  récent  des

technologies de séquençage à haut-débit. Le fonctionnement des deux principales plateformes

de  séquençage  sera  présenté  de  manière  exhaustive  depuis  les  signaux  d’acquisition  des

séquenceurs jusqu’au traitement bioinformatique des données en passant par l’étape cruciale

de préparation des librairies. Enfin, le concept de biopsie liquide sera introduit et remis en

perspective dans le cadre des lymphomes.

Dans un second temps, nous présenterons les différents développements bioinformatiques

ayant  conduit  à  la  publication  de  nouveaux  algorithmes  pour  améliorer  le  traitement  des

données  de  séquençage  avec  plus  de  précision  dans  le  contexte  des  biopsies  liquides :

LowVarFreq et UMI-VarCall, deux outils dédiés à la détection des variants ; mCNA visant à

améliorer la qualité de détection des remaniements du nombre de copies de gène ; et enfin

UMI-Gen,  un  simulateur  de  données  de  séquençage  intégrant  des  barcodes  moléculaires.

Chacun des algorithmes sera remis en perspective vis à vis des autres outils disponibles dans

la  littérature  et  détaillé de  manière  exhaustive.  Des  exemples  d’application  sur  des

échantillons de biopsie liquide seront présentés.

Enfin, ce mémoire sera l’occasion de discuter des perspectives de la biopsie liquide dans la

prise en charge des patients atteints de lymphomes dans les années à venir et du chemin qu’il

reste à parcourir tant sur le plan technologique que bioinformatique pour y parvenir.
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I. INTRODUCTION 

Ce chapitre vise à introduire les différents concepts en lien les travaux menés dans le cadre

de cette thèse.

Nous présenterons les différents concepts associés aux cancers des cellules sanguines et de

leurs précurseurs appelés hémopathies malignes. Nous nous concentrerons en particulier sur

les  hémopathies  impactant  des  cellules  immunitaires  appelées  lymphocytes,  ou  globules

blancs,  pour lesquelles  des échantillons  ont été  analysés.  Ces lymphocytes  peuvent  être  à

l’origine  de  l’apparition  de  cancers  appelés  lymphomes.  Nous  nous  intéresserons  plus

particulièrement d’une part à un sous-type de lymphome non-hodgkinien (LNH) que sont les

lymphomes B diffus à grandes cellules et d’autre part au lymphome de Hodgkin (LH). Nous

introduirons  pour  chacune  de  ces  entités  les  principaux  outils  utilisés  au  diagnostic.  Les

analyses  morphologiques,  immunohistochimiques,  génétiques  et  transcriptomiques  sur  du

matériel biologique provenant de la tumeur des patients sont aujourd’hui autant de sources de

données utilisées au diagnostic afin de caractériser au mieux cette maladie très hétérogène.

Ce chapitre sera aussi l’occasion de présenter l’évolution des technologies de séquençage

depuis la chimie Sanger et les séquenceurs de première génération jusqu’au développement

plus récent des séquenceurs de nouvelle génération. Le fonctionnement des deux principales

technologies  de  séquençage  à  haut-débit  sera  détaillé  ainsi  que  l’étape  cruciale  pré-

séquençage de préparation des librairies.

 Si la  prise en charge des patients  reposait  jusqu’à présent,  sur le plan de la  biologie,

principalement  sur  l’analyse  des  biomarqueurs  identifiés  dans  la  tumeur  à  la  suite  d’une

biopsie,  le  concept  de  « biopsie  liquide »  est  un  domaine  de  la  recherche  qui  semble

particulièrement prometteur et intéressant dans les années à venir. Il regroupe un ensemble

d’examens biologiques réalisés non plus sur une biopsie mais à partir d’un fluide biologique

comme un échantillon  sanguin  ou  encore  l’urine  du patient.  Nous détaillerons  dans  cette

introduction les différentes applications possibles de l’analyse de ces biopsies liquides, leurs

caractéristiques et les méthodes d’analyse applicables dans le contexte des lymphomes.
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A. Hétérogénéité des lymphomes

A.1. Généralités

En France, le lymphome est le 6e cancer le plus fréquent. Il représente 3% de la totalité des

cancers avec près de 15 000 nouveaux cas et près de 4 500 décès chaque année. Son incidence

est  en  augmentation  du  fait  notamment  du  vieillissement  de  la  population  et  de  notre

exposition toujours plus importante à des facteurs environnementaux néfastes tels que certains

pesticides ou polluants [1]. 

Les  lymphomes  sont  des  proliférations  cancéreuses  agressives  touchant  des  cellules

immunitaires appelées lymphocytes. Dans des conditions physiologiques, les lymphocytes, ou

« globules blancs », participent à la lutte contre les infections. Ils proviennent de la maturation

de précurseurs dans des organes lymphoïdes tels que la moelle osseuse, la rate ou encore les

ganglions  lymphatiques  retrouvés  à  différents  endroits  de  notre  corps  (figure  1).  Les

lymphocytes,  une fois produits  et maturés,  sont libérés dans la circulation sanguine où ils

accomplissent leur action effectrice.  

Il existe deux grands types de lymphocytes : les lymphocytes B et T. Les lymphocytes B

ayant  terminés  leur  cycle  de  maturation  deviennent  des  B mémoires  ou  des  plasmocytes

capables de produire des anticorps en réponse à une infection par des bactéries, à l’exposition
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Figure 1: Localisation et structure des ganglions lymphatiques.

La figure  représente  en (A) les  principales  localisations  des  ganglions  lymphatiques  dans  le

corps  humain  et  en  (B)  la  structure  d’un  ganglion  lymphatique  et  la  localisation  des  cellules

immunitaires.



à certaines toxines ou encore pour lutter contre certaines cellules tumorales. Les lymphocytes

T jouent quant à eux, par exemple,  un rôle dans l’élimination des cellules de l’organisme

ayant été infectées par des virus ou ayant échappées à l’action des lymphocytes B. 

Les hémopathies malignes regroupent un ensemble très hétérogène de cancers des cellules

immunitaires et  de leurs précurseurs.  Parmi cet  ensemble,  on distingue les  leucémies,  les

syndromes  myélodysplasiques  et  les  lymphomes  (figure  2).  Ces  trois  grandes  catégories

d’hémopathies malignes se divisent elles même en un très grand nombre de maladies très

distinctes sur le plan clinique en fonction du stade de différenciation des cellules. 

Classification histologique à partir des biopsies tissulaires

La classification des lymphomes est très complexe. Dans les années 1990, celle-ci reposait

principalement sur l’étude histologique des tissus tumoraux à partir de biopsies ganglionnaires

et entraînait des difficultés aux pathologistes et aux cliniciens pour poser un diagnostic précis

tant cette maladie est très hétérogène. En 1993, une première classification est proposée par

un groupe d’hématopathologistes (the International Lymphoma Study Group) à Berlin [2]. Ce
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Figure 2: Différenciation des cellules immunitaires

Ce  schéma  représente  les  stades  de  différentiation  des  cellules  immunitaires  depuis  la

cellule  souche  hématopoïétique.  Les  cellules  de  la  lignée  lymphoïde,  en  fonction  de  leur

différentiation et de leurs anomalies génétiques, peuvent conduire à l’apparition de lymphomes

spécifiques. Les myélomes ont pour origine des descendants de la cellule souche myéloïde.



groupe de travail avait pour objectif  d’harmoniser les pratiques des différents pathologistes

ayant souvent recours à de nombreux schémas de classification différents afin de poser un

diagnostic. 

Des critères morphologiques et immunophénotypiques1 semblent suffisant pour classer la

plupart  des  grandes  familles  de  lymphomes.  Néanmoins,  il  n’existe  pas  de  marquage  en

immunohistochimie  (IHC)  spécifique  d’une  entité  et  les  pathologistes  ont  recours  à  des

combinaisons  de  critères  morphologiques  et  immunohistochimiques  afin  de  poser  un

diagnostic. Il existe aussi,  au sein d’un même sous-type de lymphome, des différences de

marquages en IHC en fonction des biopsies et des anticorps ce qui complique encore plus la

reproductibilité  de  ces  classifications.  Le  recours  aux  techniques  d’immunohistochimie

nécessite enfin des prélèvements de qualité conservant l’intégrité des tissus afin d’apprécier à

la fois l’intensité des immunomarquages mais aussi de la structure des ganglions (figure 1.B).

Marqueurs moléculaires au diagnostic

Les marqueurs génétiques jouent un rôle de plus en plus important dans la classification

des  lymphomes.  Des études  génétiques,  notamment  sur  les  réarrangements  des  gènes  des

immunoglobulines  (Ig)  des  lymphocytes  B,  sont  des  outils  utilisés  au  diagnostic  afin  de

déterminer une clonalité.

Les anticorps, ou Ig, sont composés de chaînes de protéines lourdes et légères. Chaque

type  d’immunoglobuline  contient  une  partie  constante  (C)  et  une  partie  variable  (V)

entrecoupée ou non par une région dite de diversité (D) et une région de jonction (J). Les

gènes codant ces chaînes légères ou lourdes se situent à différents endroits du génome. La

chaîne  lourde  (μ,  δ,  γ1,  γ2,  γ3,  γ4,  α1,  α2,  ε) est codée par des gènes localisés sur le)  est  codée  par  des  gènes  localisés  sur  le

chromosome 14, la chaîne légère kappa (κ) par un locus sur le chromosome 2 et la chaîne) par un locus sur le chromosome 2 et la chaîne

légère  lambda  (λ) par des gènes localisés sur le chromosome 22. Ces segments sont)  par  des  gènes  localisés  sur  le  chromosome  22.  Ces  segments  sont

recombinés dans la moelle osseuse lors du premier processus de recombinaison somatique (ou

recombinaison VDJ).

La diversité des gènes des régions V, D et J permet de créer une grande variété d’Ig qui

sont nécessaires à la reconnaissance de l’immense variété d’antigènes étrangers (figure 3).  Le

locus de la chaîne lourde contient par exemple une cinquantaine de gènes V, une trentaine de

gènes D et six gènes de jonction J. Cette diversité est aussi présente dans les gènes codants

1 immunophénotypique: l'immunophénotypage est un test basé sur l’utilisation d’anticorps marqués 
(immunohistochimie, IHC) dirigés contre certains marqueurs exprimés à la surface des cellules 
immunitaires. Il est employé dans le but de recenser des types cellulaires différents. 
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pour les chaînes légères même si ces chaînes ont la particularité de ne pas avoir de région D.

Un deuxième processus qui a lieu dans les organes lymphoïdes secondaires appelée processus

d’hypermutation somatique conduit à l’introduction de mutations sur les segments variables

des  chaînes  légères  et  lourdes  augmentant  ainsi  considérablement  le  nombre  d’anticorps

différents possibles (N-diversité). 

L’analyse  des  réarrangements  VDJ  permet  ainsi de  déterminer  si  une  prolifération  de

lymphocytes dans un ganglion provient ou non d’un seul clone, c’est à dire d’un ensemble de

cellules partageant le même réarrangement, ou d’une population très variée de lymphocytes et

donc d’une réaction immunitaire dans des conditions physiologiques. Ces réarrangements sont

une signature du clone tumoral. L’étude européenne collaborative BIOMED-2 a mis au point

un protocole  de  PCR multiplexe  pour  standardiser  la  détection  de  ces  réarrangements  au

diagnostic ainsi que certaines translocations chromosomiques comme la t(14;18)2 et t(11;14)

[3]. 

2 t(14;18) : nomenclature utilisée en cytogénétique afin de décrire, parallèlement à la formule chromosomique 
du caryotype, une translocation entre le chromosome 14 et le chromosome 18 dans cet exemple.
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Figure 3: Recombinaison V-D-J des immunoglobulines

La chaîne lourde est composée de régions variables (V), de diversité (D), de jonction (J) et

d’une constante (C). Le réarrangement de ces loci va rapprocher ces différentes régions afin

de conduire à la formation d’un segment VDJ  fonctionnel  codant pour la chaîne lourde de

l’anticorps. Le même processus conduit à la création de la chaîne légère de l’anticorps. 



Le  développement  des  approches  de  séquençage,  détaillées  dans  la  section  I.B.3,  ont

permis de s’intéresser aux principales variations génétiques acquises dans ces pathologies. On

distingue  les  variations  génétiques  germinales,  appelées  polymorphismes  (SNP,  Single

Nucleotide  Polymorphism),  qui  sont  bénignes  et  présentes  dans  toutes  les  cellules  d’un

individu, et les anomalies génétiques acquises dans un sous-ensemble de cellules tumorales,

appelées  mutations  somatiques.  Ce  sont  ces  dernières  qui  sont  généralement  étudiées  et

recherchées dans le cadre d’un cancer. Citons par exemple le cas de la mutation L265P du

gène MYD88 [4] permettant de discriminer entre autre au sein des LDGCB le sous-type ABC

(Activated  B-cell  like),  où  la  mutation  est  retrouvée  fréquemment,  du  sous-type  GCB

(Germinal Center B-cell like)  [5], ou encore la mutation V600E sur le gène  BRAF [6], [7]

retrouvée dans les leucémies à tricholeucocytes (HCL, hairy cell leukemia).

Les techniques à haut-débit de caractérisation de l’ADN telles que la CGH (Comparative

Genomic Hybridization), les puces à ADN (SNP-array) ou encore le séquençage à haut-débit

ont conjointement permis de mettre en évidence la présence de variations de nombre de copie

de gènes (Copy Number Variation of genes, CNV). Des anomalies génétiques acquises dans

les génomes tumoraux peuvent entraîner le gain, l’amplification ou la délétion de segments

chromosomiques plus ou moins larges conduisant généralement à une augmentation ou à une

baisse de l’expression des gènes de ces segments. Certains CNV sembleraient jouer un rôle

pronostic comme les délétions des gènes CDKN2A et CDKN2B [8].

L’apport  des analyses  transcriptomiques,  c’est  à  dire  de la  mesure de l’expression des

gènes du génome (ARNm), a permis d’affiner encore un peu plus certaines classifications

dans  des  pathologies  pour lesquelles  la  morphologie  n’est  pas  suffisante.  Ces  signatures

transcriptomiques peuvent permettre de distinguer différentes entités de lymphomes [9]–[11],

d’identifier des marqueurs pronostiques comme l’impact de la co-expression des gènes MYC

et BCL2 sur la survie dans les lymphomes B [9] ou enfin de créer des modèles statistiques afin

de prédire les risques de rechute [12].

Ces nouvelles sources de données complémentaires de l’anatomopathologie, conduisent de

plus en plus au développement d’approches intégratives qui mettent en lumière de nouvelles

entités. Elles ont conduit à l’adoption d’une nouvelle classification des hémopathies malignes

par l’OMS (WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues) dont

la dernière édition révisée date de 2017 [13]. Cette dernière laisse une place de plus en plus

importante aux analyses à haut-débit, et notamment de la transcriptomique, dans les critères

de classification des hémopathies malignes.
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Nous nous intéresserons dans les prochaines sections plus particulièrement à trois familles

de lymphomes B : le lymphome diffus à grandes cellules B (LDGCB), le lymphome primitif

du médiastin (PMBL) et le lymphome de Hodgkin (LH). 

A.2. Lymphome diffus à grandes cellules B

Le LDGCB est un sous-type de lymphome faisant parti de la famille des « lymphomes non

hodgkiniens » (LNH). Derrière ce terme de LNH se cache en réalité une grande diversité de

lymphomes sur le  plan clinique,  phénotypique et  anatomopathologique  avec une trentaine

d’entités différentes. Ces entités dépendent principalement du type de lymphocytes à l’origine

de la cellule tumorale. On retrouvera ainsi une majorité de lymphomes B (85 % des LNH) et

plus rarement des lymphomes T. 

Certaines  de  ces  entités  sont  des  lymphomes  dits  indolents,  comme  le  lymphome

folliculaire (FL), le lymphome du tissu lymphoïde associé aux muqueuses (MALT) ou encore

le lymphome de la zone marginale (MZL). D’autres seront qualifiés de lymphomes agressifs.

C’est le cas notamment de l’entité la plus fréquente qu’est le LDGCB décrite dans la suite de

cette section.

Hétérogénéité et classification des lymphomes diffus à grandes 
cellules B

Le LDGCB est le sous-type de LNH le plus courant et représente à lui seul près de 30 %

des cas  de  LNH diagnostiqués.  Ce type  de  lymphome agressif  croît  rapidement  dans  les

nœuds lymphoïdes et touche souvent la rate, le foie, la moelle osseuse et d’autres organes à

des stades plus avancés. Son développement débute habituellement dans les ganglions du cou

ou de l’abdomen. Les LDGCB apparaissent la plupart du temps  de novo, c’est à dire sans

antécédent connu de lymphome. Néanmoins, ils peuvent aussi découler d’une transformation

d’un lymphome moins agressif comme par exemple le LF ou le MZL [11]–[12]. 

Des  études  morphologiques,  moléculaires,  biologiques  et  cliniques  ont  subdivisé  les

LDGCB en différentes entités. Néanmoins, il existe un certain nombre de cas pour lesquels la

classification  des  biopsies  représente  un réel  challenge  tant  l’hétérogénéité  biologique  est

importante dans cette maladie (figure 4). 
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L’arrivée du traitement par immunochimiothérapie R-CHOP, basée sur une combinaison

de  molécules  (rituximab,  cyclophosphamide,  doxorubicin,  vincristine  et  prednisone),  a

constitué  un  réel  progrès  dans  la  prise  en  charge  thérapeutique  des  patients  atteints  de

LDGCB avec  des  taux  de  survie  à  5  ans  autour  de  65 %  [16]–[18].  Cette  approche  de

traitement uniforme dans cette maladie hétérogène, pour les patients en rechute ou réfractaires

en première ligne de R-CHOP, nécessite aujourd’hui d’établir des classifications plus précises

afin d’identifier d’éventuelles nouvelles thérapeutiques ciblées dans un contexte de médecine

personnalisée.

Classification moléculaire des lymphomes diffus à grandes cellules B

Des études de transcriptomique à haut débit par puces ont démontré que les LDGCB sont

constitués d’un groupe très hétérogène de LNH qui avait été initialement regroupé sur des

critères morphologiques, immunophénotypiques et d’agressivité en une seule et unique entité

[13]. Dans les années 1990, elles ont permis de mettre en évidence que les LDGCB étaient en

réalité  constitués  de  deux  sous-types  très  différents  sur  le  plan  clinique,  biologique  et

moléculaire [19], [20]. 
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Figure 4: Classification des LDGCB selon la classification OMS dans sa version révisée

de 2017  [13].



La première étude est basée sur l’utilisation d’une puce transcriptomique à façon baptisée

« lymphochip », technologie déjà capable de mesurer l’expression de plus de 17 000 ARN

messagers (ARNm) [21]. Appliquées sur une centaine d’échantillons, ces puces ont permis la

toute première comparaison des profils d’expression génique des principales hémopathies B

(LDGCB,  FL,  LCM,  LLM)  [22].  La  classification  hiérarchique  appliquée  à  ces  profils

d’expression  a  permis  de  distinguer  deux  sous-ensembles  homogènes  de  patients

surexprimant ou non des ARNm du centre germinatif du ganglion (figure 5). La comparaison

au profil d’expression de lymphocytes B normaux a ensuite conduit à préciser ces deux sous-

groupes  de  LDGCB :  ceux  ayant  un  profil  similaire  aux  « lymphocytes  issus  du  centre

germinatif »  (Germinal  Center  B-Cell  like,  GCB)  et  ceux  dont  le  profil  d’expression  se

rapproche  des  « lymphocytes  périphériques  activés »  (Activated  B-cell  like,  ABC).  Cette

distinction entre les sous-types ABC et GCB s’est avérée pronostique dans cette série de 40

patients. 

En  2002,  cette  même observation  est  réalisée  sur  une  cohorte  de  240 patients  par  A.

Rosenwald [23] à partir de la mesure de l’expression des 100 gènes les plus discriminants de
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Figure 5: Classification hiérarchique GCB/ABC sur puces Lymphochip.
(Figure extraite de Alizadeh et al, Nature 2000 [22])

Cette  figure  présente  les  groupes  de  gènes  différentiellement  exprimés

entre  sous-types  GCB (en  marron)  et  ABC (en  bleu)  dans  la  cohorte  de

LDGCB. 



la série de lymphochips de A. Alizadeh : le sous groupe ABC est de moins bon pronostic que

le sous groupe GCB avec respectivement  35 % et  60 % de survie  des patients  traités  par

CHOP, ancêtre du R-CHOP, à 5 ans. Lors de cette étude, un troisième groupe de patients de

« type 3 », c’est à dire non-GCB et non-ABC selon la signature d’expression, est apparu.

Devant la difficulté à accéder à des puces Lymphochip,  l’équipe de G. Wright cherche

l’année  suivante  à  reproduire  la  classification  GCB/ABC  en  se  basant  cette  fois-ci  sur

l’utilisation de puces pan-transcriptomiques commercialisées par la société Affymetrix  [24].

Devant  l’instabilité  inhérente  aux  méthodes  de  classifications  hiérarchiques,  son  équipe

développe une méthode probabiliste de classification des échantillons (figure 6). C’est la toute

première fois qu’un modèle de classification,  basée sur l’utilisation d’un score linéaire de

prédiction (Linear predictor score, LPS), détermine la probabilité d’appartenance à l’une des

deux entités de LDGCB  (GCB ou ABC) à partir de la mesure de l’expression de gènes. Ce

modèle  confirmera  une  nouvelle  fois  l’impact  pronostique  de  ces  deux  sous-types

moléculaires sous CHOP et sera considéré dans les années suivantes comme le gold standard 

pour  la  classification  des  LDGCB.  L’équipe  de  G.  Lenz  confirmera  en  2008  l’impact
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Figure 6: Modèle de classification GCB/ABC de l'étude de Wright et al.  [24]

Cette  figure  représente  la  probabilité  d’appartenance  au  groupe ABC ou GCB en

fonction  du  niveau  de  l’expression  de  la  signature  GCB/ABC dans  une  cohorte  de

LDGCB. Un groupe de patients non classés apparaît  dans ce modèle au centre de la

heatmap. La liste des gènes est visible à droite de la figure.



pronostique de la signature GCB/ABC dans une cohorte de patients traités cette fois-ci par R-

CHOP à la fois sur la survie globale et sur la survie sans progression à 5 ans [25].

Classification immunohistochimique des lymphomes diffus à grandes cellules B 

Les  classifications  des  LDGCB  par  puces  transcriptomiques  n’étaient  pas  facilement

transposables en  routine  car  elles  nécessitaient  un  savoir-faire  non  négligeable  pour  la

manipulation des puces et un appareillage spécifique. De plus, le rendu du diagnostic dans les

hémopathies malignes repose toujours sur l’intervention des services d’anatomopathologie et

c’est  donc tout naturellement  que ces signatures d’expression ont été transformées en des

algorithmes de classification plus simples et basés sur une technique bien maîtrisée par les

anatomopathologistes : l’IHC. L’IHC est une technique permettant de mesurer l’intensité de

marquage d’un élément cellulaire par un anticorps comme un récepteur exprimé à la surface

d’une cellule. Cette technique, couplée à la visualisation au microscope des tissus, permet une

identification des cellules de la coupe mais aussi de mesurer certains marqueurs spécifiques à

une pathologie comme le CD15 et le CD20 exprimés par les cellules de Reed-Sternberg dans

la maladie de Hodgkin.

Christine P.Hans et al proposent une première retranscription des signatures d’expression

génique en un algorithme immunohistochimique. Cet algorithme de Hans vise à identifier via

l’immunomarquage de 3 marqueurs (CD10, BCL6 et MUM1) le sous-type GCB. Les autres

entités  (ABC et  non-classés/type  3)  sont  regroupés  dans  un même sous-groupe non-GCB

(figure 7). 
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Figure 7: Algorithme immunohistochimique de Hans.

Cet algorithme repose sur l’immunomarquage de 3 marqueurs (CD10,

BCL6 et  MUM1) afin  de  classifier  les  patients  en GCB/nonGCB.  Les

critères de décision reposent sur un pourcentage de cellules marquées par

l’anticorps. 



D’autres algorithmes immunohistochimiques ont vu le jour comme l’algorithme de Hans

modifié, de Nyman, de Muris, de Choi, de Choi modifié, de Tally, de Natkunam ou encore de

Visco-Young.  En  2013,  une  étude  comparative  de  tous  ces  algorithmes  démontre  une

concordance très pauvre avec seulement 4% des tumeurs classées GCB et 21 % comme non-

GCB/ABC par l’ensemble des algorithmes (figure 8) [26]. 

La  classification  de  Hans  reste aujourd’hui  la  référence  en  terme  de  classification

immunohistochimique  [10].  Elle est cependant  concurrencée  par  des  approches

transcriptomiques  à  moyen-débit  telles  que  la  RT-PCR  dépendante  de  ligation  (ligation-

dependent RT-PCR, LD-RTPCR)  [9], [27] permettant la mesure simultanée de l’expression

d’une  vingtaine  de  gènes  sur  un  séquenceur  capillaire  Sanger,  la  signature  Lymph2Cx

proposée  sur  la  plateforme NanoString  [28] ou encore  la  publication  récente  de modèles

d’intelligence artificielle couplés à la mesure en LD-RTPCR de plus de 200 gènes [8] sur des

séquenceurs de nouvelle génération (NGS). 

Entre  10  et  15 % des  LDGCB restent  non-classés  [22]–[25],  [29] avec  ces  approches

transcriptomiques.  Cependant, elles ont pour avantage  d’offrir une classification robuste et

reproductible entre différentes plateformes, là où l’algorithme de Hans nécessite une véritable

expertise  d’anatomopathologistes  spécialistes  pour  l’appréciation  des  immunomarquages.

Aujourd’hui, l’OMS recommande en priorité d’utiliser ces techniques transcriptomiques pour

classifier les LDGCB, ou à défaut si ces techniques ne sont pas disponibles, de le faire par

immunohistochimie [13]. 
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Figure 8: Concordance entre les algorithmes immunohistochimiques pour la
classification GCB/non-GCB. Figure extraite de l’étude de R. Coutinho et al [26].

Cette figure représente la concordance de la classification GCB/non GCB selon plusieurs

algorithmes immunohistochimiques. 



 La  fréquence  relative  des  sous-types  GCB  et  ABC  dépend  principalement  de  la

localisation géographique des cohortes analysées,  de leur âge médian et de la méthode de

classification utilisée mais on compte globalement 60 % de LDGCB GCB et 40 % de LDGCB

ABC [30]. Déterminer ces sous-types au diagnostic est devenu aujourd’hui un enjeu majeur

dans un certain nombre d’essais cliniques. En effet, des données préliminaires suggéreraient

que  seuls  les  patients  de  sous-type  ABC  bénéficieraient  d’un  avantage  à  l’ajout  de

bortezomib, de lenalidomide ou d’ibrutinib au traitement par R-CHOP [31]–[37]. Démontrer

l'efficacité  de  ces  thérapies  ciblées  passera  nécessairement  par  la  classification  la  plus

rigoureuse possible des patients dans les essais cliniques avec des méthodes transposables au

diagnostic.

Apport du séquençage à haut-débit dans la classification des 
lymphomes diffus à grandes cellules B

Cette section vise à décrire l’apport des données de séquençage pour la caractérisation des

LBDGCB. Une description plus complète du fonctionnement des technologies de séquençage

de première et de deuxième générations sera présentée dans le chapitre I.B. 

Le séquençage d’exomes (Whole Exome Sequencing, WES), c’est à dire de l’ensemble des

gènes, et de génomes complets (Whole Genome Sequencing, WGS) ont permis d’explorer les

profils mutationnels dans les hémopathies malignes [5], [25]–[27]. 

La  série  de  Morin  RD  et  al  publiée  dès  2010  dans  Nature  rapporte  déjà  le  profil

mutationnel de près de 31 LDGCB [40] et entre autre la découverte de mutations récurrentes

du gène  EZH2. En 2011, une nouvelle étude de L. Pasqualucci et al  enrichit cette première

description avec la  découverte  des délétions  des gènes  CREBBP et  EP300 [41] dans une

cohorte plus de 100 DLBCL analysés par puces. En 2011, L. Staudt et al décrivent pour la

toute première fois la mutation L265P du gène MYD88 à partir du séquençage en RNA-seq de

quatre lignées cellulaires de sous-type ABC et du séquençage des parties codantes de MYD88

sur une cohorte de validation de 380 LDGCB [42].  
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L’accessibilité grandissante des technologies de séquençage à haut-débit [41], [43]–[47] a

permis de consolider ces connaissances sur les profils mutationnels et la dernière actualisation

de la  classification OMS rapporte la fréquence des principales anomalies (figure  9.A). On
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Figure 9: Fréquence des principales anomalies génétiques dans les LDGCB à
partir de la classification de l’OMS (A) [13] et de la série de 215  LDGCB de S

Dubois et al [50]. 



estime  avoir  décrit  aujourd’hui  la  plupart  des  mutations  récurrentes  retrouvées  dans  les

LDGCB.  En  effet,  plus  de  1300  exomes,  génomes  ou  transcriptomes  de  LDGCB  sont

publiquement  accessibles et directement  interrogeables en exploratoire sur  des banques de

données telles que cBioportal [48], [49].

Des études de séquençage de plus grandes cohortes de patients ont été conduites par notre

équipe  à  partir  d’un panel  d’une  trentaine  de  gènes  appelé  LymphoPanel  dans  le  but de

préciser la fréquence et la répartition des altérations en fonction des différents sous-types de

LDGCB [5], [50] (figure 9.B.). Ce panel couvre les principales régions génomiques d’intérêt

extraites  des  séries  d’exomes  et  des  données  de  la  littérature.  On constate  que  pour  bon

nombre de gènes la fréquence des altérations dépend du sous-type de LDGCB. Par exemple,

les mutations des gènes EZH2 et GNA13 sont retrouvées presque exclusivement dans le sous-

type GCB, tandis que les gènes  CARD11,  MYD88 et  CD79B sont caractéristiques du sous-

type ABC [5], [40], [43], [50], [51]. A l’inverse, d’autres marqueurs sont retrouvés mutés à la

fois dans le sous-type ABC et dans le sous-type GCB comme TP53.

On  retrouve aussi par CGH et analyses WGS/WES des variations de nombre de copies de

segments  chromosomiques  (CNV) qui  sont  elles aussi  inégalement  distribuées  entre

GCB/ABC [52], [53]. Les LDGCB GCB portent fréquemment des gains ou des amplifications

des loci 2p16 et 8q24 et des délétions des loci 1p36 (TNFRSF14) et 10q23. Dans le sous-type

ABC, on retrouve des gains des loci 3q27, 11q23 et 18q21 et des délétions des régions et 9p21

[52]–[59]. Certaines de ces délétions emportent des gènes d’intérêt  comme  CDKN2A/B ou

TP53 et sembleraient avoir un impact pronostique défavorable [8]. On retrouve dans près de

30 % des cas de LDGCB des translocations dans la région 3q27 impliquant le gène  BCL6

[60]–[64].  Ces  réarrangements  chromosomiques  seraient  plus  fréquents  dans  le  sous-type

ABC [30], [62], [65]. On retrouve aussi des translocations t(14;18) impliquant le gène BCL2

dans 20 à 30 % des LDGCB et des réarrangements du gène MYC qui sont présents chez 8 à

14 % des patients. La cooccurrence des translocations de MYC et de BCL2/BLC6 constituent

dans la dernière révision de la classification OMS une nouvelle entité à part de LDGCB de

mauvais pronostic dits « double-hit » ou « triple-hit » [66], [67].  

Classification intégrative des lymphomes diffus à grandes cellules B

Toutes  ces  nouvelles  données  conduisent  aujourd’hui  au  développement  d’approches

intégratives afin d’affiner les classifications existantes. 
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Nous  avons  vu  dans  les sections  précédentes  que  le  développement  des  analyses

transcriptomiques  a permis  de mettre  en évidence  la  présence de différents  sous-types  de

LDGCB :  ABC,  GCB  et  10  à  15 %  de  non-classés.  Si  cette  dichotomie  ABC/GCB  est

aujourd’hui bien établie et n’est plus contestée sur le plan biologique, elle ne se traduit pas

nécessairement  par  des  résultats  très  probants  sur  le  plan  clinique  dans  des  cohortes  de

patients traités sous R-CHOP [68]–[70].  

Durant les  dix dernières années,  beaucoup d’études se sont intéressées à caractériser  une

seule source d’anomalies soit par NGS pour l’analyse des mutations [5], [44], [46], [50], [55],

[71], [72] ou soit par CGH pour détecter les variations de nombre de copies de gènes (CNV)

[52], [53].  Les données de séquençage de nouvelle génération et de variants structuraux ont

conduit à une caractérisation détaillée des profils génétiques des LDGCB et aux premières

études intégratives visant à les intégrer conjointement avec la classification GCB/ABC [73]–

[75].

Une première étude de A. Reddy et al propose une classification intégrative basée sur des

données  d’exomes  et  de  transcriptomes  de  1001  LDGCB  afin  de  construire  un  modèle

prédisant la survie en fonction des anomalies détectées et de la surexpression d’un certain

nombre  de  gènes  [75].  Ce  modèle  est  comparé à  la  classification  cell-of-origin  (COO,

GCB/ABC), à l’IPI3 (International Prognostic Index) et la co-expression des gènes  MYC et

BCL2.  En  appliquant  une  méthode  de  classification  par  propagation  d'affinité  (affinity

propagation  clustering,  APC)  [76],  les  auteurs  ont  mis  en  évidence  31  clusters  non

chevauchants regroupant des marqueurs génétiques corrélés. Beaucoup de ces clusters sont

liés à la classification COO, c’est à dire à des groupes de gènes différentiellement exprimés

ou mutés entre les sous-types GCB et ABC. Néanmoins, deux nouvelles classes de gènes ont

émergé dans cette étude. La première classe capture des groupes de gènes liés aux cellules

immunitaires présentes dans l’environnement (lymphocytes T, cellules myéloïdes et NK) et

aux  cellules  stromales.  La  seconde  emporte  un  ensemble  de  gènes  liés  aux  processus

d’oncogenèse comme la prolifération, la transcription, la traduction, la réplication ou encore

au contrôle du cycle cellulaire. Le modèle supervisé de prédiction de la survie a conduit les

auteurs à stratifier les patients en un groupe à haut risque et un autre groupe à bas risque de

rechute (figure 10).  Il surclasse les index pronostics habituellement utilisés tels que l’IPI, la

3 L’Index Pronostique International (IPI) est un score clinique reposant sur l’âge, le stade de la maladie (Ann 
Arbor), le dosage sanguin de la lactate déshydrogénase (LDH), l’indice de performance OMS évaluant les 
capacités physiques des patients et enfin le nombre de sites extra-ganglionnaires impactés par la maladie. Ce
score IPI est pronostic et est le score utilisé à l’heure actuelle au diagnostic par les cliniciens.
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COO ou la co-expression des facteurs  MYC et  BCL2. Le modèle proposé dans cette étude

reste cependant très contesté puisque certains paramètres du modèle influençant le pronostic,

comme les  mutations  des gènes  ZFAT et  NF1,  n’ont  jamais  été  retrouvés  dans les  séries

ultérieures. 

Une deuxième étude conduite  par R. Schmitz  et  al  en 2018  vise à intégrer  différentes

sources de données dans une cohorte de 572 LDGCB [74]. 556 cas ont été séquencés en WES

et/ou en séquençage ciblé sur un panel de 530 gènes fréquemment mutés dans les LDGCB.

Des profils de CGH ont été obtenus sur 560 cas afin d’identifier les remaniements de nombre

de copies et la classification COO a été réalisée à partir de données de RNA-seq sur 562 cas.

 L’intégration de toutes ces données a conduit à identifier 4 groupes génétiques,  appelés

clusters, de LDGCB : le cluster « MCD » basé sur la cooccurrence des mutations des gènes

MYD88 (L265P) et  CD79B,  le cluster « BN2 » basé sur les fusions du gènes  BCL6 et les
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Figure 10: Modèle de prédiction sur la survie dans l'étude de A. Reddy et al.

 La première partie de la figure montre les différents facteurs contribuant à la construction

du modèle  de  prédiction  pour  chacun  des  groupes.  La  partie  droite  met  en  évidence  les

courbes de survie des deux groupes au sein de facteurs pronostics déjà identifiés comme l’IPI,

la COO et la co-expression de MYC et de BCL2.



mutations  de  NOTCH2,  le cluster  « N1 » basé sur les mutations  du gènes  NOTCH1  et  le

groupe « EZB » basé sur les mutations du gènes EZH2 et les translocations de BCL2.

Cette étude a montré qu’il existait bien une hétérogénéité des profils génétiques dans les

LDGCB ayant un impact sur la survie avec d’un côté un groupe de patients BN2 et EZB de

bon pronostic et  de l’autre  les patients MCD et N1 de mauvais pronostic  (figure  11). En

revanche, cette nouvelle classification qui est proposée ne classe que 46,6 % des LDGCB de

cette  série  ce qui  pose  des questions  sur  son applicabilité  dans  les  essais  cliniques  et  en

routine.

Une  étude  publiée  quelques  mois  plus  tard  par  Chapuy  et  al  sur  une  cohorte  de  304

LDGCB  tente  elle  aussi  de  définir  de  nouveaux  groupes  en  identifiant  des  gènes

significativement mutés dans une série de 304 WES via l’algorithme MutSig2CV [77]. 

On retrouve dans celle-ci une description des mutations du gène suppresseur de tumeur

TP53, de gènes impliqués dans la régulation épigénétique (KMT2D, CREBBP et EP300),  des

gènes des voies du BCR, des TLR et de NF-kB (CD79B, MYD88, CARD11 et TNFAIP3),  des

gènes  de  la  voie  RAS (KRAS,  BRAF)  et  des  gènes  impliqués  dans  les  voies

immunitaires (B2M,  CD58,  CD70 et  CIITA).  A ces  gènes viennent  s’ajouter  de nouveaux

candidats sur les voies du BCR et des TLR comme PTPN6, LYN, HVCN1, PRKCB et TLR2,
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Figure 11: Courbes de survie des LDGCB classés en EZB, N1, BN2 ou MCD
selon l'étude de R. Schmitz [74]. 

Cette courbe de survie représente la probabilité de rechute des patients dont les

anomalies génétiques les associent à l’un des groupes EZB, N1, BN2 ou MCD.

Les groupes MCD et N1 ont un risque accru de rechute à deux ans.



des gènes impliqués dans la régulation des histones ou encore le ligand de PD1 CD274 (ou

PDL1). 

A partir des mutations détectées et des données de CNV et de translocations, les auteurs

ont  identifié  5  clusters  (C1-C5) regroupant  une  grande majorité  des  échantillons  de cette

série :

• le  premier  cluster  C5  regroupe  64  LDGCB  ayant  un  gain  18q  induisant  la

surexpression  de  BCL2.  On  observe  chez  ces  patients  un  nombre  important  de

mutations des gènes MYD88 (L265P) et CD79B fréquemment retrouvés dans le sous-

type ABC. 96 % des patients de ce groupe sont d’ailleurs de sous-type ABC.

• le cluster C1 regroupe 56 LDGCB ayant des variations structurelles sur le gène BCL6

et des mutations de NOTCH2. On retrouve aussi des mutations fréquentes des gènes

de la voie NF-kB. La majorité des cas de ce cluster sont eux aussi de sous-type ABC.

• le cluster C3 regroupe 55 LDGCB ayant des variants structuraux impliquant le gène

BCL2 et  des  altérations  des  gènes  de  l’épigénétique  tels  que  KMT2D  (MLL2),

CREBBP et EZH2. On retrouve dans ce cluster des altérations du gène PTEN que ce

soit par la présence de mutations tronquantes ou de délétions focales 10q23.31. Ce

cluster regroupe une majorité de LDGCB de sous-type GCB.

• le cluster C4 regroupe 51 LDGCB de sous-type GCB ayant des mutations des gènes

CD83, CD58, CD70, RHOA, GNA13, CARD11 ou encore BRAF et STAT3.

• le cluster C2 regroupe 64 LDGCB ayant des inactivations bi-alléliques fréquentes du

gène  TP53 et  des  délétions  9p21  (CDKN2A).  Ce  cluster  a  la  particularité  d’être

indépendant de la COO en regroupant à la fois des patients de sous-type ABC et GCB.
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Enfin, on retrouve comme dans l’étude précédente de R. Schmitz et al [74] un cluster C0

regroupant  les patients  non-classés.  Cette  fraction de LDGCB non classés est  bien moins

importante  que  dans  les  études  précédentes  puisque  que  le  cluster  C0  n'agrège  que  12

LDGCB, soit 4% de la série. Cependant, on remarque que les groupes proposés ne sont pas

clairement  indépendant sur  la  classification  hiérarchique  réalisée  (figure  12)  et  que  les
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Figure 12: Profils mutationnels de 304 LDGCB à partir des données de
séquençage d'exomes de l'étude conduite par  Chapuy et al [73]. 

On retrouve en haut de la figure les différents groupes C0 à C5 et à droite les

anomalies associées et leur fréquence au sein de la série.



altérations  retrouvées  dans  ces  groupes  ne  sont  pas  exclusives.  La  frontière  entre  les

différentes entités identifiées par les clusters est parfois floue.

Notre équipe a conduit en 2019 une analyse intégrative des données de transcriptome par

puce Affymetrix, de séquençage à haut-débit, de CGH, de FISH et d’IHC de 223 LDGCB de

l’étude  prospective,  multicentrique  et  randomisée  de  l’essai  clinique  LNH-03B du LYSA

[78]. Une analyse en composantes indépendantes (independent component analysis ou ICA)

sur les données transcriptomiques a permis de mettre en évidence 38 composantes décrivant la

variabilité  d’expression  dans  cette  cohorte  de  LDGCB  (figure  13).  Beaucoup  de  ces

composantes étaient liées à des signatures déjà décrites comme la COO, la signature stromale

ou encore l’expression de MYC. La corrélation avec les autres sources de données, notamment

les mutations somatiques, a permis d’expliquer le rationnel biologique sous-jacent derrière
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Figure 13: Analyse intégrative des données de séquençage, de transcriptome, de FISH et
d’immunohistochimie sur une cohorte de 223 LDGCB  (Dubois & al [77]).

La figure présente les  résultats  du clustering NMF (Nonnegative  Matrix Factorization)  sur la

cohorte de patients. On retrouve la liste des anomalies génétiques associées à chaque cluster avec le

nom du gène et le type d’anomalie. On retrouve aussi la classification GenClass (MCD, BN2, N1,

EZB, STS) précédemment décrite.



quelques unes de ces composantes transcriptomiques. De façon intéressante, une composante

liée  aux  gains  du  locus  19q13 s’est  avérée  corrélée  significativement  à  la  probabilité  de

rechute et  à  la survie  dans cette  cohorte.  La comparaison des différentes  composantes  de

l’ICA de  cette  étude  aux  groupes  MCD, BN2,  N1 et  EZB précédemment  décrits  par  R.

Schmitz et al montre des recouvrements partiels  [74].

Toutes ces études soulignent  l’importance d’appréhender l’hétérogénéité des LDGCB au

regard de toutes les découvertes liées aux technologies à haut-débit. 

A.3. Lymphome primitif du médiastin

Le lymphome primitif du médiastin (Primary mediastinal large B-cell lymphoma, PMBL)

est un lymphome B agressif qui compte pour 2 à 3 % des formes de LNH. On retrouve ce

sous-type de lymphomes chez les sujets plutôt jeunes avec une médiane d’âge au diagnostic

autour de 35 ans. Il impacte plus souvent les femmes avec un sex-ratio de 2:1 [79]–[81]. Les

patients sont diagnostiqués dans plus de 80 % à des stades précoces de la maladie [81]. 

Sur le plan clinique, les personnes atteintes de PMBL ont souvent une masse volumineuse

dans le thorax causant des symptômes en fonction de l’évolution de son volume. On retrouve

entre  autre  un  essoufflement,  de  la  toux,  des  douleurs  thoraciques  et  pour  les  masses

importantes  un  blocage  partiel  de  la  veine  cave  supérieure.  La  maladie  est  très  souvent

localisée  avec  des  envahissements  autour  du  médiastin  mais  sans  implication  d’autres

ganglions distants. Certaines formes rares de PMBL non médiastinaux sont décrits dans la

littérature  [82]–[85] mais  leur  fréquence  reste  probablement  sous-estimée  car  seules  les

techniques de transcriptomique peuvent permettre de les mettre en évidence et celles-ci ne

sont pas toujours réalisées au diagnostic. La prise en charge de ces patients repose sur un

traitement  par  chimiothérapie  associé  ou  non à  de  la  radiothérapie.  Ces  lymphomes  sont

globalement de bon pronostic.
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L’aspect  morphologique du  PMBL  est  très  variable  en  microscopie  (figure  14).  On

retrouve de larges cellules associées souvent à de la fibrose interstitielle  [80], [86], [87]. Il

arrive parfois que les lymphocytes tumoraux ressemblent aux cellules de Reed-Sternberg qui

sont  caractéristiques  des  lymphomes  de  Hodgkin  (voir  chapitre  A.4).  Rarement,  ces

lymphomes sont appelés « grey-zone » lorsqu’ils combinent à la fois les traits caractéristiques

d’un PMBL et d’un LH [87], [88]. Des cas de rechutes de patients atteints de LH de forme

scléro-nodulaire en PMBL ont aussi été rapportés dans la littérature [88], [89] ce qui démontre

bien la difficulté de classification des cas frontières.

Sur le plan immunohistochimique,  les PMBL expriment  les marqueurs classiques de la

lignée B (CD19,  CD20,  CD22 et  CD79A). Le marqueur  CD30 est présent dans une grande

majorité des cas  [89]. Les PMBL sont presque toujours EBV négatif  [80]. A l’inverse du

LDGCB, on retrouve dans plus de 70 % des cas une expression des marqueurs CD23, MAL et

des gènes PD1/PDL-1 [91]–[93]. 

Sur le plan moléculaire, on retrouve dans ce sous-type de lymphome des réarrangements

fonctionnels des gènes des immunoglobulines avec cependant une forte charge de mutations

[94].  Les  réarrangements  des  gènes  BCL2,  BCL6 et  MYC sont  très  rares  [95].  Des

réarrangements et mutations de CIITA ont été rapportés dans plus de 50 % des PMBL [96],

[97] entraînant  une  diminution  du  nombre  de  molécules  du  complexe  majeur

d'histocompatibilité  de classe II (CMH II)  à la surface des lymphocytes  B tumoraux.  Les

gains et amplifications du locus 9p24.1 sont présents dans plus de 70 % des cas de PMBL

[98] et entraînent une surexpression des gènes  PDL1 et  PDL2 [99], [99]. On retrouve aussi

dans près de 50 % des cas des gains du locus 2p16.1. 
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Figure 14: Exemple de coupe histologique de lymphome primitif du médiastin.



Les PMBL ont une activation constitutive de la voie NF-κ) par un locus sur le chromosome 2 et la chaîneB [100] pouvant être reliée aux

délétions fréquentes du gène TNFAIP3 dans 60 % des cas [50], [101]. On retrouve aussi des

mutations fréquentes sur les gènes SOCS1, STAT6, PTPN1, ITPKB, MFHAS1 et XPO1 [50],

[102].  Les  PMBL  ont  une  signature  transcriptomique  distincte  des  autres  entités  de

lymphomes  B mais  qui  partage  certaines  similarités  en  terme  d’expression  avec  le  LH

classique [83], [84] (figure 15).  

A.4. Lymphome de Hodgkin

Le lymphome hodgkinien (LH), ou maladie de Hodgkin, doit son nom au médecin Thomas

Hodgkin  à  l’origine  de  sa  découverte  au  XIXème  siècle.  Il  représente  10% de  tous  les

lymphomes diagnostiqués et touche principalement le sujet jeune, avec une moyenne d’âge au

diagnostic de 25 ans pour les hommes et de 22 ans pour les femmes. Il touche aussi plus

rarement les personnes de plus de 80 ans.

Le  LH peut  être  divisé  en  deux  grandes  familles  :  le  LH classique  (Classic  Hodgkin

Lymphoma,  cHL),  qui  compte  pour  95%  des  cas,  et  le  LH  nodulaire  à  prédominance

lymphocytaire (Nodular lymphocyte perdominant Hodgkin Lymphoma). 
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Figure 15: Signature transcriptionnelle comparant des lignées
cellulaires de PMBL, de LH et de DLBCL [83].

A. Signature partagée par les lignées cellulaires de PMBL et de

LH. B. Signature spécifique des lignées de PMBL.



Lymphome de Hodgkin classique

D’un point  de  vue  morphologique,  le  LH classique  est  caractérisé  par  la  présence  de

cellules  B anormales appelées  cellules  de  Reed-Sternberg  (RS),  qui  prennent  l’aspect  de

grosses cellules avec un ou ou plusieurs noyaux (figure 16). 

Des études transcriptomiques ont montré que plusieurs  gènes ont un niveau d’expression

dérégulé dans les cellules de RS [103]–[109]. On retrouve une activation anormale du facteur

de transcription NF-kB conduisant à une dérégulation des processus de prolifération, de survie

cellulaire [110]–[112] et de la voie de signalisation JAK/STAT [113].

Ces cellules de RS sont retrouvées associées à un mélange de cellules immunitaires et, en

fonction de cet infiltrat réactionnel, on distingue plusieurs entités : 

• une forme scléro-nodulaire dans laquelle la cellule de RS est entourée de lymphocytes

normaux et où on retrouve des tissus cicatriciels (Nodular sclerosis classif Hodgkin

lymphoma, NSCHL) 

• une forme à cellularité mixte, associée à une infection à l’EBV dans 75 % des cas

[114], [115] et caractérisée par la présence d’un grand nombre de cellules de RS dans

les ganglions lymphatiques impactés (Mixed cellularity classic Hodgkin Lymphoma,

MCCHL)

• une forme riche en lymphocytes dans laquelle on ne retrouve que très peu de cellules

de RS typiques (Lymphocyte-rich classic Hodgkin lymphoma, LRCHL)
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Figure 16: Exemple de coupe histologique de lymphome de Hodgkin scléro-nodulaire.

La cellule tumorale, ou cellule de Reed-Sterberg, ne représente qu’une faible proportion

des  cellules  du  tissu.  Ces  images  proviennent  du  service  d’anatomopathologie  du  Centre

Henri Becquerel.



• une forme à déplétion lymphocytaire dans laquelle on ne retrouve que très peu de

lymphocytes normaux à l’inverse des cellules de RS qui se retrouvent abondamment

dans le tissu tumoral (Lymphocyte-depleted classic Hodgkin lymphoma, LDCHL)

Sur le plan génétique, l’émergence des technologies de séquençage à haut débit associée à

des  techniques  de microdissection  permettant d’enrichir  les  librairies  en cellules  de  RS a

permis de mieux appréhender les anomalies génétiques caractéristiques des LH.  On retrouve

des  anomalies  génétiques  impactant  principalement  la  voie  NF-kB  (NFKBIA,  NFKBIE,

TNFAIP3) et la voie JAK/STAT (JAK2, SOCS1, PTPN1, PTPN2, STAT6) [101], [116]–[124].

On retrouve aussi  des altérations  des  gènes  B2M et  CIITA [117],  [118] et  des anomalies

récurrentes du gène XPO1 qui code pour une protéine impliquée dans le transport nucléaire

[102], [125]. Néanmoins, le faible contingent tumoral dans cette pathologie rend en pratique

les analyses génétiques à partir de biopsies des LH complexes à mettre en œuvre.

Lymphome de Hodgkin nodulaire à prédominance lymphocytaire

La maladie  de Hodgkin  nodulaire  à  prédominance  lymphocytaire  (nodular  lymphocyte

predominant HL, NLPHL), antérieurement appelée paragranulome de Poppema, est une entité

rare.  Elle  représente moins de 10 % de tous les cas diagnostiqués  de LH  [126] et touche

principalement les hommes entre 30 et 52 ans. Sur le plan clinique, la NLPHL est une maladie

évoluant lentement et qui est globalement de bon pronostic même si les rechutes ne sont pas

rares après traitement. La survie globale des patients à 10 ans est de supérieure à 80 % pour

les stades I et II  [127]. Dans certains pays, comme en France, les stades I de la maladie ne

sont pas traités après chirurgie du ganglion atteint [128].

Le  diagnostic  de  NLPHL  est  complexe  de  part  sa  ressemblance  morphologique  et

phénotypique aux LRCHL ou aux lymphomes à grandes cellules B riches en lymphocytes T.

La distinction entre ces trois pathologies, bien que complexe, est nécessaire car la prise en

charge thérapeutique et les pronostics sont différents en fonction de ces entités. 

D’un point  de vue morphologique,  la  NLPHL est caractérisée  par  une prolifération  de

cellules  tumorales  appelées  « pop-corn »  dispersées  sur  un  fond  cellulaire  constitué

principalement de petits lymphocytes B regroupés en nodules. Ces cellules sont positives à un

certain nombre de marqueurs immunohistochimiques comme le CD20, OCT2, CD75, CD79a,

PAX5 et CD45 [129]–[131].  Des études transcriptomiques ont montré que le programme B

des lymphocytes tumoraux est conservé [132], ce qui n’est pas le cas des cellules de RS dans

la forme classique de LH. On retrouve une infection des cellules tumorales par le virus de

Introduction  - Page 38



l’EBV dans 3 à 5 % des cas [133]. De nouveaux marqueurs d’expression, tels que les facteurs

de  transcription  BOB1 [104],  pourraient  dans  l’avenir  être  une  aide  supplémentaire  au

diagnostic différentiel.

Sur  le  plan  génétique,  les  cellules  tumorales  de  RS  présentent  une  clonalité  avec  des

réarrangements souvent fonctionnels des gènes d’immunoglobulines [134], [135], détectables

uniquement  après  microdissection  car  les  cellules  de  RS sont  rares  dans  les  biopsies  des

patients. On retrouve dans près de la moitié des cas des réarrangements de BCL6 [136, p. 6],

[137], [138].  Les gènes PAX5, PIM1, RHOH et MYC sont retrouvés mutés dans près de 80 %

des cas [139]. Des mutations sont aussi retrouvées dans la moitié des cas sur les gènes SGK1,

DUSP22 et  JUNB  [140].  L’analyse  des  anomalies  génétiques  dans  le  LH  passe

nécessairement, en l’absence de techniques lourdes de microdissection, par des approches très

sensibles comme le séquençage à haut-débit.
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B. Séquençage de l’ADN

Le chapitre  précédent  a  été  l’occasion  d’explorer  l’importante  hétérogénéité  des

lymphomes et plus spécifiquement des LH et des LNH. Si le diagnostic repose toujours sur

l’anatomopathologie et  l’immunohistochimie, de nouvelles approches moléculaires semblent

jouer  un  rôle  de  plus  en  plus  important  dans  leur  classification.  Les  différentes  études

présentées précédemment, basées sur l’analyse du transcriptome et des profils mutationnels à

partir de biopsies tissulaires, ouvrent des perspectives intéressantes pour la caractérisation des

tumeurs au diagnostic.

La recherche de mutations prend une place grandissante dans les laboratoires de diagnostic

afin  de  mieux  caractériser  les  tumeurs.  Nous  nous  intéresserons  dans  ce  chapitre  au

développement des méthodes de séquençage de première génération et seconde génération

permettant de rechercher des mutations au diagnostic. 

B.1. Structure de l’ADN

L’épopée  débute  en  1944 avec  le  canadien  Oswald  Avery  qui  découvrit  pour  la  toute

première fois de quoi sont composés nos chromosomes : l’acide désoxyribonucléique (ADN)

[141]. Edwin Chargaff, biochimiste lui aussi canadien, démontre quelques années plus tard

que  cet  ADN est  en  réalité  composé  d’une  succession  de  nucléotides :  l’adénine  (A),  la

guanine (G), la cytosine (C) et la thymine (T). Il démontre de plus que si la composition en

nucléotides de l’ADN semble varier d’une espèce à une autre, les rapports A/T et G/C sont

quasiment égaux et proches de 1. Cette dernière observation fût la toute première description

de la complémentarité des nucléotides.

En 1953, un article publié dans le journal Nature du généticien américain James Watson et

du physicien britannique Francis Crick décrit pour la toute première fois la structure en trois

dimensions de l’ADN :  une double hélice enroulée autour d'un axe [142]. Cette découverte,

rendue possible par les travaux de diffraction des rayons X de Maurice Wilkins et de Rosalind

Franklin, conduira à l’obtention d’un prix Nobel de médecine en 1962. Cette caractérisation

de  la  structure  de  l’ADN  bouleversera  l’histoire  de  la  biologie  et  de  la  génétique.  Elle

permettra entre autre de comprendre les principaux mécanismes à l’origine du fonctionnement

de nos cellules.
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B.2. Séquençage de première génération de l’ADN

Le séquençage de l’ADN vise à déterminer l’ordre d’enchaînement des quatre nucléotides

d’un brin d’ADN. Véritables pionniers de la biologie moléculaire, Walter Gilbert aux États-

Unis et Frederick Sanger au Royaume-Uni  développèrent deux premières méthodologies de

séquençage qui les conduiront à la co-obtention d’un prix Nobel en 1980 pour leurs travaux.

Les  approches  de  Sanger  et  de  Gilbert  sont  pourtant  diamétralement  opposées :  l’une

repose sur la synthèse enzymatique du brin complémentaire d’un ADN simple brin tandis que

l’autre se base sur les propriétés de dégradation chimique de l’ADN en utilisant les réactivités

sélectives des différents nucléotides afin d’en déduire sa séquence. 

La méthode de séquençage Sanger  [143] est de nos jours toujours considérée comme la

méthode de  référence  en terme de qualité  de séquençage.  Elle  vise à  synthétiser  un brin

complémentaire à partir d’un brin matrice et d’une amorce servant à initier la polymérisation

de  l’ADN.  L’élongation  de  cette  amorce  est  ensuite  réalisée  par  une  ADN  polymérase

thermostable.  Des  désoxyribonucléotides  (dATP,  dCTP,  dGDP,  dTTP)  sont  ajoutés  au

mélange afin de permettre l’action de l’ADN polymérase. On ajoute une faible concentration

de  l’un  des  didésoxyribonucléotides  marqués  par  un  traceur  radioactif  (ddATP,  ddCTP,

ddGTP  ou  ddTTP).  L’incorporation  des  didésoxyribonucléotides,  qui  ne  possèdent  pas

d’extrémité 3’-OH libre, empêche la poursuite de l’élongation du brin synthétisé.

Le séquençage d’un même fragment d’ADN est donc réalisé en répétant quatre fois cette

réaction  en  parallèle  avec  les  quatres  didésoxyribonucléotides  différents  marqués  par  un

traceur  radioactif.  Les  fragments  générés  sont  de  tailles  différentes  et  sont séparés  par

électrophorèse  sur  gel  de  polyacrylamide  afin  de  reconstituer  la  séquence  du  fragment

d’intérêt (figure 17). 

Dans les années qui ont suivies, un très grand nombre d’améliorations ont été apportées au

séquençage  Sanger  avec  entre  autre  le  remplacement  du  marquage  radioactif  par  une

révélation  basée  sur  l’utilisation  de  fluorochromes  ou  encore  le  développement  de

l’électrophorèse  capillaire  [144]–[149].  (figure  17.4).  Ces  deux  avancées  conduiront  au

développement  des  premier  séquenceurs dits  de  « première  génération »  capables

d’automatiser les réactions de séquençage. Le séquençage Sanger est encore très largement
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utilisé  dans  les  laboratoires  de  diagnostic  car  il  permet  de  tester  rapidement certaines

mutations récurrentes (hotspots) avec une bonne précision et surtout un coût de séquençage

très modéré.

B.3. Séquençage de nouvelle génération de l’ADN

La  technologie  de  séquençage  par  la  chimie  Sanger  a  inspiré  très  largement  le

développement  des  nouvelles  technologies  de  séquençage  à  haut  débit  par  synthèse  et

notamment des séquenceurs Illumina et Ion Torrent. Nous détaillerons dans cette section les
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Figure 17: Principe du séquençage selon la chimie Sanger. 



différentes méthodes de construction de librairie de séquençage ainsi que le fonctionnement

des séquenceurs de nouvelle génération.

Les  nouvelles  technologies  de  séquençage  (Next-generation  sequencing,  NGS)  font

référence  à  l’exploration  profonde,  à  haut  débit  et  de  façon  massivement parallèle

d’échantillons biologiques (ADN, ARN, protéines…). Elles ont entraîné une diminution très

importante  des coûts de séquençage puisque l’obtention d’un séquençage complet de trois

génomes humains peut se réaliser aujourd’hui en trois jours sur des séquenceurs Illumina tels

que l’HiSeq X pour un coût proche des 1000 dollars par génome, là où le projet initial du

séquençage du génome humain aura coûté près de 3 milliards de dollars sur 13 ans.

Les  séquenceurs  de  nouvelle  génération  sont  devenus  la  technologie  de  choix  pour

l’analyse de génomes, d’exomes ou de transcriptomes car elles offrent la possibilité d’obtenir

plusieurs centaines de gigaoctets (Go) de données en une seule expérimentation. 

Les  technologies  NGS  peuvent  en  réalité  se  découper  en  deux  grandes  familles :  le

séquençage de deuxième génération qui propose le séquençage de lectures courtes (short-read

sequencing) et le séquençage de troisième génération produisant des lectures longues (long-

read  sequencing)  (figure  18).  Les  séquenceurs  de  troisième  génération,  tels  que  les

technologies Nanopore, permettent le séquençage de longues macromolécules en une seule

séquence  contiguë.  Véritable  révolution  sur  le  plan  technologique,  son  utilisation  est

néanmoins très limitée en cancérologie car son taux d’erreur reste trop élevé.

Les  laboratoires  biomédicaux sont  aujourd’hui  massivement  équipés  de séquenceurs de

deuxième génération, et plus spécifiquement des technologies de type Ion Torrent ou Illumina

qui se partagent la plus grande part du marché. Si ces deux gammes de séquenceurs reposent
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Figure 18: Evolution des technologies de séquençage.
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sur des technologies  bien différentes  pour déterminer  la  séquence,  elles  nécessitent  toutes

deux la construction de librairies de séquençage à partir des échantillons biologiques.

Construction des librairies

La première étape nécessaire au séquençage à haut-débit de deuxième génération est la

construction de librairies de séquençage. Cette étape vise à amplifier, par PCR, le matériel

biologique extrait (ADN ou ARN) avant de réaliser son séquençage.

Nous  introduirons  brièvement  dans  cette  section  trois  grandes  familles  de  méthode  de

construction  de  librairies :  la  génération  d’amplicons  par  PCR  multiplexe  (AmpliSeq),

l’enrichissement des régions d’intérêt par des sondes de capture (Agilent) ou via l’utilisation

d’un seul primer spécifique (Qiagen).

Préparation des librairies par PCR multiplexe

Le séquençage par amplicons est basé sur le multiplexage massif d’amorces pour amplifier

des régions d’intérêt pouvant aller de quelques gènes à quelques centaines de gènes (figure

19). Certains  produits commerciaux, comme le  kit AmpliSeq Exome RDY développé par la

société Thermofisher, sont capables de multiplexer jusqu’à 24 000 amorces par réaction. 

Ces  technologies  de  préparation  de  librairie  sont  particulièrement  utilisées  pour  le

séquençage ciblé  puisque  les  protocoles  sont  relativement  simples  et  rapides  à  mettre  en

place.  Elles  sont  compatibles  avec  peu  de  quantité  d’ADN  au  départ  (10  ng)  et  sont

généralement applicables à une grande variété d’échantillons biologiques.  En fonction de la

nature des échantillons à analyser, l’ADN des échantillons peut être plus ou moins fragmenté.

Il est donc nécessaire d’adapter la taille des amplicons en fonction des applications de sorte à

ce que les deux amorces spécifiques de l’amplification d’une région d’intérêt puissent se fixer

sur le fragment d’ADN ciblé.

Il  est  aussi  possible  d’utiliser  différents  types  d’adaptateurs  pour  basculer  d’une

technologie  de séquençage à  une  autre  avec  un même pool  d’amorces.  Les  coûts  de ces

technologies sont eux aussi très abordables et fonction du nombre d’amorces synthétisées, et

donc du nombre de régions ciblées.
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Préparation des librairies par capture

Les technologies de préparation de librairie basées sur la capture reposent sur l’utilisation

d’amorces d’ARN, ou plus rarement d’ADN, qui sont biotinylées (Figure 20). Les séquences

de  ces  sondes  sont  complémentaires  de  régions  génomiques  d’intérêt  dont  on  souhaite

déterminer la séquence. 
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Figure 19: Construction des librairies par PCR multiplexe.

Les amorces spécifique des régions génomiques ciblées sont

hybridées  sur  l’ADN  extrait  de  l’échantillon  biologique.  Une

étape  d’amplification  par  PCR  permet  d’amplifier  les  régions

ciblées puis d’ajouter les adaptateurs du support de séquençage.

Ces séquences d’adaptateurs sont spécifiques de la technologie de

séquençage choisie.



La matrice d’ADN est dans un premier temps fragmentée puis les fragments d’ADN sont

mis en présence des sondes de capture dans un tampon d’hybridation. Des billes magnétiques

couplées à la streptavidine sont alors utilisées pour se lier aux sondes biotinylées, sondes qui

sont elles mêmes liées aux fragments d’ADN d’intérêt. Ces fragments sont alors isolés des

autres par aimantation puis lavage. Les sondes ARN  biotinylées sont enfin dégradées par

digestion enzymatique de sorte à n’obtenir que les fragments d’ADN pour la construction

ultérieure des librairies de séquençage.

En fonction des solutions commerciales utilisées, les adaptateurs permettant la fixation au

support  de  séquençage  sont  ajoutés  soit  en  amont  de  l’étape  de  sélection  des  régions

génomiques soit en aval au moment de la PCR d’amplification de la librairie. 

Préparation des librairies par extension d’une amorce unique

La  principale  limitation  des  technologies  de  PCR  multiplexe  pour  la  préparation  des

librairies de séquençage réside dans la nécessité de trouver deux amorces spécifiques autour
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Figure 20: Préparation de librairie par capture.

Après fragmentation de l’ADN extrait de l’échantillon, les sondes biotinylées sont

hybridées  sur  les  régions  d’intérêt.  L’étape  d’aimantation  permet  d’éliminer  les

fragments  d’ADN  qui  ne  sont  pas  ciblés  de  sorte  à  n’amplifier  que  les  régions

d’intérêt.



de la région d’intérêt pour pouvoir l’amplifier. Cela implique de trouver deux amorces qui

soient suffisamment spécifiques pour initier l’amplification mais aussi de placer ces amorces

sur des sites dépourvus d’insertions, de délétions ou de SNP afin de ne pas diminuer leur

potentiel d’hybridation.  Si  par  exemple  une  délétion  somatique  se  trouve  sur  un  site  de

fixation  de l’une des deux amorces,  alors  cette  région ne pourra pas  être  amplifiée  et  en

conséquence l’anomalie génétique sous-jacente ne pourra pas être détectée.

Afin  de  palier  à  cette  contrainte,  la  société  Qiagen  a  développé  une  solution  appelée

« QIAseq Targeted  DNA panel »  dans  laquelle  une  seule  amorce  spécifique  de  la  région

d’intérêt est nécessaire.

L’ADN  double  brin  de  l’échantillon  est  d’abord  fragmenté  puis  des  adaptateurs

comprenant un primer universel est amené en 5’ des fragments d’ADN par ligation (figure

21). Les primers spécifiques des régions d’intérêt, appelés Gene Specific Primers (GSP), sont

hybridés.  Seules  les  régions  ayant  reçues  à  la  fois  le  primer  universel  par  ligation  et

l’hybridation d’un GSP sont alors amplifiées. Il est ainsi possible de créer plusieurs amorces
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Figure 21: Chimie QIAseq développée par la société Qiagen.

L’ADN extrait de l’échantillon biologique est d’abord fragmenté puis les extrémités sont

réparées (1). Une étape de ligation de l’amorce universelle contenant une séquence universelle

et une séquence aléatoire (UMI) est réalisée (2). Cette construction liguée à l’ADN fragmenté

est la même pour l’ensemble des fragments. Enfin, une PCR permet d’amplifier les régions

d’intérêt via l’utilisation d’amorces spécifiques des régions d’intérêt (Gene Specific Primers,

GSP) (3). 



autour des régions d’intérêt afin d’assurer une couverture de 2 ou 3 GSP par région et ainsi

limiter le risque de non fixation des amorces. 

Les  librairies  QIAseq ont la particularité  d’introduire  des séquences appelées  « Unique

molecular identifier » (UMI). Ces barcodes moléculaires constituent des séquences aléatoires

ajoutées en même temps que les adaptateurs universels avant toute étape d’amplification de la

librairie.  Les UMI sont de taille  12 et  permettent  une identification unique des fragments

d’ADN après l’étape d’enrichissement via les GSP. Le rôle des UMI est décrit dans la section

I.D.

Technologies de séquençage

Les technologies de séquençage de  seconde génération, qui permettent le séquençage de

fragments courts entre 120 pb et 600 paires de base (pb), sont celles les plus utilisées dans les

laboratoires de diagnostic. Elles permettent de réaliser des séquençages plus ou moins ciblés

allant  de  quelques  cibles  et/ou  mutations  hotspots  jusqu’au  séquençage  d’exomes.  Les

prélèvements  analysés  sont en effet  très souvent fragmentés  (biopsie incluse en paraffine,

fragments  circulants)  et  ne  nécessitent  pas  de  séquençage  de  fragments  longs  via  des

technologies de troisième génération comme nanopore par exemple.

On retrouve principalement deux technologies :

- les séquenceurs Ion Torrent développés par la société Thermofisher, qui repose sur la

pHmétrie pour déterminer la séquence des fragments d’ADN des librairies

- la société Illumina qui développe une gamme de séquenceurs utilisant la détection de

fluorescence via un séquençage par synthèse.

Technologie Ion Torrent

Le séquençage de la technologie Ion Torrent repose sur la détection d’ions hydrogènes

durant la polymérisation de l’ADN. C’est une méthode de séquençage par synthèse durant

laquelle un brin complémentaire est synthétisé à partir d’un brin matrice fixé sur des billes.

Brièvement, cette technologie nécessite tout d’abord d’hybrider les librairies de séquençage

sur des billes appelées « Ion Sphere Particule » (ISP). Cette étape nécessite un dosage très

précis des librairies de sorte à ce que chaque ISP ne reçoive qu’un fragment unique de la

librairie. Une fois chaque fragment ligué à chaque ISP, une étape d’amplification clonale est

réalisée de sorte à tapisser chaque ISP du même fragment d’ADN afin d’accroître le signal

Introduction  - Page 48



lors de la réaction de séquençage. Le séquenceur ne sera pas en mesure d’analyser les ISP

vides ou ayant reçues plusieurs fragments de librairie différents (polyclonales) (figure 22). 

Une fois cette étape d’amplification clonale réalisée, les ISP sont déposées sur le support

de séquençage qui est une puce tapissée de puits appelée « Ion Chip ». Chaque puits, de par

ses  caractéristiques  physiques,  ne  peut  accueillir  qu’une  seule  ISP.  Afin  d’assurer  une

répartition homogène des ISP à la surface de la puce, une étape de centrifugation est réalisée.
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Figure 22: Technologie de séquençage Ion Torrent.

Les fragments d’ADN de l’échantillon sont hybridés puis amplifiés sur des billes appelées

ISP. La concentration des ISP est adaptée à la quantité d’ADN utilisé lors de la construction

des  librairies  de  sorte  à  ce  que  chaque  ISP  n’amplifie  qu’un  seul  fragment  de  librairie

(amplification clonale). Les ISP sont ensuite chargées sur le support de séquençage (Ion Chip)

afin de réaliser la réaction de séquence et l’acquisition des signaux.



Cela permet d’exploiter pleinement les puits de chaque puce, puits qui dictent directement la

quantité de données générées. 

La capacité massivement parallèle de séquençage de cette technologie est directement liée

à la quantité de puits analysables. Il existe plusieurs types de puce avec des nombres de puits

différents à leur surface afin de générer plus ou moins de données en fonction des applications

souhaitées. Les puces 314, 316 et 318 sont réservées au séquenceur PGM (Personal Genome

Machine) tandis que les puces de plus grosses capacités IP1, IP2 et IP3 sont réservées au

séquenceur Proton (figure 23). 
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Figure 24: Ion Torrent - Réaction de séquence

Figure 23: Ion Torrent - Tableau comparatif des différentes puces IonChip.



L’ensemble  des  brins  matrices,  fixés  indépendamment  sur  chaque  ISP,  sont  ensuite

séquencés en parallèle. Le séquenceur injecte à la surface de la puce successivement chaque

dNTP. Si celui-ci est complémentaire du brin matrice, il est incorporé à la séquence via une

liaison phosphodiester qui conduira à la libération d’un ion hydrogène H+ (figure 24).

Ce relargage de H+ dans la solution conduit à une variation locale du pH au niveau du

puits et un capteur convertit celle-ci en variation d’intensité électrique. S’il y a une répétition

de plusieurs nucléotides sur le brin matrice et donc une incorporation de plusieurs dNTP lors

du même cycle, alors le capteur libérera un signal proportionnel au nombre d’H+ libérés. A

noter que si ce signal reste proportionnel au nombre de dNTP incorporés au brin matrice, la

technologie  Ion  Torrent  a  tendance  à  engendrer  un  nombre  d’erreurs  important  dans  les

régions d’homopolymères longs du fait d’une saturation du signal d’acquisition.

La technologie Ion Torrent offre principalement des séquenceurs de faible et moyen débits

avec une première génération de séquenceur appelés Ion Proton et Ion PGM et une deuxième

génération  de  machines  plus  automatisées  baptisées  Ion  S5.  Ces  séquenceurs  ont  tous  la

particularité d’être adaptés au séquençage de panels de gènes et à quelques exomes tout au

plus. Ils offrent aux utilisateurs une interface particulièrement intuitive avec le séquenceur et

un serveur de traitement bioinformatique des données appelé Torrent Server. Celui-ci permet

à la fois un traitement primaire  des données en temps réel,  c’est  à dire la conversion des

signaux d’acquisition du séquenceur en des séquences nucléotidiques, mais permet aussi leur

alignement et la détection des variants via une suite logiciel appelée « Torrent Suite ». Ces

séquenceurs sont donc un moyen simple pour les laboratoires de diagnostic ne disposant pas

de ressources bioinformatiques de s’équiper et de traiter leurs données. 

Le traitement bioinformatique des données d’acquisition jusqu’à la détection des variants

est détaillé dans le chapitre II.

Technologie Illumina

Les séquenceurs Illumina utilisent la chimie de séquençage par synthèse qui fonctionne en

plusieurs  étapes :  la  fixation  de  la  librairie  sur  le  support  de  séquençage,  une  étape

d’amplification par pontage des fragments pour former des « clusters » et enfin le séquençage.

Les librairies de séquençage sont déposées aléatoirement sur des supports en verre appelés

« flowcells »  via  des  adaptateurs.  Ces  adaptateurs  synthétiques  sont  des  séquences

nucléotidiques incluant différents segments : 
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-  une  séquence  complémentaire  des  oligonucléotides  fixés  sur  la  flowcell  qui  permet

d’attacher les séquences de la librairie au support de séquençage

- une séquence appelée barcode qui permet de réattribuer la séquence au bon échantillon

lors de l’étape ultérieure de démultiplexage

-  un site de fixation de l’amorce de séquençage permettant l’initiation de la réaction de

séquençage par synthèse

L’amplification des fragments de la librairie est une amplification dite par pontage durant

laquelle  les  fragments  d’ADN  liés  à  la  flowcell  créent  des  groupes  de  séquences

nucléotidiques  identiques  appelés  « clusters ».  Cette  étape  d’amplification  clonale  vise  à

augmenter le signal de fluorescence afin de faciliter l’acquisition des signaux par le système

optique du séquenceur lors de l’étape de séquençage.

A la fin des cycles d’amplification, tous les brins anti-sens (reverse) sont clivés et éliminés

de la  flowcell  par  lavage  afin  de n’obtenir  que des  clusters  composés  de séquences  sens

(forward).  Le  primer  de  séquence  se  fixe  ensuite  sur  le  site  de  fixation  de  l’amorce  de

séquençage  et  une  polymérase  ajoute  les  quatre  dNTP  fluorescents  au  brin  d’ADN  à

synthétiser en respectant la complémentarité des bases. Le fluorochrome lié permet de bloquer

l’élongation de la séquence de sorte à ce qu’un seul nucléotide marqué puisse s’incorporer par

cycle.  Chaque base a  des propriétés  d’émission différentes  permettant  ainsi  d’établir  quel

dNTP s’est fixé aux séquences composant chaque cluster. Le clivage du fluorochrome est

ensuite réalisé, libérant ainsi le blocage de la synthèse et l’élongation suit ainsi son cours lors

d’un nouveau cycle d’acquisition.  

Si la chimie Illumina incluait dans un premier temps une chimie basée sur 4 couleurs pour

le marquage des bases, le lancement des technologies NextSeq et MiniSeq ont introduit une

nouvelle  chimie  basée  sur  l’utilisation  de  deux  couleurs  uniquement.  Les  nucléotides

incorporés sont alors séparés selon la présence d’une des deux couleurs, des deux couleurs ou

de l’absence de couleur lors de la réaction de séquence (absence de marquage des G). 
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Les technologies Illumina permettent de reproduire la réaction d’amplification par pontage

de sorte à séquencer dans un second temps le fragment anti-sens. Pour se faire, le séquenceur

réalise l’étape d’amplification par pontage en éliminant cette fois-ci les brins sens afin de

conserver que les brins anti-sens. Chaque cluster de séquences est alors analysé selon la même

réaction de séquence que précédemment, conduisant à une deuxième lecture indépendante de

chaque fragment de la librairie. Cette étape de séquençage, appelée « paired-end », conduit à

la création d’un second FASTQ par échantillon.
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Illumina  dispose  d’une  gamme  de  séquenceurs  relativement  étendue  qui  peut être

décomposée en deux grands types de produits : les séquenceurs dits de « paillasse » et les

séquenceurs de « production » (figure 26).  On retrouve principalement dans les laboratoires

de diagnostic dédiés à la biologie moléculaire en cancérologie des séquenceurs de paillasse de

type NextSeq 500, MiSeq ou MiniSeq. Le système NextSeq 500 permet de générer  de 20 à

120 Gb de données en une seule analyse et assure une grande flexibilité à travers un nombre

important  d’applications  allant  du séquençage profond de panels ciblés  de gènes jusqu’au

séquençage de quelques exomes. Il permet de lire des séquences sur des longueurs allant de

75 à 300 pb en fonction des flowcells et des kits de construction de librairie utilisés. Il est tout

particulièrement adapté au séquençage profond d’échantillons pauvres en contingent tumoral

sur des panels de gènes et permet un gain de sensibilité important en comparaison du système

MiSeq. Le système MiSeq sera en effet dédié presque exclusivement  à des applications de

séquençage ciblé dès lors que la profondeur souhaitée n’est pas trop importante et les panels

de séquençage relativement restreints. Il permet de générer entre 0.5 à 15 Gb de données par

expérience  avec  des  lectures  comprises  entre  60  et  600  pb  en  fonction  là  encore  des

consommables utilisés et des librairies construites.

 Enfin, la société Illumina développe et commercialise des séquenceurs dits de production

incluant le NextSeq 550, les NextSeq 1000/2000 ou encore le NovaSeq 6000. Ils permettent

de  générer  de  400  millions  de  séquences  pour  le  NextSeq  550  jusqu’à  20  milliards  de
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séquences  pour  le  NovaSeq  en  une  seule  flowcell.  Si  des  premiers  centres  hospitaliers

s’équipent  aujourd’hui  de  NextSeq  550  avec  le  développement  d’analyses  nécessitant  de

générer beaucoup de données, les séquenceurs NextSeq 1000/2000 et NovaSeq 5000/6000

sont principalement retrouvés dans des grands centres de séquençage centralisant des analyses

pour des  projets  de recherche européens et  internationaux ou qui  traitent  des  volumétries

importantes d’échantillons par semaine. 
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C. Le concept de biopsie liquide

L’analyse  informatique  des  données  de  santé,  et  plus  particulièrement  des  données

omiques, couplée à l’émergence de nouveaux traitements ciblés, conduisent à une médecine

de  plus  en  plus  personnalisée.  Celle-ci  a  pour  objectif  de  caractériser  toujours  mieux  les

tumeurs  via  l’identification  de  biomarqueurs  mais  aussi  de  suivre  leur  évolution  afin  de

proposer aux patients le bon diagnostic, le bon traitement et au bon moment de l’évolution de

la maladie.

Si  la  prise  en charge  des  patients  reposait  jusqu’à  présent,  sur  le  plan  de  la  biologie,

principalement  sur  l’analyse  des  biomarqueurs  identifiés  dans  la  tumeur  à  la  suite  d’une

biopsie,  le  concept  de  « biopsie  liquide »  est  un  domaine  de  la  recherche  qui  semble

particulièrement prometteur et intéressant dans les années à venir. Il regroupe un ensemble

d’examens biologiques réalisés non plus sur une biopsie mais à partir d’un fluide biologique

comme un échantillon sanguin ou encore de l’urine.

Cette nouvelle approche possède des avantages non négligeables pour la prise en charge

des patients. Premièrement, elle pourrait permettre de remplacer dans certaines conditions des

examens invasifs et parfois douloureux (biopsie, ponction, chirurgie) par une simple prise de

sang afin de poser le diagnostic. De plus, là où généralement une seule biopsie est réalisée au

moment du diagnostic de la maladie, la biopsie liquide permet de répéter les analyses tout au

long de la prise en charge du patient afin de mesurer l’évolution de la maladie.  Les cancers

sont par définition des maladies qui évoluent au cours du temps et qui entraînent bien souvent

des  lésions  multiples,  comme  par  exemple  l’atteinte  de  plusieurs  ganglions  à  différents

endroits  du  corps  dans  les  lymphomes.  Les  prélèvements  répétés  par  biopsie  liquide

pourraient  permettre  aux  biologistes  et  aux  médecins  de  disposer  d’une  photographie  de

l’ensemble de ces populations tumorales à un moment précis de la prise en charge du patient.

Enfin, la réalisation d’une biopsie n’est pas toujours possible notamment dans des maladies

de localisation particulière comme le lymphome cérébral [150]. L’ADN extrait de la biopsie

n’est pas non plus la source biologique la plus informative dans certaines pathologies comme

le lymphome de Hodgkin (voir chapitre  I.A.4) où la cellule tumorale de Reed-Sternberg ne

représente que 0,1 à 2 % de la masse tumorale [118], [151]. Dans ces conditions particulières

le  séquençage  de  l’ADN  extrait  à  partir  de  biopsie  liquide  pourrait  être  une  véritable

alternative  au recours  à  la  biopsie.  D’autres  fluides  biologiques  que le  sang peuvent  être

analysées en fonction de la localisation de la tumeur comme l’urine dans le cancer de la vessie
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ou encore le liquide cérébro-spinal dans les tumeurs cérébrales [150], [152]. Le plasma reste

cependant la fluide le plus largement étudié.

Nous décrirons dans ce chapitre la découverte de l’ADN tumoral circulant, ses principales

caractéristiques  et  une  remise  en  perspective  des  principales  technologies  publiées  pour

l’analyse des biopsies liquides. Les informations apportées dans ce chapitre ont conduit à la

publication d’une revue  [153] en 2021 dans le journal  Pharmaceuticals. La publication est

visible en annexe V.A.

C.1. Découverte de l’ADN circulant

L’ADN circulant (cell free circulating DNA, cfDNA) désigne des fragments d’ADN qui ne

sont plus contenus dans le noyau des cellules mais dans des fluides biologiques comme le

plasma, l’urine ou le liquide cérébro-spinal. 

Le cfDNA fût décrit pour la toute première fois en 1948 par Mandel  et Metais  [154] à

partir  de  plasmas  d’individus  sains  ou  atteints  d’affections  non  cancéreuses  (diabète,

tuberculose). Par la suite, des études démontrèrent que la concentration en cfDNA était plus

importante  dans des conditions pathologiques  comme les maladies auto-immunes  [155] et

chez les patients atteints de cancers [156]. 
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de prélèvements sanguins par Mandel et Metais en 1948. 



En 1989, Philippe Anker et Maurice Stroun de l’Université de Genève furent les premiers à

démontrer que les fragments de cfDNA portent les mêmes caractéristiques que l’ADN issu

des cellules tumorales  [157]. Enfin, David Sidransky et son équipe de recherche américaine

publient en 1991 dans Science la toute première description des mutations du gène TP53 dans

le cancer de la vessie à la fois sur la biopsie tumorale mais aussi sur des échantillons d’urine

de trois patients à partir de nouvelles techniques de PCR et de clonage [158].  Au cours de

cette étude, cette équipe soulève déjà l’implication que pourraient avoir de tels résultats pour

la prise en charge individuelle des patients. Cette recherche d’anomalies génétiques ciblées

dans l’ADN circulant s’est ensuite accentuée avec la publication d’essais sur les mutations des

gènes  NRAS et  KRAS ou  encore  des  amplifications  du  gène  HER-2 [159]–[161].  C’est  à

l’issue de ces premières études qu’apparaît pour la première fois la notion d’ADN tumoral

circulant. Cette notion de part tumorale de l’ADN circulant (circulating tumor DNA, ctDNA)

parmi l’ensemble des fragments d’ADN circulant (cfDNA) sera reprise dans toutes les études

ultérieures.

C.2. Propriétés

Il  existe de nombreuses variétés de cfDNA parmi lesquels le cfDNA dérivé de l’ADN

mitochondrial (cell-free mitochondrial DNA, mtDNA), celui dérivé de la tumeur (ctDNA) ou

encore celui dérivé par exemple du fœtus (fetal-derived cfDNA, fdDNA).

Si les sources de cfDNA sont donc diverses, les fragments circulants semblent partager des

propriétés communes. Ils sont tout d’abord dilués dans le plasma, majoritairement double brin

et  fragmentés  entre  170 et  500 paires  de  bases  (pb)  [162]–[164].  Cette  taille  de  170  pb

correspond au nombre de bases enroulées autour d'un cœur d'histones, appelé nucléosome, et

donc protégées de la dégradation. La taille des fragments augmente en fonction du nombre de

nucléosomes  sur lesquels ils sont fixés : 300pb pour les dinucléosomes et 500 pb pour les

trinucléosomes  [165],  [166].  Ces  tailles  plus  importantes  correspondent  à  des  fragments

provenant de la dégradation de l’ADN cellulaire par apoptose  [167]. Les molécules d’ADN

sont présentes de façon transitoire dans le sang avec une demie  vie rapportée variant de 30

minutes à 2 heures selon les études  [168]–[171]. La préparation de librairies de séquençage

simples brins (single stranded DNA, ssDNA) a permis de mettre en évidence la présence de

fragments  plus  courts  entre  40  et  100  pb  [172].  Enfin,  certaines  études  ont  rapporté  la

présence de fragments beaucoup plus longs (ultra-long cfDNA) avec des tailles rapportées de

80  000  pb  chez  des  individus  [173].  Les  mécanismes  de  relargage  de  ces  très  grands

fragments ne sont pas encore parfaitement décrits.
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La  concentration  en  cfDNA  fluctue  beaucoup  que  ce  soient  dans  des  conditions

physiologiques chez des individus sains (~5-20 ng/ml) ou des conditions pathologiques (>500

ng/ml dans le cancer de l’œsophage)  [174]. Cette concentration en cfDNA est corrélée au

stade du cancer, avec des concentrations plus élevées dans les stades avancés, et à la taille de

la tumeur. La part tumorale de cet ADN circulant (ctDNA) varie entre 0,01 % et plus de 90 %

dans le sang [175]. 

La cinétique du ctDNA lors du suivi des patient est corrélée au pronostic, où une baisse

importante  de sa concentration est  associée à un meilleur  pronostic.  Son augmentation au

cours du traitement est souvent prédictif d’un échec des traitements de première ligne et peut

être  le  témoin  de l’apparition  de clones  tumoraux résistants  [176]–[179].  La détection  du

ctDNA durant le suivi des patients, pour prédire par exemple précocement la rechute ou la

réponse  au  traitement,  reste  un  réel  défi  sur  le  plan  technologique  dans  la  mesure  où  la

fraction  d’ADN circulant  issu de  la  tumeur  peut  représenter  moins  de  0,01 % de  l’ADN

circulant total extrait [180], [181]. 

Le  développement  des  nouvelles  technologies  de  séquençage  qui  sont  de plus  en  plus

sensibles  permettent  de  détecter  des  anomalies  somatiques  avec  des  fréquences  alléliques

(VAF) de plus en plus faibles non seulement pour la détection des anomalies au diagnostic

mais aussi pour le suivi de la maladie résiduelle à différents temps de la prise en charge du

patient. Néanmoins, de nombreux paramètres peuvent influencer la qualité de détection des

anomalies dans le cfDNA tant sur le plan pré-analytique que sur le traitement informatique

des données séquencées.

C.3. Conditions pré-analytiques

Quelque soit la méthodologie ou la technologie d’analyse du cfDNA, un certain nombre de

paramètres  pré-analytiques  vont  considérablement  impacter  la  qualité  de  détection  des

anomalies. 

Des précautions toutes particulières doivent être prises concernant la dégradation de ces

échantillons fragiles et notamment leur contamination par de l’ADN génomique suite à la lyse

de cellules  sanguines.  Plus ce phénomène de lyse sera important  et  plus la proportion de

ctDNA sera faible au regard de tout l’ADN extrait de l’échantillon biologique.
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La nature des anticoagulants ou des agents stabilisants contenus dans le tube dans lequel le

sang est stocké avant l’extraction, le volume de plasma, la préservation du plasma ou encore

le choix du kit d’extraction sont des éléments déterminants afin d’obtenir suffisamment de

matériel pour pouvoir effectuer les analyses ultérieures. La figure 28 présente les principales

étapes  du  traitement  des  échantillons  sanguins  jusqu’à  l’extraction  de  l’ADN.  Afin  de

diminuer le phénomène de lyse cellulaire des cellules sanguines, il est recommandé d’utiliser

des tubes de collection (BCT, blood collection tube) qui procurent une stabilité suffisante du

plasma. Plusieurs études ont comparé différents BCT, et notamment les tubes EDTA qui sont

traditionnellement  utilisés,  aux  nouveaux  BCT  permettant  de  stocker  le  plasma  plus

longtemps  comme  les  tubes  Streck  (cfDNA  BCT),  Roche  Diagnostics  (Cell-free  DNA

collection tube), Qiagen (PAXgene Blood ccfDNA Tube) ou encore les tubes Norgen Biotel

Corporation  (cf-DNA/cf-RNA Preservative  tubes).  Ces  derniers  ont  la  particularité  d’être

dotés d’agents de conservation limitant les phénomènes d’hémolyse. Le sang dans les tubes

EDTA classiques doit être traité très rapidement là où il est possible avec les autres BCT de

les traiter plusieurs heures après le prélèvement en le conservant à température ambiante, sans

affecter la qualité des résultats d’analyse [182]–[185]. Si les tubes EDTA classiques peuvent

encore être utilisés pour des essais monocentriques, leur utilisation n’est pas compatible avec

des essais multicentriques. Si les échantillons sanguins doivent être transportés, les nouveaux

BCT sont très vivement recommandés.

Une fois l’échantillon sanguin prélevé, celui-ci doit être centrifugé afin d’en extraire le

plasma. Là encore, cette étape est critique car elle affecte directement la concentration de

cfDNA extrait. Le protocole aujourd’hui retenu pour prévenir le relargage d’ADN génomique
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Figure 28: Représentation schématique du traitement des échantillons
sanguins pour l'extraction du cfDNA [153].



des  cellules  sanguines  consiste  à  centrifuger  l’échantillon  en  deux  étapes :  une  première

centrifugation lente afin d’éliminer les cellules sanguines (1200g / 4°C / 10min) sans les lyser,

puis une seconde centrifugation à haute vitesse afin d’éliminer les débris cellulaires (12 000g-

16 000g / 4°C / 10min)  [186, p.], [187]. La fraction plasmatique résultant de cette dernière

centrifugation peut alors être aliquotée puis stockée à -80°C.

Le rendement de l’extraction du cfDNA à partir du plasma est aussi dépendant des kits

d’extraction utilisés. De nombreux kits ont été testés dans différentes études, et en particulier

les kits de Qiagen (QIAmp circulating nucleic acid kit/QIAmp min Elute ccfDNA mini kit),

Promega (Maxwell RSC ccfDNA plasma kit), Applied Biosystems (Mag MAX cell-free DNA

isolation kit) et Norgen Biotek (plasma cell-free circulating DNA purification midi kit). En

fonction  de ces  kits,  l’extraction  peut  être  réalisée  en  colonne ou sur  billes  magnétiques.

Certains  sont  compatibles  avec  l’utilisation  d’automates.  Les  études  comparatives  de  ces

différents kits concluent tous à la supériorité des kits d’extraction Qiagen, que ce soit par

extraction manuelle ou automatisée [188], [189].

Dans la  mesure  où les  fragments  de  ctDNA ont  des  caractéristiques  bien  particulières

concernant  la  longueur  théorique  des  fragments  post-extraction,  de  nombreuses  études

soulignent l’importance de vérifier la qualité et l’intégrité de l’ADN extrait. En effet, comme

nous l’avons évoqué précédemment, les fragments de ctDNA sont très fragmentés avec des

tailles comprises entre 20 et 220pb, avec une occurrence plus importante des fragments de

170 bp correspondant à la taille de l’ADN enroulé autour d’un nucléosome [163], [190]. Les

méthodes  fluorométriques  classiques  de  dosage  de  l’ADN  ne  sont  pas  appropriées  pour

quantifier la concentration en cfDNA après extraction dans la mesure où elles ne sont pas en

mesure de discriminer les fragments courts de cfDNA et les fragments plus longs d’ADN

génomique (gDNA). A l’inverse, des méthodes d’électrophorèse capillaire  sont en mesure

d’évaluer l’abondance des fragments en fonction de leur taille [191], [192]. Des méthodes de

qPCR et de PCR digitale (dPCR) sont en mesure d’évaluer l’intégrité et  l’amplificabilité des

échantillons  extraits.  En  revanche,  celles-ci  sont  biaisées  par  la  présence  de  gDNA  en

amplifiant  préférentiellement  les  fragments  courts  vis  à  vis  des  fragments  longs  et  en

surestimant, en conséquence, la concentration de cfDNA [193]. 

Une  fois  le  plasma  extrait  de  l’échantillon  sanguin  et  l’ADN  extrait  et  qualifié,  les

fragments  de  cfDNA  peuvent  être  analysés  par  différentes  approches  en  fonction  de  la

question posée.
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C.4. Méthodologies d’analyse

Les technologies de séquençage du ctDNA sont très vastes et doivent être adaptées à la

question  biologique.  L’évaluation  du  ctDNA  peut  passer  par  la  recherche  de  quelques

mutations par PCR ou conduire à la recherche d’anomalies sur le génome complet sur des

séquenceurs à très-haut débit. 

Le choix de la technologie dépendra de la fraction du génome humain ciblée et du niveau

de sensibilité et de spécificité souhaité.  Plus les cibles seront larges et  plus le nombre de

lectures  séquencées  devront  être  importantes  sous  peine  de  perdre  en  sensibilité  lors  de

l’exploration des librairies de séquençage. Un éventail des différentes méthodes est visible sur

la figure 29. 

Nous nous concentrerons dans cette section sur les technologies d’analyse basées sur la dPCR

et les NGS.
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Analyse par PCR digitale

La dPCR consiste à réaliser  une réaction de PCR, non plus sur un échantillon d’ADN

complet, mais sur des ADN compartimentés par dilution limite de l’échantillon. De ce fait,

pour un biomarqueur que l’on souhaite quantifier,  chaque compartiment ne possédera que

théorie que deux états : positif ou négatif. Ces états dépendront de la mesure de fluorescence

de sondes  portant  des  fluorophores  dirigées  contre  l’anomalie  somatique  à  quantifier.  La

dPCR apporte un gain de sensibilité  important  vis  à  vis  de la PCR quantitative  classique

(qPCR)  dans  la  mesure  où  chaque  compartiment  fera  l’objet  d’une  PCR  indépendante.

Initialement réalisée en microplaques dès 1999 [194], la dPCR est aujourd’hui réalisée dans

des microgouttelettes dont le volume de réaction de chaque compartiment est de l’ordre du

picolitre au nanolitre. 

La dPCR a pour objectif de quantifier des anomalies somatiques précisément définies et

ponctuelles dans un échantillon biologique. Par exemple, dans les LDGCB, cette technique

peut  avoir  un  intérêt  au  diagnostic  pour  quantifier  les  mutations  simultanées  des  gènes

MYD88 et  CD79B dont le statut mutationnel est corrélé à la réponse à l’ibrutinib  [36]. De

même,  dans  les  lymphomes cérébraux (PCNSL),  la  quantification  de la  mutation  MYD88

L265P dans le liquide  cérébro-spinal  des patients  a montré  de meilleurs  résultats  que par

qPCR classique  [195], [196]. Cette mutation étant présente dans 85 % des PCNSL et étant

spécifique  de  cette  entité,  celle-ci  peut  permettre  de  confirmer  un diagnostic  à  partir  des

résultats de dPCR. Néanmoins, la dPCR est limitée par la capacité de multiplexage des sondes

fluorescentes (jusqu’à 5 simultanées) [197], [198]. 

La méthode BEAMing (beads, emulsion, amplification, magnetics) est une technique de

dPCR combinant  à la fois la PCR en émulsion et  la cytométrie  de flux pour identifier  et

quantifier  des  anomalies  somatiques  [199].  Diehl  et  al ont  utilisé  cette  approche  pour  la

quantification de mutations à partir de cfDNA dans une cohorte de patients atteints de cancers

colorectaux et ont démontré que la cinétique du ctDNA est corrélée à la réponse au traitement

et que la quantification du ctDNA post-chirurgie représente un marqueur de maladie résiduel

pertinent pour le suivi des patients [200]. Cette méthodologie BEAMing a été très largement

déclinée dans un grand nombre de cancers solides comme le cancer colorectal [201], le cancer

du sein [202] ou le cancer du poumon [203]. 

La  dPCR peut  aussi  permettre  le  suivi  de remaniements  structuraux tels  que  les  CNV

[204],  [205] et  de  remaniements  chromosomiques  tels  que  les  translocations.  Ces

translocations  sont  particulièrement  intéressantes  à  suivre  dans  certains  sous-types  de
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lymphomes, comme par exemple la translocation t(14;18) impliquant le gène BCL2 dans les

lymphomes folliculaires ou la translocation t(11;14) impliquant CCND1 dans les lymphomes

du manteau [206], [207].

La dPCR reste néanmoins limitée à la détection d’anomalies très ciblées. Elle nécessite une

mise au point de chaque essai ce qui rend cette technologie difficilement applicable lorsque

l’on s’intéresse à un panel de mutations ou au séquençage de gènes ayant des mutations perte

de fonction non récurrentes.

Analyse par séquençage à haut-débit

Le séquençage ciblé à forte profondeur (TDS, Targeted Deep Sequencing) est lui aussi en

pratique limité à un certain nombre de régions mais il peut couvrir l’intégralité d’un gène ou

de ses parties  codantes.  Le TDS est  donc adapté  pour  l’analyse  de gènes  n’ayant  pas  de

mutations récurrentes. 

Nous avons vu dans le chapitre  qu’il existait plusieurs méthodes de préparation de librairie

parmi lesquelles l’amplification directe par PCR, par capture ou par extension d’une amorce

unique.  Quelque  soit  la  technologie  choisie,  la  principale  problématique  du  TDS  est  de

descendre au maximum en sensibilité en discriminant de façon précise le bruit de fond de

séquençage des mutations réellement présentes dans les échantillons pauvres en fragments

d’ADN issus de la tumeur d’origine. Les technologies de séquençage à haut-débit  ont par

nature un taux d’erreur par base entre 0,1 et 0,5 %. Ces erreurs sont liées à la fois à la chimie

du séquençage par  synthèse  sur  les  séquenceurs  Illumina  ou Ion Torrent,  mais  aussi  aux

technologies d’acquisition des signaux bruts. 

De nouveaux protocoles de préparation des librairies ont permis des avancées majeures

pour la détection et la quantification des anomalies  [208], [209]. Les approches par TDS en

particulier  à  partir  de  faibles  quantités  d’ADN augmentent  considérablement  le  risque  de

relecture de molécules amplifiées ayant acquises des erreurs de polymérase lors des cycles

d’amplification lors de la préparation des librairies. Ainsi, des avancées récentes ont permis

l’introduction  de  barcodes  moléculaires  uniques,  appelés  UMI,  avant  toute  étape

d’amplification de sorte à pouvoir quantifier réellement chacun des événements observés et de

déterminer  s’il  s’agit  ou non d’un faux positif  (voir  section  I.D).  Le fait  de quantifier  le

nombre  de  molécules  uniques,  et  non  le  nombre  de  molécules  amplifiées,  permet  une

amélioration des profils mutationnels détectés et un gain de sensibilité important [210]–[212].
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Nous  décrirons  brièvement  dans  la  suite  de  cette  section  un  ensemble  de  protocoles

d’analyse applicables aux biopsies liquides : Tam-Seq (Tagged-amplicon deep sequencing),

Safe-SeqS (Safe-Sequencing System), TEC-Seq (Targeted Error Correction sequencing), SPE

(Single-Primer  Extension)  et  enfin  CAPP-Seq  (Cancer  Personalized  Profiling  by  Deep

Sequencing).

Tagged-amplicon deep sequencing (Tam-Seq)

Tam-Seq est une méthode de construction de librairies par amplicon dont les amorces de

séquençage  possèdent  des  barcodes.  Une  première  pré-amplification  des  échantillons  est

effectuée  suivie  d’une  amplification  sélective  des  régions  d’intérêt.  Les  adaptateurs  de

séquençage  et  les  barcodes  spécifiques  des  échantillons  sont  ensuite  attachés  à  cette

construction lors d’une dernière PCR. Cette méthode permet de détecter des mutations dans

des échantillons de cfDNA avec une sensibilité et une spécificité supérieure à 95 % à des

fréquences alléliques proches de 2 % [213]. Elle a récemment été améliorée (enhanced Tam-

Seq, eTam-Seq) sur le plan du design des amorces pour permettre l’analyse d’échantillons très

fragmentés d’une part et d’autre part par l’emploi d’un nouvel algorithme pour la détection

des SNV et CNV qui permet de mieux considérer le bruit de fond de séquençage [214]. Les

auteurs rapportent 94 % de mutations détectées à des VAF comprises entre 0,25 et 0,33 % et

une limite  de détection  de 0,02 %. Enfin,  une comparaison à  la dPCR montre une bonne

concordance  démontrant  ainsi  que  cette  technique  est  applicable  à  la  quantification

d’anomalies dans le cfDNA [214].

Safe-Sequencing System (Safe-SeqS)

Safe-SeqS  est  aussi  une  méthode  de  préparation  de  librairie  par  amplicon  décrite

initialement par le groupe de Bert Vogelstein [211]. C’est la première approche à introduire

des  barcodes  moléculaires  pour  améliorer  la  sensibilité  des  technologies  de  séquençage à

haut-débit. Un barcode appelé UID (unique identifier) est assigné à chaque fragment d’ADN

avant toute étape d’amplification. Une mutation est considérée comme présente si 95 % des

séquences post-PCR arborant un même UID sont porteurs de l’anomalie. Cette stratégie offre

une certaine souplesse de détection en éliminant les erreurs d’amplification et de séquençage.

Les auteurs rapportent une limite de sensibilité de 0,05 %. Safe-SeqS a été particulièrement

utilisé pour l’analyse d’échantillons de cfDNA dans des tumeurs solides,  notamment dans

certaines  formes  de  carcinomes  [215] et  plus  récemment  en  2021 dans  trois  cohortes  de

patients  opérés de cancers colorectaux [216]. 
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Targeted Error Correction sequencing (TEC-Seq)

Comme dans l’approche Safe-SeqS, des barcodes moléculaires sont eux aussi utilisés dans

cette  approche  TEC-Seq  afin  de  discriminer  les  mutations  des  artefacts  de  séquençage.

Néanmoins,  cette  approche combine  l’information  portée par  les barcodes et  les positions

d’alignement  des  paires  de  lectures  le  long  du  génome  de  référence.  Ces  positions  sont

utilisées comme des « barcodes endogènes ». Les duplicats sont ainsi identifiés par une clef

d’identification  « barcode  moléculaire-positions ».  Cette  méthodologie  a  été  appliquée  à

différents types de cancers solides  avec une sensibilité de 100 % et 89 % pour des VAF de

0,2 % et 0,1 %, respectivement [212].  

Single Primer Extension (SPE)

Cette méthodologie SPE repose sur la création d’amplicons et est à la base des kits de

préparation de librairie distribuée par la société QIAGEN (QIASeq targeted DNA panel kits).

Elle utilise une seule amorce spécifique par région, appelée GSP, pour l’amplification des

régions  d’intérêt  ce  qui  la  rend  moins  dépendante  de  la  taille  des  fragments  que  les

technologies par amplicon classiques qui nécessitent la fixation de deux amorces.  Comme

pour les méthodes de capture, une première étape de fragmentation est réalisée suivie d’une

étape de réparation des extrémités des fragments générés et par la ligation d’adaptateurs. Les

UMI sont  portés  par  ces  adaptateurs  universels  qui  servent  à  l’amplification  des  régions

conjointement avec les GSP (figure 21). Ils sont de taille 12 et sont donc capables de générer

412 combinaisons de clefs d’identification différentes réduisant ainsi drastiquement le risque

de redondance  [217].  Cette  méthodologie  a  été  utilisée  au diagnostic  afin d’identifier  des

cibles thérapeutiques ou des mutations ponctuelles [218], [219]. Elle permet aussi la détection

de CNV via l’utilisation d’algorithmes spécifiques tels que mCNA [220] développé dans le

cadre de cette thèse (chapitre III.C).

Cancer Personalized Profiling by Deep Sequencing (CAPP-Seq)

CAPP-Seq est une technologie ultra-sensible de capture développée spécifiquement pour

l’analyse de cfDNA. Il s’agit à la fois d’une méthodologie de construction de panel in silico et

d’une méthode de préparation de librairie en soit.

La  première  étape  consiste  à  interroger  les  bases  de  données  de  référence  afin  de

déterminer une liste de mutations décrites dans une pathologie d’intérêt. Cette sélection de

cibles  conduit  au  design  de  sondes  oligonucléotidiques  biotinylées,  appelées  « Selector »,

visant à capturer des régions larges autour des anomalies. Le protocole est optimisé pour la
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détection  de faibles  quantités  d’ADN et  les  recommandations  en terme de profondeur  de

séquençage en font par nature une technique très sensible [221], [222]. 

CAPP-Seq est  une technique  capable  de détecter  de nombreux types d’anomalies :  des

SNV, des insertions/délétions, des variants structuraux et des variations de nombre de copies

de gènes. Initialement développée pour la détection d’anomalies somatiques dans le cancer du

poumon, de nombreuses publications dans d’autres pathologies ont démontré son efficacité

que ce soit dans les cancers solides ou dans les hémopathies malignes comme les LDGCB, les

LH ou les LF [118], [179], [223]–[225]. Quelques travaux autour de l’analyse de ctDNA dans

le contexte des lymphomes sont présentés dans la section I.C.5.

C.5. Lymphomes et biopsie liquide

Nous  avons  vu  dans  les  précédents  chapitres  que  les  technologies  de  préparation  de

librairie  et  de  séquençage  sont  nombreuses  et  tendent  toutes  à  améliorer  la  qualité

d’acquisition des données.  Nous nous concentrerons  dans cette  section sur les principales

publications associant biopsies liquides et lymphomes.

Biopsie liquide dans le lymphome diffus à grandes cellules B

Comme  nous  l’avons  vu  précédemment,  les  LDGCB  sont  en  réalité  une  maladie

hétérogène  dans  laquelle  coexistent  plusieurs  entités :  GCB  et  non-GCB (section  I.A.2).

L’analyse  des  profils  mutationnels  dans  ces  tumeurs  a  révélé  les  principales  anomalies

génétiques acquises dans les cellules tumorales  en fonction du sous-type de LDGCB. Les

différentes  publications  associant  biopsie  liquide  et  lymphomes  tentent  de  retrouver  ces

signatures mutationnelles non plus à partir d’ADN extrait de la tumeur mais d’ADN extrait

d’autres fluides biologiques, comme le plasma.

Corrélation entre les profils mutationnels de la tumeur et du ctDNA au diagnostic

En 2015, notre équipe publie une première comparaison du profil mutationnel entre tumeur

et plasma au diagnostic d’une cohorte de 12 LDGCB [226]. Le panel de séquençage, baptisé

Lymphopanel, a été conçu pour être suffisamment informatif sur un nombre de cibles limité

afin  de  constituer  un  test  réalisable  en  routine.  Il  couvre  34  gènes  d’intérêt  (87kb,  872

amplicons) via la technologie de préparation de librairie AmpliSeq. Le séquençage, réalisé sur

séquenceur PGM (Ion Torrent), révèle la présence de mutations dans le cfDNA dans 11 cas

sur les 12 séquencés. La concordance globale des profils mutationnels entre tumeur et plasma
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appariés dans cette série est de 85 %. Un exemple de profils mutationnels appariés est donné

en figure 30.

La présence de mutations circulantes a été à nouveau confirmée par notre équipe dans une

cohorte de lymphomes cérébraux  [227]. Sur les 25 patients séquencés, 8 ont au moins une

mutation  détectable  dans  le  plasma.  La  comparaison  entre  les  profils  mutationnels  de  la

tumeur  et  de  la  biopsie  liquide  montre  une  bonne concordance  dans  cette  petite  série  de

patients  (figure  31).  Néanmoins,  certaines  mutations  présentes  à  de  faibles  VAF dans  la

tumeur  d’origine  ne  sont  pas  retrouvées  dans  le  plasma  des  patients  soulevant  ainsi  un

problème de sensibilité.

Parallèlement au séquençage à haut-débit, notre équipe s’est aussi intéressée à la détection

des profils mutationnels du cfDNA par dPCR. Trois essais de dPCR ont été développés pour

détecter trois mutations récurrentes dans les LDGCB et PMBL : la mutation XPO1 E571K, la

mutation EZH2 Y641N et enfin la mutation MYD88 L265P [228].  La comparaison avec les

données de séquençage du LymphoPanel sur PGM chez 15 patients et de la plateforme de

dPCR QuantStudio3D® (Life  Technologies)  montre  une  concordance  de  100 % entre  les

deux technologies et une corrélation presque parfaite sur la fréquence allélique des anomalies

(r=0,99, p<0,001). Par ailleurs, des dilutions sériées de l’ADN muté des lignées cellulaires

MedB-1, VAL, et OCI-Ly3 à 50%, 10%, 5%, 1%, 0.5%, 0.1%, 0.05%, et 0% montrent une

limite de détection à 0,05 % de la dPCR.
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Figure 30: Corrélation entre les profils mutationnels du cfDNA et de la tumeur
d'origine chez un patient atteint de LDGCB.

Les fréquences alléliques des variants dans la tumeur d’origine (en bleu) et dans le

cfDNA (en noir) montrent une très bonne concordance. Adapté de Bohers et al [226].



Enfin, une dernière étude cette fois-ci prospective est conduite par notre équipe en 2018

afin de valider la valeur clinique de la détection de mutations dans le cfDNA dans une cohorte

de 30 LDGCB. Les profils mutationnels du ctDNA et de la tumeur sont comparables dans

cette  série avec une informativité  de 93 %. Dans 5 cas,  des mutations  additionnelles sont

retrouvées dans le ctDNA par rapport à la tumeur. 

Cette étude souligne pour la première fois qu’il est possible de détecter des variations de

nombre  de  copies  de  gènes  dans  le  ctDNA pour  les  patients  ayant  une  charge  tumorale

importante dans le plasma avec des VAF importantes (figure 32). Les CNV détectés dans le

cfDNA sont comparables à ceux retrouver dans la tumeur chez ces patients. Néanmoins, la

positivité  des  profils  est  fortement  dépendante  de  la  fréquence  allélique  moyenne  des

mutations retrouvées dans le plasma et on observe ainsi beaucoup de profils qui ne sont pas

exploitables faute de concentration de ctDNA.
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Figure 31: Corrélation entre les profils mutationnels du ctDNA et de la
tumeur dans deux cas de lymphomes cérébraux.



Caractérisation des profils mutationnels par CAPP-seq

L’étude  de  Scherer  et  al s’intéresse  à  la  détection  d’anomalies  dans  le  cfDNA d’une

cohorte de 92 patients atteints de LDGCB et de 24 individus sains à partir de la méthodologie

CAPP-Seq [224]. Le panel de séquençage ciblé de cette étude couvre environ 240 000 pb et

inclut les mutations récurrentes décrites dans la littérature dans le LDGCB,  les points de

cassure récurrents à l’origine de fusions (BCL2, BCL6, MYC et de IGH) et enfin les mutations

dans  les  chaînes  lourdes  variables  des  immunoglobulines  (IgVH)  et  dans  les  régions  de

jonction  (IgJH).  L’informativité  dans  les  tumeurs  via  ce  panel  ciblé,  c’est  à  dire  le

pourcentage d’échantillons ayant au moins une mutation détectable, est de 100 % avec une

médiane de 134 anomalies  détectées.  La concordance avec la FISH pour la détection des

translocations dans les tumeurs est de 89 %. L’analyse des plasmas avant traitement montre

une informativité de 100 % dans le ctDNA et une spécificité de 99.8 % par comparaison au

profil mutationnel de la tumeur au diagnostic.
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Figure 32: Détection de CNV à partir de données de séquençage du ctDNA dans le
LDGCB.



La cinétique de la fréquence allélique moyenne des mutations dans le cfDNA au cours du

traitement montre une corrélation nette avec l’imagerie où la décroissance du volume tumoral

est liée à la diminution de la VAF moyenne dans le plasma et où à l’inverse son augmentation

est liée à une augmentation de la charge tumorale (figure 33). 

Un cas intéressant de lymphome avec des mutations de résistance à l’Ibrutinib sur le gène

BTK est rapporté dans cette étude avec l’apparition de deux sous-clones tumoraux résistants

(figure 34) au cours du traitement. Cette étude soulève l’impact significatif de la positivité du

ctDNA après traitement sur le risque de rechute sur 25 patients. Enfin, un classifieur basé sur

les profils mutationnels du ctDNA est construit afin de retrouver la classification COO GCB

et  non-GCB.  Celui-ci  montre  une  concordance  intéressante  avec  l’algorithme

immunohistochimique de Hans (figure 7) de 83 % pour les GCB et 94 % pour les non-GCB.
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Figure 33: Cinétique de la VAF moyenne dans le ctDNA au cours du
traitement. 

Le graphique,  extrait  de  Scherer  et  al  [176],  décrit  l’évolution  de  la  VAF

moyenne des anomalies détectées  dans le cfDNA d’un patient au cours de son

traitement  et  en lien avec  l’imagerie.  On observe une décroissance  de la  VAF

moyenne  associée  à  une  décroissance  du  volume tumoral  jusqu’au  J224 avant

d’observer le phénomène inverse lors de la rechute du patient.



En 2018, Kurtz  et al décrivent les résultats sur un nouveau panel CAPP-Seq sur plus de

200 LDGCB dans le but de définir des seuils pronostics basés sur la concentration du ctDNA

en cours de traitement [179]. Cette nouvelle étude est particulièrement intéressante car elle est

multicentrique : les échantillons proviennent de 6 centres hospitaliers. Une informativité de

98 % du cfDNA avant traitement est observée dans cette cohorte. 

Les  auteurs  stratifient  une première  série  des patients  ayant  une « réponse moléculaire

rapide » (early molecular response, EMR) avec une décroissance de 2-log de la concentration

en ctDNA après un cycle de chimiothérapie et en « réponse moléculaire majeure » (major

molecular reponse, MMR) avec une décroissance de 2,5-log après deux cycles. Les seuils

définis dans cette première série d’entraînement pour la classification des patients en EMR et

en MMR sont appliqués sur une cohorte de validation. Ces deux classes EMR et MMR sont

retrouvées comme étant pronostiques que ce soit sur le risque de rechute (EFS) ou sur le

risque de décès (OS) (figure 35).
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Figure 34: Émergence de sous clones résistants à l'Ibrutinib.



Biopsie liquide dans le lymphome de Hodgkin

Nous avons vu précédemment que le lymphome de Hodgkin est caractérisé par la présence

souvent  peu abondante  de cellules  tumorales  dans  les  biopsies  appelées  cellules  de Reed

Sternberg et que ce faible contingent tumoral pose beaucoup de difficultés pour déterminer le

profil moléculaire des cellules de RS (section I.A.4). La détection de marqueurs au diagnostic

dans des échantillons de cfDNA est donc particulièrement intéressante dans cette pathologie

tant la biopsie est difficile à analyser sur le plan génétique. Des techniques de dPCR et de

NGS ont permis de mettre en évidence que le cfDNA était informatif dans le LH et que les

profils mutationnels entre tumeur et biopsie liquide était tout à fait comparables [118], [125],

[229], [230].
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Figure 35: Impact pronostic de la cinétique du ctDNA en cours de
traitement.

Les  courbes  adaptées  de  Kurtz  et  al [195] représentent  l’impact

pronostic  significatif  des  classes  EMR (early  molecular  response)  et

MMR (major molecular reponse) sur la survie sans progression et sur la

survie globale.



La cohorte de cfDNA de LH la plus complète est  vraisemblablement la série publiée en

2018 par V. Spina et al. On y retrouve une collection de 80  échantillons au diagnostic pré-

traitement avec un suivi longitudinal en cours de traitement, en cas de rechute et en fin de

traitement. Les tumeurs micro-disséquées ont elles aussi été séquencées afin de comparer les

profils mutationnels de cellules de RS aux profils issus du ctDNA. Au total, ce sont près de

350 échantillons de cfDNA qui ont été séquencés par la technologie CAPP-seq. 

La réalisation de duplicats, c’est à dire d’échantillons séquencés plusieurs fois et analysés par

le  même  traitement  bioinformatique,  montre  une  concordance  des  résultats  importante

(R²=0.978) validant l’approche CAPP-seq dans cette pathologie (figure  36.B). On retrouve

dans cette série une informativité globale du cfDNA supérieure à 80 % au diagnostic (figure

36.A) sur un panel de 191kb couvrant les régions codantes et les bornes d’épissage exoniques

de 77 gènes. L’analyse au diagnostic des profils mutationnels du cfDNA montre des résultats

concordants  avec  les  données  précédemment  publiées  avec  des  mutations  récurrentes  de

STAT6, TNFAIP3, ITPKB, GNA13 ou encore B2M (Figure 37). 
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Figure 36: Validation technique de la technologie CAPP-Seq sur les échantillons de LH (adapté
de V. Spina et al, Blood 2018).

A.  Comparaison  des  mutations  retrouvées  entre  échantillons  tumoraux  (gDNA)  et  de  cfDNA

appariés au diagnostic. 87.5 % des mutations retrouvées dans la biopsie liquide sont confirmées par

l’analyse CAPP-seq de la biopsie appariée.

B. Corrélation  entre  les fréquences  alléliques  des mutations  non synonymes détectées  dans les

échantillons de cfDNA entre le réplicat 1 (axe x) et le réplicat 2 (axe y).
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Figure 37: Profils mutationnels de 80 cfDNA de LH (adapté de V. Spina et al, Blood 2018)

La heatmap adaptée de l’étude de V. Spina et al. a été adaptée pour ne laisser apparaître que les

10 gènes les plus mutés dans la série. 



D. Apport des barcodes moléculaires uniques

D.1. Biais inhérents au séquençage NGS

Nous avons vu dans les chapitres précédents que le séquençage de nouvelle génération

nécessite  au  préalable  une  étape  d’amplification  des  matrices  d’ADN  dont  on  souhaite

déterminer la séquence (section I.B.3). 

Cette amplification n’est pas anodine puisqu’elle brise la relation directe entre le nombre

de molécules d’ADN initiales extraites de l’échantillon biologique et le nombre de lectures

séquencées.  Le  facteur  d’amplification  de  chaque  fragment  d’ADN  est  dépendant  de

nombreux facteurs tels que la taille de la librairie, le nombre de régions, le pourcentage en

GC, la longueur des fragments ou encore l’éventuelle compétition entre deux amorces ciblant

une même région (figure 38). Ce facteur d’amplification, dans des librairies sans UMI, n’est

pas directement mesurable. 

De plus, la détection des anomalies somatiques présentes à de faibles fréquences, à travers

l’exploration  profonde  des  échantillons  par  séquençage,  implique  de  distinguer  le  signal

biologique  du  bruit  de  fond  technologique.  Les  erreurs  de  séquençage  sont  des  facteurs

confondants  clefs  pour  maintenir  une  spécificité  acceptable  au  regard  de  la  recherche  de

sensibilité  nécessaire  pour  certaines  applications  comme  par  exemple  la  détection  non

invasive de mutations dans des biopsies liquides.

Le taux d’erreur des appareils de NGS est décrit dans la littérature comme supérieur à

0.1 % [208], [210], [231], [232]. L’analyse bioinformatique primaire des données bruts des
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Figure 38: Biais lors du comptage des lectures des amplicons après séquençage NGS. 

Cette figure extraite de la publication de l’outil ONCOCNV [288] montre les biais de 

comptage des lectures séquencées en fonction de paramètres tels que le pourcentage en GC de

l’amplicon (A) ou la longueur de l’amplicon (B). 



séquenceurs génèrent des scores de qualité par base et par séquence appelés scores PHRED

[233], [234]. Ce score  reflète la probabilité d’attribution de la bonne base à partir des signaux

d’acquisition et a pour but d’aider à l’élimination de ces erreurs. Néanmoins, ce système de

score demeure en pratique insuffisant dès lors que l’on s’intéresse aux variations de très faible

fréquence (<0,5%) pour déterminer avec précision les mutations réellement présentes dans un

échantillon biologique.

Ce chapitre  décrit  en quoi  l’utilisation  des UMI dans les librairies  de séquençage peut

permettre d’améliorer la qualité des résultats.

D.2. Diversité

Les UMI sont des séquences courtes et aléatoires utilisées pour marquer de manière unique

chaque fragment d’ADN avant toute étape d’amplification de librairie. L’ajout de ces UMI

dépend de la nature des kits de construction de librairie utilisée et des fournisseurs. 

La taille des UMI est à adapter au type d’application et à la profondeur de séquençage. La

capacité  de marquage des fragments d’ADN ciblés est directement proportionnelle  à cette

longueur avec une diversité théorique comme suit :

D =  4L

Avec  D =  diversité, L=longueur de l’UMI

Par ailleurs, les fragments d’ADN sont identifiés à la fois par leur UMI mais aussi par leur

séquence :  de ce  fait,  deux fragments  d’ADN n’ayant  pas  la  même séquence  et  qui  sont

porteurs du même UMI seront considérés comme deux éléments distincts et indépendants par

la  plupart  des  algorithmes  bioinformatiques.  Ce couple  UMI et  séquence  augmente  donc

encore très largement la diversité d’identification. 

Les librairies QIAseq utilisées dans le cadre de cette thèse incluent des UMI de taille 12 et

peuvent donc identifier plus de 16 millions de fragments uniques. 

D.3. Exemples d’application

Compter individuellement des molécules d’ARN ou d’ADN est une tâche complexe car

elles sont particulièrement difficiles à amplifier quantitativement. Les UMI sont une méthode

de  comptage  absolue  dès  lors  que  les  librairies  de  séquençage  ont  été  explorées  avec

suffisamment  de  profondeur.  Avec  cette  méthode,  chaque  molécule  initiale  est  identifiée

parmi une population de lectures. Compter le nombre de molécules en amont de la préparation
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des  librairies  de  séquençage  revient  à  simplement  déterminer  le  nombre  d’UMI uniques.

Ainsi, les UMI sont particulièrement utilisés dans les analyses nécessitant une quantification

précise  à  partir  des  données  issues  du  séquençage  à  haut-débit,  comme en  RNA-seq par

exemple. Ils permettent d’éliminer les duplicats de PCR.

La première application en séquençage d’ADN remonte en 2012 dans l’étude de Kivioja et

al  dans  la  revue  Nature  [235].  Les  auteurs  se  sont  intéressés  à  évaluer  la  pertinence  de

l’utilisation  des  UMI notamment  dans  des  problématiques  de  caryotypage  en  mélangeant

l’ADN génomique d’un enfant atteint d’un syndrome de Down4 et de sa mère biologique.

Après  marquage  par  les  UMI  et  amplification  par  PCR,  20  millions  de  lectures  ont  été

alignées et comptées dans une fenêtre glissante de 5 Mb. Le comptage des lectures n’a pas

permis de retrouver significativement la trisomie du chromosome 21 chez l’enfant (figure 39).

4 Le syndrome de Down est un trouble héréditaire présent à la naissance, causé par la présence de copies 
supplémentaires du chromosome 21. C'est un trouble complexe touchant la santé et le développement des 
enfants.
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Figure 39: Caryotypage par comptage du nombre de barcodes
moléculaires. Adapté de Kivioja et al. (2012, Nature) [235]

Cette figure montre en  a. le comptage du nombre de lectures alignées par

fenêtre de 5 Mb à partir  du nombre de lectures.  La figure  b. représente ce

même comptage réalisé cette fois-ci à partir  du nombre d’UMI uniques par

région, et donc du nombre de molécules d’ADN uniques. On observe un bruit

de fond bien moins important sur les signaux d’acquisition avec le signal en

UMI.



En réalisant cette fois-ci le comptage des UMI par région, et non des lectures amplifiées, la

trisomie 21 était très clairement visible et le signal d’acquisition beaucoup moins bruité. 

La même observation a été conduite sur la reproductibilité des comptages d’ARNm en

RNA-seq.  Les  auteurs  ont  séquencé  un même échantillon  en  faisant  varier  le  nombre  de

cycles d’amplification et ont comparé les résultats de comptage. Là encore, les résultats sont

significativement améliorés en réalisant les comptes à partir de l’information portée par les

UMI (figure 40). Les données de comptage en UMI sont indépendantes du nombre de cycles

d’amplification rendant ainsi possible, par exemple, une comparaison plus fiable des niveaux

d’expression  de  différentes  échantillons  entre  eux  sans  avoir  recours  à  des  méthodes  de

normalisation complexes. 

Le choix d’introduire ou non des UMI dans les librairies de séquençage n’est pas anodin

car il entraîne des modifications dans la manière de traiter les données. Les UMI doivent être

extraits  des  séquences  brutes  et  leurs  séquences  stockées  dans  un  format  informatique

compatible avec les étapes de traitement primaire,  secondaire et tertiaire des données. Ces

différentes étapes de traitement sont présentées dans le chapitre suivant.
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Figure 40: Comparaison de la quantification du nombre de ARNm
par comptage des lectures ou des UMI et en fonction du nombre de

cycles de PCR. Adapté de Kivioja et al. [235]
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II. TRAITEMENT BIOINFORMATIQUE DES DONNÉES DE

SÉQUENÇAGE POUR LA DÉTECTION DES VARIATIONS

Ce chapitre vise à introduire les différents traitements bioinformatiques pour la détection des

anomalies  somatiques  à  partir  d’une  expérimentation  de  séquençage  NGS.  Les  analyses

primaire, secondaire et tertiaire des données sont représentées sur la figure 41.
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Figure 41: Traitement primaire, secondaire et tertiaire des données de séquençage NGS.



A partir des données brutes du séquenceur, une étape dite d’analyse primaire des données

est  réalisée  afin  de  convertir  les  signaux  d’acquisition,  quelque  soit  leur  nature,  en  une

séquence  ordonnée  de  nucléotides.  En  fonction  des  séquenceurs,  cette  étape  implique

l’utilisation d’algorithmes différents que nous détaillerons.

Une fois les séquences reconstruites, l’analyse secondaire des données peut être réalisée.

Cette  étape  inclut  différents  pré-traitements  appliqués  aux  séquences  afin  d’éliminer  les

motifs liés à la chimie de préparation de la librairie de séquençage. L’alignement est ensuite

réalisé  afin  d’associer  chaque  lecture  à  une  position  chromosomique.  Nous  verrons  les

différents  algorithmes  intervenant  lors  de l’analyse secondaire  et  notamment  ceux utilisés

dans le cadre du traitement des données au cours de cette thèse : UMI-tools  [236],  BWA

[237] et GATK [238].

Enfin,  nous  introduirons  les  concepts  autour  de  l’analyse  tertiaire  des  données  et  plus

spécifiquement  la  détection  des  variants  et  des  CNV à partir  des  lectures  alignées.  Nous

évoquerons le concept d’annotation et de contrôle qualité pour la filtration des variants.
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A. Analyse primaire

Le traitement  primaire  des  données  consiste  à  transformer  les  signaux acquisition  des

séquenceurs  NGS  en  une  séquence  ordonnée  de  nucléotides.  Ces  signaux  d’acquisition,

quelque soit la nature de la technologie de séquençage, sont générés de façon massivement

parallèle et nécessitent l’utilisation d’algorithmes performants souvent embarqués dans des

programmes  propriétaires  comme bcl2fastq© ou encore  le  Torrent  BaseCaller©.  La source

brute d’acquisition diffère en fonction de la nature des séquenceurs : il s’agit d’une mesure

pH-métrique  pour  la  technologie  Ion  Torrent  ou  d’une  mesure  de  fluorescence  pour  la

technologie Illumina.

Lors de la reconstruction des séquences, un score de qualité est attribué à chacune des

bases. Ce score PHRED est proportionnel à la qualité des signaux d’acquisition et traduit la

probabilité d’identification correcte de la base. PHRED est un algorithme qui a émergé lors du

Human  Genome  Project  (HGP),  projet  durant  lequel  la  comparaison  des  données  de

séquençage de différentes plateformes a été nécessaire afin de réaliser pour la première fois

l’assemblage de la séquence de référence du génome humain  [233], [234]. Historiquement,

PHRED évaluait  la  forme  et  la  résolution  des  pics  d’électrophorèse  des  séquenceurs  de

première génération puis, à partir d’immenses tables de correspondance propres à chaque type

de  séquenceur,  ces  différentes  mesures  étaient  converties  en  probabilité  d’erreur  de

séquençage (p) puis en score de qualité (Q) comme suit :

Q=− 10×log ( p )

L’algorithme PHRED est toujours implémenté sur les séquenceurs de nouvelle génération.

Les  scores  de  qualité  PHRED  sont  utilisés  par  un  très  grand  nombre  d’algorithmes

bioinformatiques pour estimer la qualité des séquences, éliminer des portions de séquences de

faible  qualité,  déterminer  l’exactitude  des  séquences  assemblées  ou  encore  évaluer  le

caractère artéfactuel d’une variation génétique observée. C’est un élément indispensable pour

discriminer le bruit de fond de séquençage du signal biologique dans des échantillons pauvres

en contingent tumoral.

Nous décrirons dans la suite de ce chapitre les différents algorithmes et formats de fichier

utilisés pour le traitement primaire des données de séquençage Ion Torrent et Illumina. 

Traitement bioinformatique des données de séquençage pour la détection des variations - Page 83



A.1. Technologie Ion Torrent

Le  traitement  primaire  des  données  des  séquenceurs  Ion  Torrent  repose  sur  la

transformation des données d’intensité électrique au format DAT. Ces fichiers contiennent les

intensités électriques par puits et par cycle au cours du temps. Pour rappel, cette technologie

de séquençage repose sur l’injection à chaque cycle d’un dNTP à la surface de la puce puis

d’un  lavage.  Un  exemple  de  signal  brut  est  présenté  sur  la  figure  43.  On  retrouve  un

découpage des cycles d’acquisition pour chaque puits  en trois  phases :  une intensité  nulle

avant le premier cycle, un pic lors de l’incorporation d’un dNTP puis une baisse progressive

lors du lavage en fin  de cycle.  Une intensité  résiduelle  persiste  au cours  du temps après

l’incorporation du dNTP. 
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Figure 42: Traitement primaire des données des séquenceurs Ion Torrent



Il  est  important  de noter  qu’à cette  étape  un modèle multi-paramétrique  est  entraîné  à

chaque cycle afin de soustraire le bruit de fond d’acquisition. Pour se faire, le programme

détecte  le  puits  qui  n’a  pas  incorporé  de  base  le  plus  proche  afin  d’extraire  l’intensité

résiduelle de celui-ci et appliquer une correction par soustraction au puits en cours d’analyse

[239]. L’application de ce modèle linéaire de correction aux plusieurs millions de puits par

puce et à chaque cycle est l’étape la plus coûteuse en ressources de calcul au regard de tous

les  traitements  bioinformatiques  en  aval.  L’introduction  dans  les  dernières  versions  de  la

Torrent Suite (1.4) d’une carte graphique NVIDIA Tesla GPU pour effectuer ces calculs a

rendu extrêmement plus rapide cette étape de normalisation des données. 

L’étape de base calling vise à convertir les signaux d’acquisition corrigés du séquenceur

en  une  base  nucléotidique  prédite.  En  amont  de  cette  étape,  il  n’existe  aucun  lien  entre

l’intensité  électrique  déduite  des  fichiers  DAT/WELLS et  le  nombre  de  bases  réellement

incorporées au cours du cycle. Il est donc nécessaire de calibrer ces signaux d’intensité de

sorte à reconstruire la séquence. Lors de la construction des librairies, les fragments d’ADN

liés aux ISP intègrent un adaptateur de 7 nucléotides TACGTAC appelé « key sequence »

(KS) [239]. Cette séquence synthétique est utilisée afin de réaliser la calibration des signaux

électriques lors des 7 premiers cycles de séquençage. Les cycles 0, 2, 3 et 5 dans l’ordre

d’injection des dNTPs correspondent à des signaux d’acquisition vides au niveau de la KS et
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Figure 43: Ion Torrent - Exemple de signal d'acquisition contenu
dans un fichier DAT.

La courbe  représente  la  mesure  du  signal  électrique d’un  puits  au

cours d’un cycle et suite à l’incorporation d’une base dans une ISP.



les  cycles  1,  4  et  6  à  des  signaux pleins  d’acquisition  d’une  seule  base.  La  méthode  de

normalisation  mesure  donc  l’intensité  d’acquisition  moyenne  des  4  cycles  vides  afin  de

déterminer le bruit de fond résiduel, soustrait cette intensité moyenne à tous les puits en cours

d’analyse et détermine l’intensité moyenne d’incorporation d’une base à partir des cycles non

vides.  Finalement,  les  intensités  de  tous  les  puits  sont  divisées  par  l’intensité  moyenne

mesurée  pour  les  cycles  pleins  d’une  base.  C’est  ainsi  que  l’algorithme  de  base  calling

parvient à déterminer si une intensité d’acquisition élevée correspond ou non à l’incorporation

de plusieurs nucléotides (2-mer, 3-mer…) durant un même cycle. L’algorithme intègre, au fur

et à mesure des cycles, une surveillance des valeurs d’intensité  d’incorporation d’une base

afin d’adapter ce seuil de détection en cours de séquençage.

Enfin,  une  correction  de  phase  est  intégrée.  En  effet,  il  existe  deux  sources  d’erreurs

majeures pouvant fausser complètement le résultat de séquençage d’une ISP : 

- une extension incomplète (IE) : situation durant laquelle un nucléotide injecté à la surface

de la puce devait s’intégrer au brin en cours d’extension fixé sur une ISP mais ne l’a pas été

(faux négatif)

- une extension non spécifique (ES) : situation durant laquelle un nucléotide s’est intégré

anormalement à l’un des brins en extension d’une ISP de façon non spécifique (faux positif)

Pour  rappel,  chaque  ISP  de  chaque  puits  est  tapissée  d’un  ensemble  de  séquences

identiques. Ces phénomènes IE/ES vont conduire à un décalage de phase entre une population

de fragments d’une ISP ayant suivie normalement l’incorporation des nucléotides au cours

des  cycles  et  une  fraction  minoritaire  d’entre  eux  ayant  un  décalage  de  cycle  et  venant

augmenter le bruit de fond d’acquisition localement au niveau de l’ISP. Ce phénomène, bien

que  minoritaire  statistiquement,  s’aggrave  à  mesure  que  les  cycles  de  séquençage  se

poursuivent. C’est l’une des raisons à la limitation en taille des fragments séquençables via

cette approche. 

 Enfin,  le  logiciel  de  base  calling utilise  un  algorithme  glouton  afin  de  trancher

l’incorporation ou non d’une base [239]. Un algorithme glouton est un algorithme qui suit le

principe  de  faire,  étape  par  étape,  un  choix  optimum  local  de  paramètres,  dans  l’espoir

d’obtenir un résultat global optimum. Très concrètement, des seuils sont déterminés cycle par

cycle afin de statuer sur l’incorporation d’une base (1-mer), de deux bases (2-mer) … Et ces

seuils évoluent à mesure de la réaction de séquence. 
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Le logiciel de base calling de la technologie Ion Torrent produit par défaut un fichier BAM

non aligné (unaligned BAM, uBAM) pour chaque échantillon séquencé. Il est aussi possible

d’installer des modules sur le Torrent Server afin de convertir ce fichier uBAM en un format

plus standard comme le format FASTQ.

A.2. Technologie Illumina

Le traitement primaire des données des séquenceurs Illumina repose sur la détection des

clusters sur  le  support  de  séquençage  appelé  flowcell et  la  transformation  des  signaux

d’intensité de fluorescence de ces clusters en une suite ordonnée de bases. 

En fonction de la nature des  flowcells et du type de séquenceur, celles-ci sont prises en

charge par un système de plusieurs caméras réalisant les différentes prises à chaque cycle. Par

exemple,  les  flowcells du système MiSeq sont divisées horizontalement en zones appelées

« tiles » (tuiles) et en colonnes appelées « lanes ». Chacune des lanes est elle-même divisée en

bandes  plus  étroites  appelées  swaths (figure  44).  A  noter  que  sur  les  séquenceurs  de

production de la gamme Illumina certaines flowcells ont la particularité d’être composées de

deux faces (bottom et  top). En conséquence, à chaque cycle, le système optique prend deux

fois plus d’images par cycle en adaptant son focus pour mesurer la fluorescence de l’une des

deux faces puis de la suivante.
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Figure 44: Illumina - Découpage fonctionnel des flowcells. 

Cette figure a été adaptée du site de la société Illumina (http://illumina.com).



Le traitement  primaire  des données des séquenceurs Illumina est  piloté  par un logiciel

appelé RTA (Real-Time Analysis module). Ce logiciel exécute une suite de dépendances afin

de convertir les images en séquences nucléotidiques par cluster à la surface de la flowcell. Le

traitement repose en réalité sur l’exécution de deux modules : Firecrest et Bustard (figure 45).

Firecrest est le module dédié à l’analyse des images haute-résolution au format TIF prises

par les caméras des séquenceurs. Les images ont une nomenclature bien spécifique qui inclut

les  coordonnées  d’acquisition  à  la  surface  de  la  flowcell (figure  44).  Les  clusters sont

identifiés spatialement par le numéro de Lane, le numéro de la Tile et par leurs coordonnées

dans l’espace (X;Y) ou (X;Y;Z) pour les flowcells ayant deux faces. Firecrest détermine dans

un premier temps les positions des  clusters à partir  des premiers cycles de séquençage et

extrait  ensuite  pour  les  cycles  suivants  les  intensité  de  fluorescence  pour  chaque cluster.

Firecrest applique ensuite différents filtres sur les images afin d’accentuer le contraste entre

les différents clusters et éliminer le bruit de fond d’acquisition. Finalement, on obtient pour

chaque cycle les intensités mesurées.

Bustard est le module utilisé afin de réaliser l’étape de base calling à proprement parler. A

partir des mesures d’intensité réalisées par Firecrest, Bustard produit des fichiers BCL (binary
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Figure 45: Illumina - Analyse primaire des données.



base call) par  Lane et par cycle. Chaque BCL contient pour chaque cluster la base retenue

pour le cluster ainsi que le score de qualité de la base.

Enfin, un utilitaire développé par la société Illumina appelée BCL2fastq est utilisé afin de

transformer ces fichiers  BCL en un format  plus adéquat  pour les analyses ultérieures :  le

format  FASTQ.  Ce  programme  est  aussi  à  l’origine  du  démultiplexage,  c’est  à  dire  à

l’attribution des séquences au bon échantillon selon les paramètres stipulés dans le fichier de

configuration du run qui liste les barcodes attribués à chaque échantillon (samplesheet).  

Chaque entrée dans le fichier FASTQ est composée de 4 lignes comprenant un identifiant,

la séquence nucléotidique, un délimiteur « + » suivi d’un score de qualité donné pour chacune

des bases de la séquence au format ASCII.

Chaque  identifiant  de  séquence  reprend  l’intégralité  des  caractéristiques  extraits  des

différentes étapes du traitement primaire des données comme la localisation de la séquence

sur la  flowcell ou encore quelques paramètres de qualité (figure  46). Les scores de qualité

PHRED par base sont encodés dans une forme compacte au format ASCII. A chaque symbole

de cet encodage correspond un Qscore compris entre 0 et 40 dans la dernière actualisation du

format.

Une  fois  les  FASTQ générés  pour  chaque  échantillon,  les  séquences  sont  prêtes  pour

l’analyse secondaire de la chaîne de traitement bioinformatique.

B. Analyse secondaire

L’analyse  secondaire  des  données  de  séquençage  consiste  à  produire  des  fichiers  de

séquences  alignées  contre  le  génome de  référence  et  à  appliquer  des  algorithmes  pour  la

détection des variants ponctuels et structuraux.
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Figure 46: Illumina – Nomenclature de l’identifiant de séquence dans le fichier FASTQ.



B.1. Pré-traitement des séquences brutes

Généralités

Un pré-traitement des séquences brutes est parfois nécessaire en amont de l’alignement de

séquences  de  sorte  à  éliminer  les  portions  de  séquence  résultant  de  la  construction  des

librairies (adaptateurs internes,  UMI…) ou les régions de faible qualité en fin de séquence.

Cette étape,  appelée  trimming, est essentielle pour assurer une bonne qualité d’alignement

notamment pour des échantillons fortement dégradés, c’est à dire ayant des fragments d’ADN

courts dans la librairie de séquençage. La présence de portions de faible qualité ou induite par

la  chimie  de  construction  de  la  librairie  va  entraîner,  en  fonction  de  la  longueur  de  ces

séquences artefactuelles, un certain nombre de discordances (mismatch) lors de l’alignement.

Les conséquences  peuvent être nombreuses allant  de l’apparition de faux variants jusqu’à

l’impossibilité  pour les algorithmes d’alignement  de placer  la séquence sur le  génome de

référence. Il n’existe pas de méthode générale adaptée en tout temps pour réaliser les étapes

de  trimming. Le  trimming est fonction de  la construction de la librairie et  de  la nature des

échantillons analysés.

Il  existe  de  plusieurs  algorithmes  de  trimming disponibles  dans  la  littérature.  Certains

incluent à la fois la suppression des séquences d’adaptateurs et des bases de faible qualité

comme Cutadapt  [240] ou Trimmomatic  [241]. Ces deux programmes sont très largement

utilisés  dans  la  communauté  bioinformatique.  Cutadapt  a  l’avantage  de  proposer  une

implémentation parallélisable, c’est à dire pouvant répartir les tâches de calcul sur différents

cœurs d’un ou plusieurs processeurs, mais ne prend pas en charge en une seule exécution les

deux  FASTQ  R1  et  R2  produits  lors  d’un  séquençage  paired-end.  Il  doit  être  lancé

indépendamment  sur  chacun  d’entre  eux.  Trimmomatic  de  son  côté  prend  en  charge  les

lectures  pairées  mais  fonctionne  sur  un  seul  cœur  de  calcul  ce  qui  le  rend  difficilement

utilisable  pour  l’exploration  profonde  d’échantillons.  Le  temps  de  calcul  est  directement

proportionnel au nombre de séquences à traiter.

Si les outils sont nombreux, le choix de l’outil de trimming à appliquer aux données n’est

pas  chose  aisée.  En  effet,  si  chaque  algorithme  au  moment  de  sa  publication  offrait  les

meilleures performances, il n’existe que peu d’études comparant sur un même jeu de données

l’efficacité de ces programmes [242]. Les différences observées résultent bien sûr à la fois de

la nature des algorithmes implémentés dans ces programmes mais aussi et surtout de tous

leurs paramètres d’exécution et de la nature des constructions de librairie.
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Les  outils  de  trimming sont  assez  généralistes  et  ne  sont  pas  toujours  adaptés  aux

constructions de librairie complexes comme celles proposées par Qiagen et nécessitent des

développements  d’algorithmes  locaux.  Dans  la  mesure  où  ce  type  de  librairie  a  été  très

largement utilisé dans les travaux de recherche présentés dans cette thèse, nous décrirons dans

la  suite  de  cette  section  l’implémentation  d’un  algorithme  de  trimming appliqué  à  ces

librairies.

Pré-traitement des librairies QIAseq 

Les séquences brutes dans les FASTQ provenant des librairies QIAseq sont composées

d’un GSP, du fragment d’ADN d’intérêt de l’échantillon, d’une séquence dite commune de 11

nucléotides suivie enfin d’un UMI (figure  47). On retrouvera ainsi à l’issu du séquençage

dans les FASTQ R1 en 5’ la séquence des GSP suivie de la séquence d’ADN à aligner et en

R2 en 5’ la séquence de l’UMI suivie de la séquence commune (CS) et de la séquence à

aligner.

Si la CS est constante et donc facilement identifiable dans la structure des séquences, la

séquence  du  GSP est  spécifique  de  la  région  ciblée  lors  de  la  construction  du  panel  de

séquençage.  En fonction des panels et  du nombre de cibles,  ces GSP peuvent représenter

plusieurs centaines de séquences synthétiques différentes. 

Le  trimming est  spécifique  de  chaque  FASTQ  R1  ou  R2.  Il  consiste  à  éliminer  les

séquences de GSP et de CS et à extraire et stocker la séquence des UMI dans le nom des

séquences  dans  les  fichiers  FASTQ.  Une  difficulté  supplémentaire  est  soulevée par  cette
Traitement bioinformatique des données de séquençage pour la détection des variations - Page 91

Figure 47: Construction des librairies QIAseq.

a.  Représentation  de la  structure  des  séquences ;  b. Représentation  de  la  structure  des

séquences dans les fichiers FASTQ R1 et R2.



construction de librairie : la séquence de l’UMI n’est lue que dans le FASTQ R2. Dans la

mesure où les algorithmes d’alignement identifient les lectures pairées par leur nom dans les

FASTQ, le fait d’ajouter la séquence de l’UMI uniquement dans les séquences du FASTQ R2

brise ce lien. Il sera donc nécessaire d’ajouter la séquence de l’UMI déduite du FASTQ R2

dans le nom des lectures du FASTQ R1. 

  La première étape de  trimming consiste à  éliminer  les  GSP des séquences brutes du

FASTQ R1 (figure 48). Un fichier comprenant la liste des GSP et leur séquence est fourni par

la société Qiagen lors de la commande du kit. Afin de réduire le temps de recherche pour les

échantillons ayant une forte profondeur de séquençage, nous avons choisi de ne pas effectuer

une recherche naïve visant à comparer chaque séquence du FASTQ à chaque GSP tant que

celle-ci n’a pas été trouvée. En effet,  la complexité de ce type d’approche est quadratique

O(n x g) où n désigne le nombre de séquences du FASTQ et g le nombre de GSP ce qui la

rend parfaitement inapplicable pour les panels larges et du séquençage profond. Ainsi, nous

avons  implémenté  cette  recherche  par  la  méthode  d’Aho-Corasick.  L’algorithme  d’Aho-

Corasick est un algorithme de recherche de motifs dans un texte en complexité linéaire. Une

structure de données abstraite, sous forme d’arbre, est créée à partir des séquences des GSP à

éliminer. Cette structure de données contient le ou les motifs recherchés en lisant les bases

une à une et de sorte à ne lire qu’une seule fois chacune des bases de chaque séquence du
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Figure 48: Trimming des librairies QIAseq : traitement des
séquences du FASTQ R1.



FASTQ. Une fois la séquence du GSP éliminée des lectures du FASTQ R1, un contrôle est

réalisé afin de vérifier pour les fragments courts que leur extrémité 3’ ne chevauche pas la

séquence commune en complément inverse. Le cas échéant, cette portion de contaminant est

éliminée.

La deuxième étape vise à traiter les séquences contenues dans le FASTQ R2. L’extraction

des UMI de longueur 12 est réalisée par UMI-tools [236]. UMI-tools est un utilitaire capable

de prendre en charge un certain nombre de fonctionnalités  autour  de la  gestion des UMI

comme par exemple leur extraction ou la fusion des séquences porteurs du même UMI. Dans

le cadre du trimming des librairies QIAseq, seule la fonction d’extraction visant à soustraire la

séquence de l’UMI et à l’écrire dans le nom de chacune des entrées du FASTQ R2 est utilisée.

Une fois cette étape réalisée, le FASTQ R2 est parcouru de sorte à extraire pour chaque entrée

unique la séquence de l’UMI et à écrire cette séquence dans son entrée homologue dans le

FASTQ R1. Durant cet ultime parcours des FASTQ R1 et R2, les séquences dépourvues de

CS ou sans GSP sont éliminées tout comme les séquences de moins de 10 paires de base après

trimming. Elles ont généralement pour origine des duplicats de primers.

A l’issue de ces différents traitements,  les librairies QIAseq sont prêtes à être alignées

contre le génome de référence.

B.2. Alignement de séquences

L’alignement de séquences consiste à positionner un ensemble de lectures séquencées sur

une  séquence  de  référence.  Les  technologies  de  séquençage  à  haut-débit  génère  une

volumétrie de séquences importante qu’il faut pouvoir traiter efficacement en tenant compte

de plusieurs facteurs tels que la taille des séquences, le taux d’erreur des séquenceurs et la

présence de substitutions, d’insertions ou encore de délétions.

Les  premiers  aligneurs  avaient  la  particularité  de découper les  séquences  à  aligner  et

d’utiliser  une  structure  de  données  sous  forme  de  tables  de  hachage  afin  de  les  aligner

efficacement. Par exemple, si on considère une séquence comportant deux substitutions, il est

possible de la diviser  en  quatre sous séquences. Dans la mesure où les deux substitutions

peuvent subvenir au maximum dans  deux de ces sous séquences, cela signifie qu’au moins

deux des  quatre sous séquences s’aligneront parfaitement avec le génome de référence. En

utilisant une structure de données de type clef-valeur via les tables de hachage, il est possible

de  stocker  cette  information  et  de  l’utiliser  de  façon  très  efficiente  pour  déterminer  les

alignements.  L’avantage  de  cette  approche  est  qu’elle  permettait  d’aligner  des  séquences
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ayant  des  erreurs  de  type  substitutions  puisque  que  l’alignement  ne  reposait  plus  sur  un

alignement exact de la séquence sur toute sa longueur mais de l’alignement exacte d’une ou

plusieurs sous parties.

Les algorithmes les plus efficients sur le plan de la mémoire sont ceux qui hachent les

lectures séquencées tels  que les programmes  RMAP  [243], MAQ  [244],  ZOOM  [245] ou

encore  SeqMap  [246].  Ils  ont  en  revanche  l’inconvénient  de  parcourir  l’intégralité  de  la

séquence de référence du génome lorsque peu de lectures sont à aligner. D’autres algorithmes

pré-traitent la séquence du génome de référence pour parvenir à effectuer l’alignement. C’est

le  cas  des  programmes  SOAP  [247],  PASS  [248] ou  encore  ProbeMatch  [249].  Ces

algorithmes ont pour particularité d’être parallélisables mais au détriment d’une utilisation

gourmande en mémoire.

Algorithme BWA

L’algorithme  BWA  (Burrows–Wheeler  Alignment)  est  probablement  le  programme

bioinformatique le plus utilisé  pour le traitement  des données de séquençage à haut-débit.

BWA repose sur le prétraitement de la séquence du génome de référence afin d’aligner de

manière efficiente un grand nombre de séquences courtes sur celui-ci.

BWA repose sur  la  description  en  1992  [250] de  la  transformée de Burrows–Wheeler

(Burrows–Wheeler  Transform,  BWT).  Cette  transformée  de  BWT  a  entraîné  le

développement par différents groupes d'algorithmiciens d’aligneurs tels que SOAPv2 [247],

Bowtie  [251] et BWA-MEM  [237]. La transformée BWT et la construction de l’arbre des

suffixes d’une séquence X=ATTCGA sont présentées en figure 49. 

On appelle  alphabet  l’ensemble  des  caractères  possibles  du  texte  X à  transformer,  ici

∑=[A, T, G, C]. Chaque mot est terminé par un symbole $ qui n’appartient pas à l’alphabet ∑

et qui  est  lexicographiquement  plus petit  que l’ensemble  des éléments  de l’alphabet.  Une

rotation du mot X est tout d’abord réalisée afin de définir un vecteur de position P définissant

les  positions  de  ces  rotations.  Ce  tableau  de  rotation  est  ensuite  trié  dans  l’ordre

lexicographique. Les positions S(i) des séquences triées sont stockées tout comme la dernière

colonne du tableau trié B[i]. Ces deux éléments sont ce qu’on appelle le tableau des suffixes

(suffix array, S) et la transformée BWT (B[i]) du texte X. 
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L’algorithme BWA nécessite d’indexer la séquence de référence du génome humain selon le

même procédé que décrit précédemment avant de réaliser l’alignement des séquences. Cette

étape d’indexation est  réalisée à partir  de la  séquence du génome de référence au format

FASTA par la commande bwa index ref.fa. Cette étape est particulièrement longue en temps

de calcul (~3H) et nécessite plusieurs dizaines de Go de RAM. Ces données nécessaires à

l’aligneur sont stockées dans différents fichiers de sorte à être réutilisables.

L’indexation de BWA produit en sortie un fichier .bwt contenant la transformée BWT du

génome de référence, un fichier .sa contenant le tableau des suffixes ainsi que deux autres

fichiers .ann et .amb qui ont pour objectif de stocker l’information sur les bases ambiguës du

génome de référence. Ces bases ambiguës sont des positions comportant soit des trous, ou

gaps, dans la séquence assemblée, soit des bases non définies (N). On retrouve ainsi dans ces

fichiers le nombre de bases ambiguës par entrée du fichier FASTA, le nom du chromosome,

ainsi que la longueur de la séquence ambiguë. Enfin, un fichier .pac est créé pour compresser

et intégrer les données des deux fichiers .pac et .anno. 

BWA intègre différents algorithmes d’alignement : BWA-backtrack, BWA-SW et BWA-

MEM. Brièvement,  l’algorithme BWA-backtrack  est  réservé  à  l’alignement  de  séquences

longues.  BWA-MEM  et  BWA-SW  présentent  des  fonctionnalités  similaires  comme  la

capacité  à  aligner  des  séquences  longues  et  de  créer  des  insertions/délétions  lors  de

l’alignement.  Néanmoins,  en  pratique,  BWA-MEM  offre  des  performances  d’alignement

supérieures pour des séquences de très haute qualité, comme les données des séquenceurs de
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Figure 49: Transformée BWT : exemple d'application sur une séquence nucléique.



nouvelle génération. Les données présentées dans le cadre de cette thèse ont été alignées par

BWA-MEM.

Génome de référence

Le génome de référence humain possède différentes versions de sa séquence. En pratique,

dans les laboratoires de diagnostic, deux versions coexistent : la version hg19 (ou GRCh37)

datant de février 2019 et la version hg38 (ou  GRCh38) datant de décembre 2013. 

L’assemblage du génome de référence est imparfait : la dernière version hg38 comporte

encore environ 250 trous dans des régions particulièrement difficiles à assembler. L’arrivée

des technologies de séquençage de troisième génération telles que Nanopore, qui permettent

le  séquençage  long  de  fragments  d’ADN  de  plusieurs  Mb,  ont  permis  de  résoudre  une

centaine  de  trous  dans  cette  version  du  génome  par  rapport  à  la  version  antérieure.  La

première version du génome de référence humain publiée comportait plus de 150 000 régions

mal assemblées.

 Le génome de référence a de nombreuses limitations dans la mesure où il ne représente

qu’une séquence unique pour représenter une diversité génétique importante dans l’espèce

humaine.  Dans  les  faits,  cette  référence  n’est  constituée  que  d’un  nombre  très  limité

d’individus : 93 % de sa séquence est déterminée à partir de l’ADN extrait du sang de 11

individus  seulement.  Afin  d’avoir  une  description  plus  précise  des  variations  génétiques

naturelles de ce génome de référence, des banques de populations décrivant la fréquence des

polymorphisme comme 1000 Genomes, ExAc ou GnomAD ont vu le jour. Ces banques de

données indiquent, à partir du séquençage de plusieurs milliers d’individus, la fréquence des

substitutions observées chez des témoins sains par comparaison du génome de référence. Ces

fréquences alléliques sont particulièrement utilisées afin d’identifier les polymorphismes des

échantillons. En pratique, sont considérés comme polymorphismes l’ensemble des variations

génétiques  détectées  dans  un  échantillon  et  qui  ont  une  fréquence  dans  la  population

supérieure à 1 %. L’apparition des mutations somatiques dans une population de cellules d’un

invidu sont  des  phénomènes  aléatoires :  il   n’est  donc pas  rare  de trouver  des  mutations

somatiques,  c’est  à  dire  restreintes  à  une  partie  des  cellules  d’un  échantillon  biologique,

conduisant  à  l’apparition  de  variants  décrits  comme  étant  des  polymorphismes  dans  les

banques de population. 
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Fichiers d’alignement

BWA génère à partir des fichiers FASTQ, de la séquence du génome de référence et de ses

index, un fichier au format SAM (sequence alignment map, SAM) permettant de stocker les

positions d’alignement des séquences. Ce format de stockage des données d’alignement est

très répandu et très largement adopté dans la communauté bioinformatique. 

Le format SAM comporte deux sections : une section d’entête et une section d’alignement.

Afin d’économiser de l’espace disque, une version compressée de ces fichiers SAM appelée

BAM (binary alignment  map,  BAM) existe.  Les  fichiers  BAM contiennent  exactement  la

même  information que les fichiers SAM mais au format binaire compressé.

La section d’entête  précède dans les fichiers  SAM la description des alignements.  Les

lignes d’entête commencent par le symbole @ afin de les distinguer des données alignées à

proprement  parler.  On  retrouve  en  général  dans  cette  section  des  traces  des  différents

algorithmes de traitement des fichiers BAM, comme la suite GATK détaillée dans la suite de

cette section. La section d’alignement rassemble pour chaque séquence alignée 11 colonnes

obligatoires :

• une colonne QNAME avec le nom de la séquence

• une colonne FLAG comportant un descriptif sous forme d’un bit décrivant la manière

dont l’alignement s’est déroulée pour la lecture en question

• une  colonne  RNAME faisant  référence  au  nom de  la  séquence  de  référence  sur

laquelle  la  lecture  s’est  alignée.  Il  s’agit  en  en  pratique  très  souvent  du  nom du

chromosome

• une colonne POS définissant la position d’alignement sur la séquence RNAME

• une colonne MAPQ (MAPping Quality) avec le score d’alignement de la séquence

• une colonne CIGAR décrivant la manière dont la lecture s’est alignée 

• une colonne RNEXT stipulant le nom de la lecture appariée en cas de séquençage

paired-end

• une colonne PNEXT mentionnant la position de la lecture appariée

• une  colonne  TLEN avec  la  longueur  de  la  séquence  de  référence  sur  laquelle  la

lecture s’est alignée

• une colonne SEQ avec la séquence de la lecture déduite du fichier FASTQ
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• une colonne QUAL avec le score de qualité par base déduite du fichier FASTQ

Certaines colonnes sont particulièrement intéressantes.

La colonne FLAG détermine la manière dont on peut considérer la séquence alignée après

le traitement de l’algorithme d’alignement. Il permet par exemple filtrer les séquences non

alignées  (FLAG=4),  les  séquences  ne  passant  pas  les  scores  de  qualité  selon  les

recommandations  constructeurs  (FLAG=512) ou encore les  duplicats  optiques  ou de PCR

(FLAG=1024) après traitement des fichiers SAM par la suite GATK.

La colonne MAPQ est elle aussi  essentielle pour éliminer les lectures ayant des scores

d’alignement faibles, c’est à dire dont la probabilité d’alignement de la séquence n’est pas

suffisante pour être confiant sur son positionnement le long de la séquence de référence.

Le code CIGAR est essentiel en cas de doute sur l’alignement d’une lecture. Il permet de

déterminer l’effort qu’a du réaliser l’algorithme afin de positionner la lecture à une position

de  la  référence.  Il  quantifie  sur  la  longueur  de  la  séquence  les  bases  identiques  (=),  les

insertions  (I),  les  délétions  (D),  les  bases  soft-clippées  (S)  et  les  substitutions  (X).  Par

exemple,  le  code  CIGAR  14M2D31M  signifie  qu’une  séquence  de  47  nucléotides  s’est

alignée sur le génome de référence avec 14 bases identiques, suivies de 2 délétions puis de 31

bases identiques.

Enfin, les fichiers BAM sont rarement utilisés seuls car ils sont globalement assez lourds à

traiter sur le plan informatique. Ainsi, ces fichiers BAM sont souvent indexés par la fonction

index de l’utilitaire samtools [252]. 

Genome Analysis Toolkit

Les fichiers BAM sont ensuite traités par la suite Genome Analysis Toolkit (GATK) dont

la dernière version est GATK4  [238], [253], [254]. Développée par la plateforme de Data

Sciences du Broad Institute, GATK est une suite d’utilitaire en ligne de commande dédiée à

l’analyse des données de séquençage à haut-débit et orientée pour la découverte de tout type

de variants. Ainsi, les bioinformaticiens ont la possibilité d’utiliser tout ou partie des outils

éprouvés par la communauté bioinformatique.

Nous ne détaillerons pas dans cette section l’intégralité des fonctionnalités de GATK mais

uniquement les outils qui ont été utilisés pour le traitement des données dans le contexte de

cette thèse : Mark Duplicates et BaseRecalibrator.
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Mark Duplicates  est  un premier  utilitaire  ayant  pour objectif,  pour  chaque échantillon,

d’identifier  à  partir  des  fichiers  BAM  alignés  les  paires  de  séquences  qui  ont

vraisemblablement  pour  origine  un  même  fragment  d’ADN.  Cet  algorithme  est

particulièrement utile pour les données de séquençage n’intégrant pas d’index moléculaires

(UMI) afin d’identifier les duplicats de PCR. Il est important de marquer les duplicats car ces

lectures  non  indépendantes  peuvent  fausser  l’interprétation  des  fréquences  alléliques  des

variants en venant ajouter artificiellement des allèles mutés ou non mutés. Dans le cadre des

librairies intégrant des UMI, l’intérêt principal de cette approche est de pouvoir identifier les

duplicats optiques. 

BaseRecalibrator est un utilitaire ayant pour objectif d’utiliser des approches de machine

learning pour détecter et corriger des motifs d’erreurs systématiques d’attribution des scores

de qualité par base des séquenceurs. Ces biais peuvent provenir de la chimie de préparation de

la librairie,  du support de séquençage ou bien de l’appareil  lui même. Par exemple,  il  est

possible de mettre en évidence qu’une lecture d’une base précédée de AA dans un échantillon

est toujours à l’origine d’une déviation du score de qualité de cette base de 7 %. En d’autres

termes, si aucune correction n’est apportée, cela signifie que les algorithmes de détection de

variants auront une probabilité moindre d’évaluer positivement un variant si il est précédé du
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Figure 50: GATK - BQSR : exemple de biais dans l'évaluation
des scores de qualité par base en fonction des cycles de

séquençage.

Extrait de la documentation en ligne de l’outil BQSR de GATK.

Les scores de qualité avant et après requalibration sont reportés pour

chaque cycle.



motif AA. Un exemple de mesure résiduelle l’attribution des scores de qualité en fonction du

cycle de séquençage est donné en figure 50.

A la fin de ces deux étapes, les fichiers BAM alignés et traités sont prêt à être utilisés pour

la suite du traitement des données.
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C. Analyse tertiaire

C.1. Détection des variations génétiques et des CNV

La  détection  des  variations  ponctuelles  dans  un  échantillon  à  partir  des  données  de

séquençage  alignées  repose  sur  l’utilisation  d’algorithmes  dits  de  variant  calling.  Ces

algorithmes ont pour objectif de compter le nombre de bases mutées à chaque position de

l’alignement, à partir des fichiers BAM, et de proposer une liste de variations candidates dont

le  signal  est  significativement  différent  du  bruit  de  fond.  Il  existe  de  très  nombreux

algorithmes  de  détection  des  variants  reposant  sur  des  modèles  mathématiques  et  des

méthodologies parfois très différents. 

La détection des variations du nombre de copies de segments génomiques (copy number

variation, CNV) repose sur la quantification du nombre de lectures alignées par région ciblée

et sur la comparaison de ces valeurs de comptage entre des échantillons dits de référence et un

échantillon  à  tester.  De très  nombreux algorithmes  de détection  de CNV existent  dans la

littérature.  Certains  sont  adaptés  aux  analyses  de  grands  jeux  de  données  comme  des

séquençages  WES  ou  WGS,  tandis  que  d’autres  ont  été  spécialement  développés  pour

l’analyse de données de séquençage ciblé de panels de gènes.

Dans la mesure où des développements spécifiques autour de ces deux thématiques ont été

conduits dans le cadre de cette thèse, avec le développement d’outils de  variant calling et

d’un algorithme de détection de CNV, de plus amples informations sur ces étapes de l’analyse

tertiaire seront données dans le chapitre III.

C.2. Annotation des données

L’annotation  des  données  est  une  étape  essentielle  pour  aider  à  l’interprétation  des

anomalies détectées. Elle consiste à interroger des banques de données afin d’en extraire des

ressources et ainsi d’apporter des informations supplémentaires sur les variants ou les CNV.

Nous décrirons dans cette section quelques concepts bioinformatiques autour de l’annotation

ainsi  que  quelques  exemples  de  banques  de  données  pour  l’annotation  des  variations

génétiques.

Procédure d’annotation

L’étape d’annotation est un processus bioinformatique constitué de plusieurs phases : une

étape de requêtage, une étape d’interprétation par la banque puis l’obtention d’une réponse.

En fonction de la nature des banques de données, différentes API (Application Programming
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Interface)  existent  et  en conséquence  complexifient  ce processus puisque la  procédure  de

requêtage  et  les  réponse  des  banques  changent  tant  sur  le  contenu  que  sur  le  format.

L’hétérogénéité des formats  de fichiers contenant les données d’annotation est importante.

On retrouve couramment des fichiers au format CSV, XML ou encore JSON. 

Ensembl, développé conjointement par l'European Bioinformatics Institute et le Wellcome

Trust  Sanger Institute  est  interrogeable  via  une API REST HTTP (Representational  State

Transfer Application Program Interface). Des scripts développés en PERL peuvent aussi être

utilisés  afin  d’interroger  directement  les  serveurs  SQL  (Structured  Query  Language)  de

Ensembl mais  ils  sont  en  pratique  très  peu  utilisés  pour  l’annotation  des  données  de

séquençage à haut-débit de par leur lenteur d’exécution.

Du côté américain, le NCBI (National Center for Biotechnology Information) a développé

des programmes permettant d’interroger ses banques de données via des requêtes « Entrez ».

Cet ensemble de programmes, appelé E-utilities, permet d’effectuer des requêtes HTTP sur

les  38 banques  de données  couvrant  une  très  large  variété  de  données  sur  les  séquences

nucléiques  et  protéiques,  les  informations  sur  les  gènes  et  les  variants,  les  structures  tri-

dimensionnelles des molécules ou encore la littérature biomédicale via PubMed.

Néanmoins, ces deux méthodes d’acquisition de données d’annotation sont en pratique très

peu utilisées dans la mesure où les temps d’exécution sont très longs. De nouveaux outils, tels

que  ANNOVAR  [255] ou  VEP  [256],  permettent  d’importer  localement  les  informations

contenues dans les banques de données sous forme de fichiers plats et d’effectuer l’annotation

bien plus efficacement. Le nombre de sources de données est très important ce qui laisse une

grande souplesse sur le choix des banques. L’inconvénient majeur de ces approches est la

nécessité de mettre régulièrement à jour ces fichiers sources de sorte à avoir l’annotation la

plus récente possible à chaque nouvelle version des banques de données. Certaines évoluent

lentement avec peu de mises à jour tandis que d’autres sont actualisées tous les mois.

Principales banques de données pour l’annotation des variants

Comme nous l’avons évoqué précédemment,  il  existe un grand nombre de banques  de

données. Certaines sont très généralistes en agrégeant plusieurs sources d’information tandis

que d’autres sont beaucoup plus spécialisées.

Les  banques  de population  comme 1000 Genomes  [257],  ExAC  [258] ou  DGV  [259]

permettent d’obtenir la liste des polymorphismes (SNV et CNV) connus à partir de cohortes

de milliers de témoins. Environ 15 millions de variants sont décrits dans ces banques avec une
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fréquence  observée  dans  la  population  générale  supérieure  à  1 %.  Cette  information  est

particulièrement  utilisée  pour  la  filtration  des  anomalies  des  patients  dans  le  cadre  de  la

recherche  d’anomalies  génétiques  acquises  dans  des  pathologies  cancéreuses.  Elle  permet

notamment de se passer du séquençage apparié d’un échantillon de référence sain pour chaque

patient pour éliminer les SNP et les CNV récurrents.

D’autres banques de données telles que dbSNP  [260], COSMIC  [261] et ClinVar  [262]

donnent des informations sur les variants telles que la pathologie dans laquelle le variant a

déjà été décrit, l’impact de la présence d’une mutation sur les transcrits et sur la protéine, les

scores de conservation au cours de l’évolution tels que GERP++ [263] ou PhyloP [264] ou

encore la prédiction de l’impact du variant par des algorithmes de prédiction de pathogénicité

par différentes approches statistiques (SIFT [265], PolyPhen [266], CADD [267] ou DANN

[268]…). 

Le  choix  des  banques  de  données  à  utiliser  pour  répondre  à  une  question  biologique

donnée n’est pas chose aisée et nécessite une connaissance large des différentes banques de

données existantes afin de développer des protocoles d’annotation et de filtration cohérents. 
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III. NOUVEAUX ALGORITHMES DE TRAITEMENT DES

DONNÉES DE SÉQUENÇAGE POUR LE CFDNA

Nous avons vu dans les chapitres précédents les avancées récentes dans la classification

des lymphomes, dans la nature des échantillons analysés avec le développement des biopsies

liquides  et  enfin  les  analyses  bioinformatiques  primaire,  secondaire  et  tertiaire  depuis  les

données brutes des séquenceurs.

Ce chapitre vise à détailler l’ensemble des développements bioinformatiques qui ont été

conduits  dans  le  cadre  de cette  thèse.  Il  couvrira  notamment  le  développement  de  quatre

nouveaux algorithmes : 

• LowVarFreq : un algorithme de détection et de filtration des mutations sur des jeux de

données sans barcode moléculaire 

• UMI-VarCal :  un  algorithme  de  détection  des  variations  génétiques  ponctuelles  à

partir de librairies de séquençage avec UMI

• mCNA : un algorithme de détection des remaniements de nombre de copies de gènes à

partir de librairies de séquençage avec UMI

• UMI-Gen : un algorithme de simulation de fichiers d’alignement intégrant des UMI

Chaque  programme  sera  présenté  en  détails  sur  le  plan  algorithmique.  Des  exemples

d’application  sur  des  échantillons  tumoraux  et  de  cfDNA seront  donnés  pour  illustrer  le

fonctionnement de chaque algorithme. 
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A. Détection des mutations sans UMI : LowVarFreq

A.1. État de l’art

Nous  nous  sommes  intéressés  dans  un  premier  temps  à  la  filtration  des  données  de

séquençage à haut-débit à partir de librairies n’intégrant pas de barcodes moléculaires (UMI)

séquencées sur la technologie Ion Torrent.

Dans ce contexte,  la recherche de sensibilité pour permettre la détection de variants de

faible fréquence entraîne nécessairement le développement de nouvelles approches afin de

filtrer et d’aider à l’interprétation des résultats d’algorithmes de détection de variants (variant

calling)  disponibles  dans  la  littérature.  En effet,  détecter  des  variants  de  faible  fréquence

revient  à  diminuer  la  stringence  des  différents  paramètres  des  algorithmes  de  sorte  à

maximiser les chances de détection d’un événement au détriment d’un nombre très important

d’artefacts détectés. Ces artefacts à faible fréquence sont bien souvent liés à la région ciblée

qui  peut  être  difficile  à  séquencer  ou  à  aligner  (présence  d’homopolymères,  régions

répétées…), à la chimie utilisée pour préparer la librairie de séquençage ou encore être liés à

la dégradation de l’échantillon séquencé.

De plus, nous savons que le recouvrement de la détection des mutations entre différents

algorithmes appliqués sur un même jeu de données demeure très imparfait,  même sur des

données de faible  complexité  [269]–[271].  Par exemple,  en 2015, une étude publiée dans

Nature rapporte une concordance de 91 % entre les algorithmes FreeBayes  [272], Samtools

[252] et GATK-HC sur un même échantillon à partir de plateformes Illumina. D’autres études

rapportent des taux de concordance bien inférieurs à 50 % par O’Rawe et al. en 2013  [269] et

à 57 % par  Cornish et  al.  [273].  Cette  concordance chute drastiquement  à 15,5 % sur les

séquenceurs  Ion  Torrent  entre  Samtools,  FreeBayes,  GATK-HaplotypeCaller  [274] et  le

Torrent Variant Caller (Figure 51). Le Torrent Variant Caller n’est applicable que sur des jeux

de  données  Ion  Torrent  puisqu’il  a  été  spécifiquement  développé  pour  cette  gamme  de

séquenceurs. En intégrant des filtres spécifiques, le TVC élimine un grand nombre d’artefacts

de séquençage de faible fréquence liés aux signaux d’acquisition de la chimie Ion Torrent, ce

qui explique probablement la maigre concordance avec d’autres algorithmes qui eux ne sont

pas dédiés   cette  technologie.  Enfin,  des algorithmes bioinformatiques  ont été développés

spécifiquement  pour la détection de variants  de faible  fréquence et  peuvent  compléter  les

données  fournies  par  les  outils  utilisés  plus  classiquement.  C’est  le  cas  par  exemple  des

algorithmes LoFreq [275] ou OutLyzer [276].
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Cette absence de consensus dans le choix des outils, le très grand nombre de paramètres,

la recherche de sensibilité pour l’analyse d’échantillons plasmatiques et enfin la difficulté de

la filtration des données provenant de plusieurs variant callers nous ont conduit à développer

une nouvelle approche appelée LowVarFreq. 

A.2. Implémentation

LowVarFreq repose sur différents processus bioinformatiques visant à estimer le bruit de

fond de séquençage à partir d’échantillons contrôles, à créer un fichier d’alignement in silico

mimant ce bruit  de fond de séquençage,  à exécuter  plusieurs  algorithmes de détection de

variants  d’intérêt  sur  ce  fichier  pour  finalement  en  déduire  une  liste  de  faux  positifs  à

soustraire des échantillons de cfDNA à tester.

Extraction du bruit de fond de séquençage

A  partir  d’échantillons  contrôles,  c’est  à  dire  de  fichiers  BAM  alignés  d’échantillons

dépourvus d’anomalies somatiques, LowVarFreq commence par estimer pour chacun d’entre

eux le nombre de bases A, T, G, C et d’insertions/délétions présentes à chacune des positions

de l’alignement,  tout  au long des régions ciblées.  Ces comptages sont réalisés à partir  de

l’utilitaire pileup de samtools [252]. 

On cherche ici à extraire le bruit de fond de séquençage dans les échantillons témoins. Pour

se  faire,  pour  chaque  position  p de  l’alignement,  où  p désigne  les  coordonnées
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chromosomiques  de  la  position,  les  fréquences  moyennes  du  nombre  de  A,  T,  G,  C  et

d’insertions/délétions sont déduites des valeurs observées dans le pileup afin de construire une

matrice N de bruit de fond. On y retrouve le bruit de fond, c’est à dire le nombre de bases

générées par position correspondant aux erreurs d’amplification et de lecture du séquenceur,

ainsi que les polymorphismes des échantillons contrôles. Ces polymorphismes correspondent

nécessairement à deux états dans les échantillons contrôles : hétérozygote dont la fréquence

allélique  fluctue  autour  de  50 %  de  bases  mutées  ou  homozygotes  avec  une  fréquence

allélique proche de 100 %. Afin de n’obtenir une matrice N ne contenant que le bruit de fond

de séquençage, une étape de filtration est réalisée afin d’éliminer ces polymorphismes.

Elle  vise à identifier  si  au sein de la matrice N certaines  positions ont des fréquences

alléliques moyennes anormalement élevées (>30%), anormalement discordantes (la fréquence

allélique de la position fluctue de plus de 50 % dans les échantillons contrôles) ou référencées

dans la banque de population dbSNP à une fréquence dans la population normale à plus de

1 %. Si des positions correspondent à ces critères de filtration, alors le nombre d’événements

à la position de l’alignement qui coïncide avec le SNP est gommé de la matrice de comptage.

On obtient ainsi une matrice N filtrée dont la fluctuation des fréquences de chaque événement

ne peut être expliquée par la présence d’un SNP dans les échantillons contrôles. L’objectif est

bien de pouvoir soustraire le bruit de fond de séquençage pour la suite de l’analyse et non les

polymorphismes des échantillons testés.

Construction des fichiers SAM témoins

A partir des fréquences de substitutions et d’insertions/délétions stockées dans la matrice N

filtrée, deux fichiers BAM sont générés :

• un premier fichier BAM témoin T « normal » ne comprenant que des lectures in silico

parfaitement  identiques à la séquence du génome de référence pour chaque région

ciblée

• un deuxième fichier BAM « bruité » B, généré à partir de T, dans lequel chacune des

séquences  est  éditée  à  chaque  position  de  l’alignement  de  sorte  à  introduire  des

substitutions, des insertions ou des délétions à des fréquences alléliques comparables à

celles estimées dans la matrice N

Ces deux étapes sont les plus exigeantes sur le plan des ressources informatiques en temps

et  en  mémoire.  En  fonction  de  la  largeur  des  panels  et  de  la  profondeur  de  séquençage
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souhaitée dans les fichiers témoins,  l’algorithme doit  procéder parfois à un grand nombre

d’éditions de séquences pour créer ce fichier BAM B mimant le bruit de fond de séquençage.

Création des listes d’artefacts 

A cette étape du traitement informatique, nous disposons de plusieurs éléments :

• une série de fichiers BAM témoins

• une matrice N filtrée gardant la trace des fréquences moyennes observées des bases A,

T, G, C et des insertions/délétions à partir des fichiers BAM témoins

• un fichier BAM normal  T mimant les résultats d’un séquençage sans bruit de fond

dans lequel on retrouve pour chaque amplicon un ensemble de séquences parfaitement

identiques à la séquence du génome de référence

• un fichier BAM bruité B correspondant à un ensemble de séquences reprenant le bruit

de fond de séquençage déduit de N pour chaque région ciblée

A partir de ces différentes sources de données, LowVarFreq exécute VarScan2, MuTect,

LoFreq et OutLyzer afin d’effectuer différentes comparaisons : 

• entre chaque fichier BAM témoin et le fichier BAM B de sorte à en déduire une liste

de variants de faible fréquence qui pourraient être spécifiques d’un des fichiers BAM

témoin (faux positifs échantillon-spécifiques)

• entre le fichier BAM bruité  B et le fichier normal  T, de sorte à en déduire une liste

d’artefacts provenant du bruit de fond de séquençage et qui ne sont pas filtrés par les

algorithmes de détection de variants (faux négatifs)

En fonction des algorithmes, les fichiers de variants générés au format VCF (Variant Call

Format) sont réconciliés de sorte à générer un dictionnaire de variants dans un format unique.

Celui-ci  stocke  pour  chaque  variant  détecté  l’algorithme  à  l’origine  de  sa  détection,  le

contexte  de  détection  et  son  occurrence  dans  les  fichiers  BAM  témoins.  A  noter  que

l’algorithme  LoFreq  fournit  plusieurs  fichiers  VCF  correspondant  à  des  niveaux  de

stringeance différents (strictes ou relâchés) et que cette information est elle aussi stockée pour

servir d’annotation.

La liste d’artefacts potentiels sera à la base du processus d’annotation des variants détectés

dans les échantillons de cfDNA analysés sur un panel de séquençage donné. 
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Analyse d’un échantillon à tester 

A partir de la liste d’artefacts probables déduite des étapes de traitement précédentes et du

fichier BAM de l’échantillon à tester, les mêmes étapes de variant calling sont réalisées. Les

résultats  de VarScan2, MuTect,  LoFreq et  OutLyzer sont comparés informatiquement à la

liste d’artefacts afin de les annoter. On obtient pour chaque variant candidat :

• la liste des algorithmes ayant considérés le variant comme positif dans l’échantillon à

tester

• l’information sur la présence ou non du variant dans la liste des artefacts, ainsi que sa

récurrence dans les échantillons contrôles

Dans la mesure où les erreurs de séquençage peuvent être liées à la présence de bases

répétées appelées homopolymères, que ce soit pour la technologie de séquençage Illumina ou

IonTorrent, une étape d’annotation supplémentaire est réalisée afin de calculer la longueur de

l’homopolymère lié au variant candidat. Par exemple, si la mutation est une transition C vers

A, LowVarFreq estimera en 5’ et en 3’ autour de la position génomique candidate le nombre

de C présents sur la séquence du génome de référence.  L’intérêt  de cette approche est de

soustraire rapidement les erreurs de lectures récurrentes liées à la composition nucléotidique

des régions ciblées.

A.3. Application de LowVarFreq sur le lymphome de Hodgkin

Application bioinformatique

LowVarFreq  a  été  développé  afin  de  rendre  possible  d’interprétation  des  résultats  de

séquençage d’une cohorte de lymphomes de Hodgkin pour lesquels nous disposions à la fois

d’ADN extrait de la tumeur des patients mais aussi de plasmas afin  d’analyser le cfDNA.

Un panel de 92 amplicons (AmpliSeq) a été créé afin de couvrir 6 gènes fréquemment

mutés dans le LH (XPO1, TNFAIP3, NFKBIE, STATS6, B2M et PTPN1). Le séquençage a été

réalisé  à  forte  profondeur  (>3000X)  sur  un  séquenceur  de  type  PGM.  Les  analyses

bioinformatiques  primaires  et  secondaires  ont  été  réalisés  selon  les  recommandations

constructeurs par les logiciels de la Torrent Suite comme précédemment évoquées (chapitre

II). Les résultats du Torrent Variant Caller ont été collectés avec des paramétrages relâchés de

sorte  à  maximiser  la  sensibilité  de  détection  au  détriment  de  la  spécificité.  Ce processus

d’analyse a été appliqué à 24 couples tumeur/plasma dont 12 tumeurs congelées et 12 tumeurs

inclus en paraffine (FFPE).
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En pratique, le Torrent Variant Caller peine à détecter des variants de façon systématique à

des fréquences alléliques inférieures à 3 %. Or, comme nous l’avons vu précédemment, les

lymphomes  de  Hodgkin  sont  caractérisés  par  une  présence  peu  abondante  de  cellules

tumorales  et  l’analyse d’échantillons  plasmatiques  requiert  aussi  de descendre à  des VAF

inférieures à 3 %. Nous avons donc appliqué LowVarFreq afin d’aller au-delà des limitations

du Torrent Variant Caller.

Le  bruit  de  fond  de  séquençage  sur  ce  panel  a  été  estimé  à  partir  des  résultats  de

séquençage de 8 échantillons de sang normaux. La reconstruction du fichier BAM in silico T

contenant le bruit de fond de séquençage a été réalisée puis ce fichier BAM a été analysé par

les différents outils de variant calling précédemment décrits. Les résultats, sur cet échantillon

in silico, montrent de grosse disparité concernant le nombre de variants détectés en fonction

des algorithmes avec 340 variants détectés par le variant caller le moins spécifique (Outlyzer)

et seulement 5 variants pour l’algorithme LoFreq en paramétrage stringent. 

Le même processus de variant calling, appliqué aux échantillons à tester, conduisent à la

détection de 182 variants en moyenne par échantillon (min: 29 ; max: 1065). L’annotation des

variants à partir des résultats sur les témoins conduit à éliminer les artefacts récurrents mais

on observe tout  de même dans les  échantillons  un nombre  important  de mutations  à  des

fréquences alléliques faibles (<0,5%), variants qui ne sont donc pas expliqués par le bruit de

fond estimé à partir des témoins mais par des artefacts échantillon-spécifiques.

En observant la corrélation entre le nombre de variants détectés, la nature de l’échantillon

et  le  taux  observé  de  transition/transversion  par  échantillon,  on  constate  une  nette

augmentation du nombre de variants à mesure que le taux de transition/transversion augmente

(figure  52).  En  regardant  plus  en  détails  les  données,  on  observe  que  le  taux  de

transition/transversion est plus important dans les échantillons FFPE que dans les échantillons

congelés et dans les échantillons plasmatiques. 
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Les fréquences alléliques des variants sont inégalement distribuées entre les transitions et

les transversions avec une fréquence allélique moyenne observée significativement plus faible

lorsque le variant est une transition (p=2x10-87). Cette observation nous montre que nous

sommes bien en présence d’un bruit de fond biologique, probablement dû à une oxydation

importante de l’ADN dans les échantillons FFPE conduisant à l’apparition de transitions lors

des cycles de PCR. Ce phénomène d’apparition de transitions GC→AT liée à l’utilisation de

formaldéhyde est déjà connu mais vient compliquer encore la détection du signal biologique

dans les tissus fixés et inclus en paraffine.

 Afin de permettre  une évaluation  objective  du bruit  de fond d’oxydation,  nous avons

implémenté un algorithme itératif afin de déterminer un seuil de sensibilité par échantillon

dans  cette  cohorte.  Pour  se  faire,  pour  chaque  échantillon,  les  variants  ont  été  triés  par

fréquence allélique croissante et un test d’enrichissement en transition a été réalisé de façon

itérative à des seuils de VAF croissantes de sorte à déterminer le seuil à partir duquel on

n’observe plus d’enrichissement anormal en transition (figure 53). Cette procédure est réalisée

par l’application de tests de Fisher successifs dont la p-valeur est corrigée par FDR (False

Discovery Rate).
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Figure 52: Nombre de variants détectés en fonction du taux de
transition/transversion par échantillon. 

Les  échantillons  congelés  sont  représentés  en  rouge,  les

échantillons  inclus  en  paraffine  en  vert  et  les  échantillons

plasmatiques en bleu.



Cette approche permet de déterminer, dans nos échantillons, un seuil de sensibilité moyen

de 0,96 % (min: 0,01 %, max : 3,2%) permettant d’éliminer en moyenne 73,35 % des variants

dans les échantillons (min: 2,96 %, max : 99,44%). On observe là encore des seuils de bruit de

fond élevés dans les échantillons FFPE et à l’inverse des seuils relativement  bas dans les

échantillons  plasmatiques.  Le  nombre  de  variants  filtrés  est  plus  important  dans  les

échantillons ayant un nombre de variants détectés pré-filtres important et dans les échantillons

avec un taux transition/transversion fort.

Afin de valider l’approche bioinformatique, c’est à dire de s’assurer que les variants filtrés

correspondent bien à des artefacts d’oxydation, nous avons réalisé un nouveau séquençage des

échantillons  FFPE  mais  en  appliquant  cette  fois-ci  en  amont  du  séquençage  le  kit  de

réparation de l’ADN FFPE DNA Repair Mix de la société NEB. Ce kit vise à traiter les ADN

extraits  de  sorte  à  diminuer  le  taux  d’oxydation  de  l’ADN.  Nous  avons  ainsi  appliqué

LowVarFreq dans les mêmes conditions sur ces échantillons FFPE et comparés les fréquences

alléliques de chacune des transitions filtrées par l’algorithme avant et après réparation (figure

54). 
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Figure 53: Procédure d'estimation du bruit de fond d'oxydation.

Les  variants  d’un échantillon  dont  on  souhaite  estimer  le  bruit  de  fond sont  triés  par

fréquence allélique croissante et selon leur classe Transition (TR) ou Transversion (TV). Un

test de Fisher est réalisé de façon itérative à des seuils de fréquences alléliques croissantes

afin de déterminer pour l’échantillon son seuil de sensibilité, c’est à dire la fréquence allélique

à partir de laquelle on n’observe plus un enrichissement de la classe TR.



Les  résultats  montrent  une  diminution  très  importante  de  la  fréquence  allélique  des

transitions  entraînant  mécaniquement  une  meilleure  sensibilité.  Celle-ci  permet

l’interprétation de variants à de plus faibles fréquences et augmente les chances de détecter un

vrai  positif  parmi  les  variants  de  faibles  VAF.  Elle  confirme  aussi  par  ailleurs  que

l’algorithme capture bien les artefacts d’oxydation.

Résultats biologiques

La méthodologie bioinformatique et les résultats de cette  cohorte de LH ont été  publiés

dans Leukemia  & Lymphoma en  2019  [230].  On retrouve,  sur  le  panel  de  6 gènes,  une

informativité de 54,2 % sur les biopsies et de 47,8 % dans les échantillons plasmatiques. Dans

30,4 % des  cas,  les  profils  obtenus  dans  le  cfDNA  étaient  comparables  avec  les  profils

obtenus à partir des biopsies non micro-disséquées. 

De façon intéressante, nous avons observé une fréquence allélique moyenne des mutations

significativement  supérieure  dans  les  échantillons  plasmatiques  par  comparaison  avec  la

biopsie  non-micro-disséquée  des  patients  (3,3 %  vs  1,8 %,  p=.033).  Par  ailleurs,  si  on

s’intéresse  aux couples  plasma/tumeur  appariés,  l’analyse  des deux sources d’échantillons

permet  d’obtenir  un  profil  mutationnel  dans  70,8 % des  cas,  ce  qui  souligne  l’intérêt  du

cfDNA dans cette  pathologie  pauvre en cellules tumorales.  Une validation de la mutation

N417Y du gène  STAT6 par dPCR a permis de mettre en évidence une corrélation parfaite

entre les deux technologies avec 5/5 mutations retrouvées via les deux technologies.

L’intégralité des résultats est présentée dans l’article dans la section III.A.5.
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Figure 54: Impact du traitement contre l'oxydation de l'ADN sur les
artefacts détectés par LowVarFreq.



A.4. Limitations et perspectives

Si  LowVarFreq  permet  d’objectiver  les  résultats  de  séquençage  afin  de  détecter  des

mutations dans des échantillons pauvres en cellules tumorales ou dans des échantillons de

cfDNA, il présente un certain nombre de limitations.

Tout d’abord, le temps d’exécution de l’algorithme est particulièrement long à l’étape de

création du fichier BAM bruité à partir des fichiers BAM témoins. L’estimation du bruit de

fond  de  séquençage,  qui  consiste  à  moyenner  les  bases  observées  à  chaque  position  de

l’alignement tout au long du panel ciblé, consiste à traiter autant de fichiers pileup qu’il y a de

témoins. Dans la mesure où les échantillons sont séquencés à des profondeurs importantes, le

temps d’exécution demeure conséquent afin de reproduire et d’éditer les lectures générées in

silico pour y introduire des mutations pour mimer le bruit de fond observé dans les témoins. 

Par  ailleurs,  LowVarFreq  permet  d’estimer  à  partir  des  fichiers  témoins  les  artefacts

récurrents pour un panel de séquençage donné en supposant que ces artefacts seront communs

à tous les échantillons séquencés. Néanmoins, nous savons que des artefacts de séquençage

spécifiques d’un run peuvent exister et que le bruit de fond biologique est très étroitement lié

à la qualité des échantillons analysés. LowVarFreq est en mesure de générer des tailles de

lectures  fixes  au  moment  de  la  création  du  fichier  BAM  in  silico.  Certains  échantillons

dégradés ou de cfDNA ont la particularité d’avoir des fragments d’ADN courts (voir section

I.C.2)  pouvant  entraîner  l’apparition  d’artefacts  spécifiques  comme  des  artefacts

d’alignement. LowVarFreq n’est pas capable de générer des tailles de lectures variables.

Nous avons observé que LowVarFreq parvenait à identifier les artefacts d’oxydation par

évaluation itérative d’un seuil d’enrichissement en transition. Si ce test permet d’objectiver la

présence des variants à de faibles VAF, il reste limité à la quantification d’un bruit de fond

sans  pour  autant  permettre  de  le  corriger.  L’application  des  seuils  de  sensibilité  de

l’algorithme ne permet que de masquer les variants pour éviter de rendre des faux positifs et

ne permet pas de discriminer en dessous de ces seuils le signal biologique du bruit de fond

d’oxydation. Afin de palier  à ce problème, il est souhaitable de développer des approches

intégrant des barcodes moléculaires comme nous le verrons dans le chapitre suivant.
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A.5. Article
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B. Détection des mutations avec UMI : UMI-VarCal

B.1. État de l’art

Nous avons vu dans le  chapitre  précédent  les limites  des approches sans UMI pour la

détection  d’événements  somatiques  à de faibles  fréquences.  Nous nous intéresserons  dans

cette partie à la détection des mutations dans des données de séquençage QIAseq intégrant des

UMI de taille 12 au moment de la préparation de la librairie. Ces séquences aléatoires doivent

permettre de discriminer les vrais variants de faible fréquence des artefacts de séquençage ou

des erreurs de PCR.

Il  existe  dans  la  littérature  trois  algorithmes  de  variant  calling capables  de prendre en

charge  spécifiquement  des  données  de  séquençage  avec  UMI :  DeepSNVMiner  [277],

MAGERI [278] et smCounter2 [279]. Ces trois outils partagent une approche commune visant

à corriger les artefacts en quantifiant pour chaque groupe de lectures issues d’un même UMI

unique et  à chaque position la base majoritairement  présente.  En effet,  en théorie  et  sans

l’absence d’erreurs techniques, toutes les lectures porteuses du même UMI sont censées être

parfaitement identiques à chaque position de l’alignement. Une lecture consensus est générée

à partir de l’ensemble des lectures de chaque UMI puis différents filtres sont appliqués afin

d’extraire une liste de variations candidates.

Pour extraire les listes de variations, les variant callers classiques basés sur les comptages

des  lectures,  tout  comme  DeepSNVMiner  et  smCounter2,  utilisent  la  fonction  pileup de

l’utilitaire  SAMtools permettant d’obtenir à partir des fichiers BAM le nombre d’insertions,

de délétions et de substitutions à chaque position de l’alignement. En fonction des outils, des

modèles  mathématiques  sont  utilisés  afin  d’estimer  le  bruit  de  fond de  séquençage  et  de

détecter les variants dont la fréquence n’est pas compatible avec le bruit de fond. 

B.2. Objectifs et approche suivie

Nous avons souhaité proposer une implémentation d’un nouvel algorithme de détection

capable de prendre en charge nativement des données de séquençage intégrant des UMI. Cet

outil,  baptisé  UMI-VarCal,  a  pour  particularité  de  prendre  en  charge  la  détection  des

substitutions, des insertions et des délétions à partir de données de séquençage pairées. Afin

d’améliorer  les  performances  de  l’algorithme,  une  nouvelle  fonction  pileup a  été
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intégralement développée et intégrée dans l’outil de sorte à augmenter  ses performances en

terme de mémoire et de temps d’exécution pour permettre l’analyse d’échantillons profonds.

Afin de valider les performances de l’outil, plusieurs échantillons in silico ont été générés

et des variants de fréquence connue ont été insérés dans les fichiers BAM de sorte à constituer

une  liste  de  vrai  positifs.  Les  résultats  des  algorithmes  DeepSNVMiner,  MAGERI,

smCounter2 et  UMI-VarCal ont été comparés en terme de sensibilité,  de spécificité  et  de

temps d’exécution.

B.3. Implémentation

L’implémentation  de  UMI-VarCal  repose  sur  6  étapes  de  traitement  informatique :

l’obtention  des  données  de  comptage,  l’estimation  du  bruit  de  fond  de  séquençage  par

position,  la  recherche  de variants  candidats,  une annotation  des  variants  via l’information

portée par les UMI, une étape de filtration basée sur le biais de brin et enfin l’élimination des

artefacts dans les régions riches en homopolymères.
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Figure 55: Workflow de l'algorithme UMI-VarCal.

UMI-VarCal prend en entrée un fichier BAM aligné duquel il réalise

un  pileup.  Ce  pileup est filtré par différentes procédures (estimation du

bruit de fond, filtration via l’information portée par les UMI, le biais de

brin et le nombre d’homopolymères). Les différentes étapes sont décrites

en détails dans cette section. Finalement, un fichier VCF est généré dans

lequel les variants filtrés sont présents.



Pileup

La première étape d’UMI-VarCal est de réaliser, à partir des séquences alignées, un pileup

qui  consiste  à  compter  pour  chaque  position  de  l’alignement  le  nombre  de  A,  T,  G,  C,

d’insertions et de délétions. Cette matrice de comptage est en réalité limitée à une liste de

régions ciblées présentes dans un fichier au format BED. La fonction  pileup intégrée dans

UMI-VarCal a la particularité de lister pour chaque position et pour chaque allèle la liste des

séquences des UMI extraites du nom de chaque lecture.

Il est possible, au moment du lancement de l’algorithme, de demander à ce que le fichier

pileup soit stocké physiquement dans un fichier de sorte à pouvoir exécuter UMI-VarCal avec

différents paramètres sans avoir à générer à chaque exécution le pileup. Cette fonctionnalité

est tout particulièrement utile pour mettre au point les paramètres d’analyse bioinformatiques.

Estimation du bruit de fond par position

Afin de discriminer la présence d’un variant liée à une erreur technique  de celle liée à

signal biologique, une étape d’estimation du bruit de fond est intégrée à l’algorithme. Nous

savons que le bruit de fond n’est pas parfaitement aléatoire et est souvent lié au contexte de

détection de la variation. Il est donc intéressant de ne pas généraliser un modèle d’estimation

du bruit de fond global pour l’ensemble des positions de l’alignement. 

UMI-VarCal  utilise  les  scores  PHRED de qualité  par  base  à  chaque  position  qui  sont

proportionnels à la probabilité d’identification correcte de la base dans chaque lecture. Dans

la mesure où chaque base séquencée possède son propre score de qualité, le score de qualité

moyen  de l’ensemble des bases à cette position de l’alignement peut être calculé. Ce score

moyen Xi, où i correspond à une position de l’alignement, est converti en probabilité de taux

d’erreur comme suit :

ε) est codée par des gènes localisés sur lei =  10-Xi/10

Recherche des variants candidats

Le pileup qui contient le nombre de substitutions, d’insertions et de délétions par position

est parcouru de sorte à déterminer si un événement alternatif, c’est à dire qui diffère de la base

du génome de référence, est présent de manière significative ou non. Pour cela,  un test de

Poisson est appliqué de sorte à déterminer si les comptages observés dans l’échantillon sont

expliqués ou non par la présence d’un bruit de fond à la position de l’alignement. Le bruit de

fond est considéré comme étant le nombre de bases alternatives n’étant ni celle du génome de
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référence ni celle du candidat à la position. Ce modèle est particulièrement permissif et n’est

utilisé que pour filtrer des positions qui ne seraient pas intéressantes à évaluer dans les étapes

ultérieures afin de réduire le temps de calcul.

Dans  la  mesure  où  beaucoup  de  tests  sont appliqués  et  peuvent  conduire  à  un  grand

nombre de faux positifs, une procédure de correction des p-valeurs du test par Benjamini-

Hochberg  est  appliquée.  Cette  correction  maintient  un  niveau  de  sensibilité  du  test  en

adéquation avec le niveau de sensibilité de détection désiré. Néanmoins, de nombreux faux-

positifs  passent  encore  au  travers  de  ce  test  et  nécessitent  des  niveaux  de  filtres

supplémentaires décrits dans les trois prochaines sections.

Procédure d’évaluation des variants par les UMI

Les couples positions et allèles qui ont passé l’étape de filtration précédente sont toutes

évaluées via l’information portée par les UMI. L’étape de pileup a permis d’extraire la liste de

tous les UMI par allèle et par position de sorte à déterminer et quantifier  trois classes de

barcodes :

• UMIref qui quantifie le nombre d’UMI porteurs de l’allèle de référence

• UMIalt qui quantifie le nombre d’UMI porteurs de l’allèle alternatif que l’on souhaite

évaluer

• UMInoise qui vise à lister l’ensemble des UMI pour lesquels les lectures associées à

chaque UMI ne portent pas le même allèle. Ces UMI sont qualifiés de discordants.

De façon théorique, si un variant est un vrai variant,  c’est à dire que l’événement était

présent  dans  un  fragment  d’ADN  initial,  alors  après  ligation  d’un  UMI  unique  et

amplification du fragment les lectures portant cet UMI sont censées toutes porter la mutation.

Les classes UMIref et UMIalt   visent justement à quantifier pour chaque variant candidat ce

nombre  d’événements.  A l’inverse,  une  erreur  de  PCR ou  de  séquençage  va  conduire  à

l’introduction d’un artefact seulement dans une sous-population des lectures portant un UMI.

L’UMI sera alors qualifié de discordant et quantifié dans la classe UMInoise. Deux exemples

sont rapportés sur la figure 56.
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Filtration des variants par biais de brin et homopolymères

Une  estimation  du  biais  de  brin  est  réalisée  sur  les  variants  ayant  passés  les  filtres

précédents. Il a été démontré qu’une surreprésentation d’un variant sur l’une des deux lectures

reverse ou  forward est une source majeure d’artefacts pour les séquenceurs Illumina  [280].

Un score de biais de brin est ainsi calculé de sorte à éliminer les variants se situant dans ces

régions . Ce calcul de score est détaillé dans la publication à la fin de ce chapitre. Le seuil de

filtration est un paramètre modifiable de l’algorithme.

La qualité de séquençage dans les régions riches en homopolymères est plus faible du fait

d’une  baisse  locale  des  scores  de  base  PHRED  [281].  Pour  ces  raisons,  UMI-VarCal

recherche pour chaque variant si celui-ci se trouve dans un homopolymère ou non et filtre par

défaut ceux dans des homopolymères de longueur supérieure ou égale à 7.

Implémentation de UMI-VarCal

L’implémentation  de toutes  ces étapes,  depuis  le  fichier  BAM jusqu’à la  filtration  des

variants, a été réalisée en Python3. Afin d’améliorer les performances sur des jeux de données

profonds, chacun des modules qui composent le programme ont été compilés via Cython afin

Nouveaux algorithmes de traitement des données de séquençage pour le cfDNA - Page 124

Figure 56: Classification des UMI concordants et discordants.

Ce schéma  représente  en  (A)  la  présence  d’un  ensemble  de  lectures  portant  le  même

variant avec le même UMI. L’UMI est donc considéré comme concordant pour l’évaluation

de ce variant. On retrouve à l’inverse en (B) un UMI amplifié dont les lectures ne portent pas

le même allèle à la même position. Cet UMI, de fait, est considéré comme étant discordant.



de  diminuer  les  temps  d’exécution.  UMI-VarCal  est  exécutable  directement  en  ligne  de

programme. 

Le code source du logiciel est librement disponible à l’adresse https://gitlab.com/vincent-

sater/umi-varcal/.

B.4. Performances

UMI-VarCal a été testé et validé sur plusieurs échantillons biologiques et sur des données

d’alignement simulées. Nous ne détaillerons dans cette section que les résultats in silico pour

évaluer  les  performances  informatiques  de  l’outil,  les  autres  données  biologiques  étant

détaillées dans l’article visible en fin de chapitre.

Le  temps  d’exécution  devient  un  enjeu  majeur  en  bioinformatique  afin  de  permettre

l’analyse  de  panels  de  séquençage  larges  et  séquencés  profondément  notamment  pour

l’analyse des échantillons de cfDNA. Afin de comparer les performances de UMI-VarCal,

DeepSNVMiner,  OutLyzer  et  SINVICT,  5  échantillons  in  silico ont  été  générés  avec

respectivement 1, 2, 3, 5 et 10 millions de séquences. Le test repose sur l’exécution 3 fois de

chacun des algorithmes sur chacun des fichiers sur un processeur de 2,20 GHz. Les résultats

montrent une très bonne performance de UMI-VarCal sur les différents fichiers simulés avec

un temps d’exécution inférieur aux autres algorithmes (figure 57).

A noter que les algorithmes outLyzer et UMI-VarCal ont la capacité d’être exécutables sur

plusieurs cœurs d’un processeur ce qui entraîne naturellement un temps d’exécution moindre
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Figure 57: Comparaison des temps d'exécution de UMI-
VarCal, DeepSNVMiner, OutLyzer et SINVICT sur un jeu de

données simulées.

https://gitlab.com/vincent-sater/umi-varcal/
https://gitlab.com/vincent-sater/umi-varcal/


que les algorithmes non parallélisés, et tout particulièrement sur les gros fichiers. Par ailleurs,

si OutLyzer a lui aussi des temps d’exécution intéressants, celui-ci ne tient pas compte de

l’information portée par les UMI et se base uniquement sur le nombre de lectures amplifiées

afin d’établir une liste de variants. En terme d’utilisation mémoire, UMI-VarCal ne semble

pas réellement impacté par la taille du fichier en entrée . En réalité, cette consommation n’est

pas facile à évaluer car de nombreux paramètres l’influencent : la largeur du panel séquencé,

la profondeur de l’échantillon ou encore le facteur d’amplification de l’échantillon. 

B.5. Limitations et perspectives

La détection  des variants de faibles fréquences  est  un enjeu majeur  pour l’analyse des

échantillons de cfDNA. Les algorithmes de variant calling ne tenant pas compte des UMI et

qui sont les plus performants nécessitent souvent un séquençage d’un tissu sain apparié afin

d’effectuer  la  comparaison  avec  un  échantillon  testé.  Cette  stratégie  est  difficilement

applicable sur des analyses de cfDNA tant la référence est difficile à déterminer. 

 Les  autres  algorithmes  ne  nécessitant  pas  d’échantillons  appariés  comme outLyzer  et

SINVICT parviennent à descendre relativement bas en terme de sensibilité avec des variants à

des  fréquences  alléliques  de  0,5%.  Cette  recherche  de  sensibilité  se  fait  en  revanche  au

détriment d’un très grand nombre de faux positifs détectés. UMI-VarCal, par sa capacité à

traiter l’information portée par les UMI, parvient à améliorer la filtration de ces faux positifs

en éliminant les erreurs d’amplification et les erreurs de séquençage. 

Cette  approche  de  détection  de  variants  utilisant  les  UMI  a  cependant  une  limitation

majeure : le nombre d’UMI discordants a une très nette tendance à augmenter à mesure que la

profondeur de séquençage augmente. UMI-VarCal nécessite d’observer au moins deux à trois

lectures par UMI afin d’exploiter pleinement ses capacités. En cas de sur-séquençage, c’est à

dire  en  cas  d’augmentation  très  importante  du  facteur  de  relecture  de  chaque  UMI,  la

probabilité que l’une des lectures de l’UMI intègre une erreur de séquençage augmente. Il est

donc important de bien adapter la profondeur de séquençage moyenne désirée à la quantité

d’ADN utilisée au moment de la préparation de la librairie de séquençage. Plus la quantité

d’ADN utilisée est importante et plus le nombre d’UMI lus par position sera normalement

important et donc plus la profondeur de séquençage devra être importante. A l’inverse, il n’est

pas recommandé de sur-séquencer des échantillons avec un faible rendement d’extraction.
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B.6. Article 
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C.  Détection des CNV avec UMI : algorithme mCNA

C.1. Introduction

Il existe différentes approches pour identifier les CNV à partir de données de séquençage

NGS : celles utilisant l’information portée par les paires de lectures (read-pair, RP), celles

utilisant l’information sur les lectures scindées (split-read, SR) ou celles enfin se basant sur la

profondeur de séquençage (read-depth, RD).

Les approches RP telles que BreakDancer  [282], PEMer [283] ou Ulysses [284] utilisent

l’information portée par les paires de lectures afin d’identifier des gains ou des pertes dans

une région donnée. En effet, un certain nombre d’informations peuvent être extraites :

• l’orientation des lectures : si une lecture s’aligne dans un sens du génome de référence,

alors en l’absence d’anomalie son homologue doit s’aligner dans le sens opposé

• la  taille  de  l’insert  entre  les  couples  de  lectures  pairées  est  supposée  suivre  une

distribution uni-modale dans une librairie de séquençage

Les algorithmes cherchent donc à extraire des anomalies au sein de ces couples de lectures

afin d’identifier des gains de matériel (insertion) ou des pertes de matériel (délétion). 

Les approches SR telles que SVseq2  [285], Gustaf  [286] ou PRISM [287] utilisent elles

aussi l’information portée par les couples de lecture mais cette fois-ci en cherchant à identifier

les problèmes d’alignement au sein de chaque couple. Elles vont chercher à identifier, par

exemple, les couples de séquences pour lesquels l’une des séquences s’alignent parfaitement

sur  le  génome de  référence  tandis  que  l’autre  ne  s’alignent  pas,  ou  sur  un  chromosome

différent de son homologue. Ces problèmes d’alignement au sein de chaque couple peuvent

donner potentiellement le point de cassure d’une insertion ou d’une délétion. Néanmoins, ces

algorithmes ne sont pas adaptés à la détection de larges remaniements.

Enfin, les approches RD consistent à compter le nombre de lectures s’alignant dans une

fenêtre glissante définie. Ces données de comptage sont alors normalisées de sorte à rendre

possible  la  comparaison  entre  un  échantillon  à  tester  et  un  autre  échantillon  servant  de

référence. Une perte locale de profondeur entre échantillon et témoin sera corrélée à une perte

de matériel et donc une possible délétion, tandis qu’à l’inverse une augmentation locale de la

profondeur  de  séquençage  sera  corrélée  à  un  gain  de  matériel.  Cette  stratégie  est  très

largement  répandue  notamment  dans  le  contexte  de  séquençage  de  panel  de  gènes  au

diagnostic pour lesquels une liste de régions d’intérêt est séquencée profondément. Certains
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outils, comme ONCOCNV 28 , ont été spécialement développés pour l’analyse de panels de

séquençage ciblés. Néanmoins, ces approches RD nécessitent d’appliquer des stratégies de

normalisation  souvent  complexes  du  fait  de  l’amplification  des  librairies.  L’amplification

induit un biais important dans le comptage des lectures alignées et empêche une quantification

directe  du  nombre  de  molécules  d’ADN présentes  avant  amplification  pour  chacune  des

régions ciblées. 

L’introduction des UMI dans la construction des librairies peut permettre de développer

une  nouvelle  approche  bioinformatique  pour  la  quantification  des  séquences  uniques  par

région.  Il  s’agit  non  plus  de  quantifier  le  nombre  de  lectures  s’alignant  sur  les  régions

d’intérêt mais directement le nombre d’UMI. Ainsi, les données de comptage pour déterminer

la présence ou non de CNV ne sont plus dépendantes de l’efficacité d’amplification propre à

chaque région ciblée. 

Cette approche est particulièrement intéressante pour l’analyse d’échantillons de cfDNA.

En effet, les fragments d’ADN libérés dans la circulation sanguine par les cellules tumorales

sont  souvent  fragmentés  entraînant  ainsi  des  séquences  alignées  plus  courtes.  Ce  biais

empêche l’utilisation des approches RD pour la détection de CNV car il entraîne des pertes de

profondeur locales qui ne sont pas liées à une variation de copies mais qui sont uniquement le

fait de fragments courts alignés. Le fait de compter le nombre d’UMI par position permet de

rendre les données de comptage indépendantes de ce facteur de taille.

C.2. Implémentation

mCNA  (molecular Copy Number Alteration) est une nouvelle approche bioinformatique

permettant la détection de CNV via l’information portée par les UMI pour des panels ciblés

de séquençage.
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mCNA repose sur quatre grandes étapes : la construction des matrices de comptage en UMI,

la construction d’une pseudo-référence, l’estimation des log-ratios pour chaque région ciblée

et finalement l’estimation des gains ou des pertes de copies après segmentation (figure 58).

L’algorithme procède au comptage du nombre d’UMI lus par région à partir de données de

séquençage  alignées  afin  d’établir,  pour  chaque  échantillon  séquencé,  une  matrice  de

comptage en UMI. Ces matrices de comptage sont divisées respectivement par le nombre

d’UMI moyen lus de chaque échantillon de sorte à permettre leur comparaison. En effet, la

quantité d’ADN utilisé lors de la préparation des librairies a un impact direct sur le nombre

d’UMI moyen lus et il est donc nécessaire de gommer ce biais avant les étapes ultérieures.

A  partir  des  matrices  de  comptages  calculées  sur  des  échantillons  de  référence,  une

référence moyennée appelée « pseudo-référence » est  créée. Ce profil témoin est obtenu en

appliquant, pour chaque région ciblée, la moyenne géométrique du nombre d’UMI normalisés

de  chacun  des  échantillons  contrôle.  Dès  cette  étape,  un  contrôle  qualité de  la  pseudo-

référence  est  réalisé  en  calculant  l’écart  entre  les données  de  comptage  de  chacun  des

échantillons de référence et la pseudo-référence. L’objectif est d’établir si la pseudo-référence

est bien le reflet des échantillons contrôles et si des variations de comptage sont déjà présentes
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Figure 58: mCNA : fonctionnement de l'algorithme.



dans des échantillons pourtant dépourvus d’anomalie. Le cas échéant, les échantillons ayant

des profils discordants sont exclus tout comme les régions ayant des variabilités de comptage

trop importantes. L’idée sous-jacente est de ne pas considérer des régions déjà anormalement

bruitées dans les échantillons contrôles lors de l’analyse des profils tumoraux.

Finalement,  les  matrices  de comptages  des  échantillons  tumoraux sont  comparées  à  la

pseudo-référence via le calcul de log-ratios pour chaque région. Les profils ainsi obtenus sont

segmentés par  l’algorithme  PSCBS  [289],  une  implémentation  de  l’algorithme  Circulary

Binary Segmentation sous R, puis un test  de comparaison de moyenne est réalisé  afin de

déterminer si la la moyenne observée des log-ratios de chaque segment est significativement

différent de la valeur référence 0.

Le détail complet de toutes les étapes de l’algorithme mCNA est présent en fin de chapitre

dans l’article publié dans BMC Bioinformatics.

C.3. Validation biologique

Robustesse de la quantification

Nous nous sommes tout d’abord intéressés à la qualité de l’acquisition des données de

comptage en amont de l’algorithme. Nous avons démontré à partir d’échantillons contrôles

que  la  variance  observée  dans  les  comptages  UMI  était  significativement  inférieure  aux

comptages  utilisant  le  nombre  de  lectures  (figure  59).  En  d’autres  termes,  il  est  plus

intéressant  de  quantifier  le  nombre  d’UMI par  région  que  le  nombre  de  lectures  si  l’on

souhaite détecter une baisse ou une augmentation de matériel dans des échantillons.

Afin  de  vérifier  la  reproductibilité  des  données  générées  après  normalisation  des

comptages, nous avons corrélé les données obtenues par mCNA sur la lignée cellulaire REC-

1.  Deux  librairies  ont  été  construites  indépendamment  à  partir  du  PanLymphome  et

séquencées  sur  deux  runs  différents.  Les  log-ratios  calculés  sur  les  réplicats  sont  très

fortement corrélés (r=0.93) alors même que les profondeurs moyennes obtenues à partir des

deux librairies étaient différentes. 
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Limite de sensibilité et spécificité

Afin d’évaluer la capacité de détection de l’approche, nous avons réalisé tout d’abord une

évaluation in silico des performances de l’algorithme en modifiant les données de comptages

en UMI dans la matrice de comptage d’un échantillon séquencé. 

A  partir  d’un  panel  de  séquençage  Qiaseq  appelé  PanLymphome,  couvrant  69  gènes

d’intérêt (1493 amplicons), un échantillon témoin a tout d’abord été séquencé. A partir des

données alignées, nous avons introduit artificiellement dans l’échantillon une amplification de

XPO1, un gain de IRF4, une délétion hétérozygote de CDKN2A et une délétion homozygote

de CDKN2B. Nous avons ensuite appliqué des dilutions de ces segments anormaux en faisant

varier le pourcentage de cellules tumorales de notre échantillon in silico de sorte à évaluer les
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Figure 59: mCNA : variance des signaux en UMI et en nombre de lectures.

Le graphique représente la variance des comptages normalisés par amplicon

basés  sur  le  nombre  de  lectures  alignées  (à  gauche)  ou  le  nombre  d’UMI (à

droite). 



capacités  de  détection  de  l’algorithme  après  les  différentes  phases  de  normalisation,  de

segmentation et le test de comparaison de moyenne. 

Nous  avons  observé  que  les  log-ratios  attendus  et  mesurés  à  la  fin  du  traitement

bioinformatique des données brutes par mCNA sont très fortement corrélés sur ces données

simulées (figure 60). mCNA est en mesure de détecter toutes les anomalies introduites pour

des  pourcentages  de  cellules  tumorales  comprises  entre  10 et  100 %.  A  5 %,  seules  les

anomalies  impliquant  le  gain  ou  la  perte  de  plus  d’une  copie  sont  retrouvées.  Cette

observation nous indique donc une limite de sensibilité théorique comprise entre 5 et 10 %.

Afin de valider ces résultats in silico, nous avons séquencé de façon indépendante la lignée

REC-1 en duplicat afin d’établir un profil de CNV de référence pour cette lignée cellulaire.

Nous  trouvons  tout  d’abord  une  forte  corrélation  des  log-ratios  mesurés  entre  les  deux

réplicats (r=0,99 , p < 0,001) alors que les profondeurs moyennes de séquençage ne sont pas

identiques (1851X / 2217X). 30/31 segments prédits comme étant amplifiés ont été retrouvés
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Figure 60: Corrélation entre les log-ratios attendus et calculés par mCNA sur
le jeu de données simulées.

Chaque point du graphique correspond au log-ratio mesuré pour chaque segment

anormal  in silico introduit dans un échantillon de référence à des pourcentages de

cellules  tumorales  variables  (100 %,  50 %,  20 %,  10 %  et  5%).  Ces  segments

anormaux correspondent à une amplification du gène XPO1, un gain de IRF4, une

délétion hétérozygote de CDKN2A et une délétion homozygote de CDKN2B. 



dans  les  deux  réplicats  tout  comme  21/23  segments  normaux  et  17/18  segments  délétés,

donnant ainsi une concordance globale du profil de 94,17 %. 

 Cette lignée a ensuite été diluée dans de l’ADN témoin Promega dépourvu de variation de

nombre de copies sur les régions séquencées. La gamme repose sur des dilutions à 50 %,

30 %,  20 %,  10 %  et  5 %  d’ADN  de  lignée  REC-1.  Ces  différentes  dilutions  ont  été

séquencées indépendamment de sorte à déterminer le seuil à partir duquel mCNA n’est plus

en  mesure  de  retrouver  les  anomalies  trouvées  initialement  dans  la  lignée.  Les  résultats,

visibles sur la figure 61, montre un seuil de sensibilité limite comparable à celui déterminé à

partir des échantillons in silico compris entre 5 et 10 % de cellules tumorales. En dessous de

10 % de contingent tumoral, seules les délétions homozygotes sont retrouvées et les gains de

copies semblent plus difficiles à détecter.

Interopérabilité entre séquenceurs

Afin  d’évaluer  la  robustesse  de  la  pseudo-référence  calculée  à  partir  d’échantillons

contrôles, nous avons comparé les résultats obtenus pour un même set d’échantillons entre des

librairies séquencées sur MiSeq et NextSeq. L’objectif est de déterminer si les comptages en
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Figure 61: Résultats du traitement des dilutions de la lignée REC-1 par mCNA.

Le tableau indique la liste des anomalies de REC-1 en fonction du pourcentage de cellules

tumorales.  Chaque cellule rapporte le log-ratio estimé par mCNA sur un segment donné ainsi

que la classe prédite (Délétion, Normal, Gain). Les discordances de classe par rapport aux

résultats attendus sont contourées en rouge.



UMI varient entre les deux séquenceurs que ce soit pour les échantillons de référence ou les

échantillons testés. 

Un exemple de résultat de comparaison est donné en figure 62. On y retrouve les profils

CNV d’un échantillon analysé sur un panel de gènes dédié à la détection des anomalies dans

les LLC au diagnostic au Centre Henri Becquerel à Rouen. Ce panel cible tout ou partie des

gènes  BIRC3,  ATM,  POU6F1,  MDM2,  DLEU2,  PLCG2,  TP53,  BCL2,  XPO1,  CXCR4,

SF3B1,  CECR1,  MYD88,  FBXW7,  SEC63,  BRAF, NOTCH1 et BTK.  Les  résultats  nous

montrent des profils presque superposables pour un même échantillon quelque soit la machine

ayant servi pour le séquençage de l’échantillon testé et/ou des échantillons contrôles. 

 

Résultats préliminaires sur des échantillons de cfDNA

La  détection  des  CNV  dans  les  échantillons  de  cfDNA  est  encore  un  vaste  sujet  de

recherche en bioinformatique. Les échantillons de cfDNA étant plus courts que les fragments

d’ADN  extraits  des  biopsies  des  patients,  les  algorithmes  classiques  basés  sur  une
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Figure 62: Comparaison des résultats de mCNA sur un échantillon d’ADN extrait d’un
patient atteint de LLC en fonction de la nature du séquenceur utilisé.

Les résultats montrent des profils superposables quelque soit la nature de la technologie de

séquençage utilisée pour le séquençage de l’échantillon ou des témoins à l’origine du calcul

de  la pseudo-référence.



comparaison de la profondeur de séquençage par fenêtre ne sont pas adaptés.  Ainsi, nous

travaillons à évaluer la pertinence de l’algorithme mCNA dans ce contexte.

Nous  détaillerons  dans  cette  section  quelques  résultats  préliminaires  concernant  la

détection  de  CNV  à  partir  d’échantillons  plasmatiques  sur  deux  panels  de  séquençage

précédemment décrits (Lymphopanel et Panlymphome).
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Figure 63: Profil de CNV obtenu par mCNA sur un échantillon de cfDNA
au diagnostic d'un patient atteint de LDGCB séquencé en triplicat.

Les profils A, B et C correspondent à un même échantillon plasmatique au

diagnostic  de  LDGCB  séquencé  sur  le  panel  PanLymphome.  Les  profils

montrent une concordance importante entre les différents réplicats. 



Nous avons tout d’abord cherché à déterminer si les profils de CNV obtenus à partir de

l’ADN extrait d’un même plasma sont reproductibles. Nous avons donc réalisé trois librairies

à partir d’un même échantillon plasmatique de LDGCB pour lequel nous avions déjà détecté

des  mutations  à  une  fréquence  allélique  moyenne  de  40 % afin  de  nous  placer  dans  les

conditions les plus favorables pour établir un profil. Les résultats de l’analyse sont visibles sur

la figure  63. Les profils des triplicats  sont similaires pour cet échantillon ce qui valide le

concept de détection des CNV via mCNA dans des échantillons de cfDNA. Par ailleurs, nous

avons essayé d’obtenir des profils via des algorithmes classiques tels que ONCOCNV mais

ceux-ci sont en échec.  
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Figure 64: Profils de CNV obtenus par mCNA sur deux échantillons plasmatiques au
diagnostic de patients atteints de LDGCB.

Les  profils  (A)  et  (B)  ont  été  obtenus  à  partir  de  deux  échantillons  séquencés.  Si  la

variance de la mesure des log-ratios est faible dans l’échantillon (A), on observe un bruit de

mesure plus important dans l’échantillon (B) rendant complexe l’interprétation des profils.



D’autres profils de CNV à partir de plasmas ont été obtenus sur le LymphoPanel (figure

64). On y retrouve des anomalies récurrentes dans les LDGCB avec par exemple des délétions

des régions 6q et de CDKN2A/B. Néanmoins, on observe que la variance observée des log-

ratios  n’est  pas  homogène  entre  les  deux  échantillons  malgré  les  différentes  étapes  de

normalisation implémentées dans mCNA. 

C.4. Limitations et perspectives

Nous avons développé un nouvel algorithme de détection des CNV basé non plus sur la

profondeur  de  séquençage  mais  sur  le  nombre  d’UMI.  Cette  approche  apporte  une

amélioration significative de la qualité des signaux d’acquisition en gommant les principaux

biais d’amplification lors de la préparation des librairies. Les résultats sur les ADN extraits de

biopsies  permettent  d’interpréter  des  profils  en  échec  via  les  approches  bioinformatiques

classiques  basées  sur  les  comptages  de  lecture.  L’apport  de  cette  approche  est

particulièrement important sur les échantillons FFPE qui sont souvent dégradés. Nous avons

pu démontrer la reproductibilité des profils et tenté d’apporter des arguments tangibles sur la

limite de détection de cette nouvelle approche entre 5 et 10 %.

Les résultats  de mCNA sur les échantillons de cfDNA montrent  des premiers résultats

prometteurs.  Néanmoins,  la  recherche  de  CNV reste  en  pratique  très  complexe  dans  ces

échantillons pauvres en contingent tumoral. On observe une variance dans les signaux de log-

ratios souvent bien supérieure dans les échantillons de cfDNA que dans les biopsies sans pour

autant parvenir à en identifier la cause. Nous avons pu déterminer, sur les premières cohortes

de patients séquencés, une limite de sensibilité probablement plus proche de 20 % contre 5-

10 % dans les biopsies. Cette limite exclut un nombre important d’échantillons de cfDNA

analysables  en  fonction  des  pathologies.  Néanmoins,  l’approche  reste  intéressante  dans

certaines  pathologies  comme  dans  le  LDGCB ou le  PMBL dans  lesquelles  des  fractions

importantes de ctDNA sont retrouvées dans le plasma des patients au diagnostic.
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C.5. Articles
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D. Simulation de données avec UMI : UMI-Gen

D.1. État de l’art

Nous  avons  vu  dans  les  chapitres  précédents  que  la  détection  des  variants  de  faible

fréquence  est  devenue  un  enjeu  majeur  pour  l’analyse  d’échantillons  dans  lesquels  les

fragments tumoraux sont particulièrement  dilués. Des nouvelles  chimies de préparation de

librairie  permettent  l’introduction  de barcodes moléculaires  uniques  appelés  UMI visant  à

améliorer  la sensibilité  de détection  de ces variants  de faible  fréquence et  ont conduit  au

développement des nouveaux algorithmes précédemment cités : UMI-VarCal (chapitre III.B)

et mCNA (chapitre III.C).

Afin de  pouvoir  comparer  les  outils  de détection  de variants  objectivement,  il  est  très

difficile  de  se  baser  sur  une  analyse  comparative  des  résultats  des  algorithmes  à  partir

d’échantillons  biologiques  dilués  dans la   mesure où la  vérité  biologique  est  très souvent

inconnue.  Il  est  donc  nécessaire  de  pouvoir  simuler  informatiquement  des  fichiers  dans

lesquels des mutations sont introduites à des fréquences alléliques connues afin de pouvoir

évaluer  la  sensibilité  et  la  spécificité  de  chaque  algorithme.  De  nombreux  programmes

existent pour simuler des données de séquençage et introduire des mutations ou des variations

de  nombre de copies comme IntSIM [290] ou SVSR [291]. Néanmoins, il n’existe pas dans

la littérature d’algorithmes de simulation intégrant des UMI dans les données générées. 

Nous avons ainsi chercher à développer un nouvel algorithme de simulation de données de

séquençage avec UMI appelé UMI-Gen. UMI-Gen utilise plusieurs échantillons biologiques

afin  d’estimer  le  bruit  de  fond  de  séquençage  et  les  scores  de  qualité  par  position  de

l’alignement.  Il  permet  ensuite  d’ajouter  des  artefacts  et  des  mutations  à  des  fréquences

alléliques  souhaitées dans les lectures  générées  in silico.  Afin de valider l’approche,  nous

avons utilisé 6 échantillons contrôles afin d’estimer le bruit de fond d’un panel de séquençage

puis nous avons introduit 15 variants à différentes positions de l’alignement. Finalement, à

partir  de  ces  données  générées,  nous  avons  comparé  4  algorithmes  :  SiNVICT  [292],

OutLyzer [276], DeepSNVMiner [277] et UMI-VarCal [293]. 

D.2. Concepts et implémentation

UMI-Gen  nécessite  trois  paramètres  d’exécution :  une  liste  de  fichiers  BAM/SAM

témoins, un fichier BED contenant les coordonnées des régions alignées et le fichier FASTA

du  génome  de  référence  indexé.  Les  fichiers  contrôles  sont  des  fichiers  BAM  ou  SAM
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d’échantillons de référence dépourvus d’anomalies somatiques. L’outil a été développé dans

le but de simuler des résultats de séquençage ciblé et il est donc obligatoire de fournir une

liste  de  coordonnées  génomiques  pour  réaliser  la  simulation.  Les  différentes  étapes  de

l’algorithme UMI-Gen sont visibles sur la figure 65.

La première étape de l’algorithme UMI-Gen vise à générer un fichier pileup pour chaque

témoin à partir  de la liste  de fichiers  fournie lors de l’exécution. Ces fichiers  pileup sont

ensuite moyennés. Le fichier pileup moyenné peut être sauvegardé de sorte à être réutilisé en

argument de UMI-Gen si l’on souhaite simuler plusieurs fichiers à partir d’une même liste de

témoins. Ce fichier  pileup moyenné contient l’occurrence moyenne du nombre de bases et

d’insertions/délétions retrouvée à chaque position du fichier BED.  On y retrouve aussi des

métriques de qualité telles que la profondeur moyenne et le score de qualité de base moyen
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Figure 65: UMI-Gen - Création du pileup témoin à partir des échantillons contrôles.

L’algorithme UMI-Gen intègre différentes étapes successives afin de construire un pileup

utilisé pour la simulation à partir des échantillons de référence. La première étape (A) consiste

à  réaliser  un  pileup moyen  à  partir  des  différents  fichiers  en  entrée  de  l’algorithme  afin

d’obtenir  le  nombre de A,  T,  G,  C,  d’insertions  et  de délétions  moyen observé à chaque

position de l’alignement dans les régions spécifiées dans le fichier BED. Ce pileup est ensuite

filtré (B) de sorte à éliminer les variants spécifiques de chaque témoin puis les données de

comptages sont converties en fréquences. Le score de qualité moyen à chaque position est

finalement ajouté à cette matrice (D).



observés à chaque position. Afin d’éliminer les variants de chaque témoin, les fonctions de

détection des variants de l’algorithme UMI-VarCall sont réutilisées sur chacun des témoins de

sorte à déterminer une liste de variants à éliminer du  pileup. On souhaite en effet que les

données simulées ne reprennent pas les variants spécifiques de chaque témoin tels que les

polymorphismes,  mais  uniquement  le  bruit  de  fond  de  séquençage.  Après  cette  étape  de

filtration, l’estimation du bruit de fond est réalisée en convertissant les occurrences de chaque

position du  pileup en fréquence d’apparition. Cette matrice de fréquence sera la base pour

créer le jeu de données simulées.

Selon la  profondeur  de séquençage et  la  longueur  des  séquences  souhaitées,  UMI-Gen

réalise un fichier d’alignement dans lequel des lectures sont générées. Ces lectures à cette

étape sont parfaitement identiques à la séquence du génome de référence. Un UMI est attaché

à chacune de ces séquences selon le nombre d’UMI uniques soumis par l’utilisateur.  Ces

séquences comportant un UMI unique sont ensuite amplifiées jusqu’à atteindre la profondeur

souhaitée à toutes les positions. Cette étape peut être réalisée automatiquement à partir des
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Figure 66: UMI-Gen - Introduction du bruit de fond de séquençage et des vrais positifs.

Les faux positifs sont introduits sans édition de l’UMI en (A) de sorte à reproduire les erreurs

de séquence  et  de PCR observées  dans  les  témoins.  L’insertion  des  vrais  positifs  soumis  par

l’utilisateur  est  effectuée  de sorte à  générer des UMI concordants,  c’est  à dire  des UMI pour

lesquels l’ensemble des lectures provenant de  chaque UMI supporte la présence du variant à la

position du variant.



fréquences alléliques des variants à insérer dans les données simulées si l’utilisateur n’a pas

de prérequis. 

Enfin, la dernière étape de l’algorithme (figure 66) vise à éditer les lectures générées. UMI-

Gen édite, position par position, les lectures de sorte à respecter les fréquences observées de

A, T, G, C, d’insertions et de délétions observées dans les échantillons témoins. Cette édition

est réalisée aléatoirement  sans tenir  compte de l’UMI attaché à chaque lecture de sorte à

reproduire  les  artefacts  de  PCR  et  d’amplification  observés  dans  de  vrais  résultats  de

séquençage.  Une  fois  cette  étape  d’édition  réalisée  pour  insérer  le  bruit  de  fond  de

séquençage,  la  même  étape  est  répétée  pour  insérer  des  vrais  variants  à  des  positions

souhaitées. L’insertion de ces vrais positifs est réalisée en éditant cette fois-ci la séquence de

l’UMI de sorte à ce que l’ensemble des lectures porteuses du même UMI intègrent ce vrai-

positif.

UMI-Gen fournit à la fin de son exécution les fichiers FASTQ pairés, un fichier BAM

aligné  par  BWA  et  l’index  de  ce  fichier  BAM.  Des  exemples  d’application  pour  la

comparaison des résultats  de plusieurs algorithmes de détection de variants sont présentés

dans l’article référencé en fin de chapitre.
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D.3. Articles
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IV. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Les objectifs  de ce travail  de thèse étaient  le  développement  de nouveaux algorithmes

bioinformatiques  pour  améliorer  la  détection  des  variations  (SNV,  CNV)  à  partir

d’échantillons  biologiques  pauvres  en contingent  tumoral  tels  que le  cfDNA. Nous avons

cherché à améliorer à la fois cette détection sur le plan qualitatif, en cherchant à discriminer le

bruit de fond technique du signal biologique avec plus d’efficacité, et sur le plan quantitatif

via l’utilisation des UMI et des technologies de séquençage à haut-débit.

La première approche, appelée LowVarFreq, visait à éliminer les artefacts biologiques et

techniques  à  partir  de  données  de  séquençage  Ion  Torrent  n’intégrant  pas  de  barcodes

moléculaires. L’algorithme, en mesurant une liste d’artefacts à partir d’échantillons témoins

afin de mieux les éliminer dans les échantillons testés, a permis d’interpréter les résultats de

séquençage  d’une  série  d’ADN  extraits  d’échantillons  tumoraux  et  plasmatiques  de

lymphomes de Hodgkin. Néanmoins, si LowVarFreq est en capacité d’estimer le bruit de fond

de séquençage par échantillon, il n’est pas en mesure de pouvoir le corriger afin d’accroître la

sensibilité de détection en quantifiant des anomalies en dessous ce bruit de fond. De plus,

LowVarFreq intègre de plusieurs algorithmes bioinformatiques de  variant calling dont les

sensibilités  et  spécificités  sont  difficilement  quantifiables  en  l’absence  d’échantillons  de

référence dont la liste des vraies mutations aurait été évaluée en amont. De ce fait, nous avons

considéré  que  les  vrai-positifs  avaient  une  chance  accrue  d’être  détectée  par  plusieurs

algorithmes dans un même échantillon mais cette hypothèse est probablement très réductrice.

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’introduction de barcodes moléculaires appelés

UMI dans les librairies de séquençage. Ces barcodes moléculaires, qui permettent d’identifier

les fragments d’ADN avant  toute étape d’amplification,  ont conduit  au développement  de

deux nouveaux algorithmes : UMI-VarCal et mCNA.

UMI-VarCal est un algorithme de détection de variations ponctuelles (SNV, insertions et

délétions) prenant en compte l’information portée par les UMI afin d’identifier les erreurs de

séquence et de PCR. En quantifiant le nombre d’UMI uniques concordants et discordants par

variation  candidate,  il  permet  d’améliorer  la  sensibilité  et  la  spécificité  de  détection.  La

comparaison avec d’autres outils de la littérature a conduit à valider cette approche sur des

fichiers in silico et sur des ADN extraits de tumeur. Néanmoins, cette approche reste limitée à

la quantité d’ADN disponible pour la préparation de la librairie. En effet,  pour une même
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quantité  de lectures  séquencées,  une baisse de la  quantité  d’ADN pour un échantillon  en

amont  du  séquençage  va  entraîner  mécaniquement  une  augmentation  de  facteur

d’amplification et de relecture des séquences de chaque UMI. Plus le facteur de relecture est

important  et  plus la  probabilité  d’observer une erreur de PCR ou de séquençage dans les

lectures d’un UMI unique augmente. En d’autres termes, la probabilité d’observer un UMI

discordant est directement proportionnelle à ce facteur de relecture. Il est donc très important

d’adapter la profondeur de séquençage d’un échantillon à la quantité de matériel disponible.

UMI-VarCal est aujourd’hui utilisé au laboratoire de diagnostic du Centre Henri Becquerel à

Rouen pour  toutes  les  recherches  de  variants  par  séquençage  à  haut-débit.  Parallèlement,

l’équipe de recherche est entrain de valider l’approche sur plusieurs centaines d’échantillons

de cfDNA de cohortes de lymphomes. 

L’introduction des UMI a aussi permis de développer un nouvel algorithme de détection de

CNV appelé mCNA. Cette approche bioinformatique vise à non plus utiliser la profondeur de

séquençage afin de détecter les gains ou les pertes de matériel mais à quantifier le nombre

d’UMI uniques par fenêtre glissante. Nous avons démontré la supériorité de l’approche en

comparaison des algorithmes publiés dans la littérature à la fois sur des données simulées

mais aussi sur des dilutions de lignées et par comparaison avec les résultats de CGH obtenus

sur  des  ADN extraits  de biopsies  de DLBCL. Ces résultats  nous ont  permis  d’estimer  la

sensibilité de l’approche entre 10 et 5 %. Néanmoins, les premiers résultats obtenus sur des

échantillons de cfDNA sur les cohortes d’échantillons de cfDNA nous montrent que certains

d’entre eux, même ayant des mutations détectées à une fréquence moyenne supérieure à ce

seuil  de  10 %,  nous  donnent  des  profils  qui  ne  sont  pas  exploitables  avec  une  variance

importante de la mesure des log-ratios. Cela signifie qu’une part de la variance des comptages

n’est pas corrigée par l’étape de normalisation dans certains échantillons de cfDNA. Nous ne

sommes pour l’instant pas parvenu à établir les paramètres à l’origine de cette observation.

Enfin, nous avons développé dans le cadre de cette thèse le tout premier simulateur de

données de séquençage à haut-débit intégrant des UMI appelé UMI-Gen. Ce simulateur, en

permettant  d’introduire  des vrai-positifs  dans des échantillons  mimant  le  bruit  de fond de

séquençage  d’échantillons  témoins,  permet  une  comparaison  objective  des  résultats  des

différents outils de variant calling disponibles dans la littérature. Ce simulateur a permis de

montrer  la  supériorité  de l’approche UMI-VarCal  pour la  détection  des variants  de faible

fréquence  en  terme  de  sensibilité  et  de  spécificité.  Les  fichiers  générés  in  silico vont

permettre, à chaque mise à jour de nos chaînes de traitement bioinformatique, de vérifier si les
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changements apportés n’induisent pas l’absence de détection de vrai-positifs. La stabilité des

traitements informatiques des données de séquençage sera en effet très vraisemblablement un

enjeu  majeur  pour  les  prochaines  années  tant  sur  le  plan  du  diagnostic  que  pour  la

construction de projets de recherche multicentriques faisant intervenir du séquençage NGS.

A. Perspectives

A.1. Amélioration de la détection des anomalies dans le cfDNA 
pour le suivi de maladie résiduelle

La détection des anomalies de faible fréquence dans le cfDNA demeure un vaste sujet de

recherche.  Les  perspectives  d’amélioration  sont  nombreuses  allant  de  l’amélioration  des

protocoles d’extraction de cfDNA jusqu’au traitement informatique des données, en passant

par l’optimisation de la qualité de séquençage des séquenceurs de nouvelle génération.

Les approches sans UMI comme LowVarFreq ne semblent plus adaptées aujourd’hui aux

applications d’analyse du ctDNA. Il est primordial d’introduire des UMI dans les protocoles

de construction de librairies afin d’aider les algorithmes bioinformatiques à discriminer  le

signal biologique du bruit de fond de séquençage. 

De nombreuses études ont limité la quantification du ctDNA à la détection des mutations

somatiques sur les régions codantes des gènes. Cette approche est pertinente au diagnostic

puisqu’elle  permet  de  trouver  des  mutations  récurrentes  sur  des  gènes  dont  les  fonctions

biologiques sont connues et sont souvent associées à un sous-type de lymphome. Cependant,

pour le suivi de maladie résiduelle, cette stratégie ne semble pas être la plus adaptée. En effet,

en MRD, on souhaite suivre l’évolution de la quantité de ctDNA en cours de traitement afin

de prévenir l’apparition de clones résistants au traitement. L’estimation de la concentration de

ctDNA est  calculée  à partir  des fréquences alléliques  moyennes  des mutations  circulantes

détectées. De ce fait, pour des tumeurs peu mutées, le nombre de biomarqueurs analysables

pour le suivi peut devenir très restreint et donc prévenir le calcul de cette concentration. Pour

des quantités faibles de ctDNA, la probabilité de détecter un événement chute et il est donc

primordiale de pouvoir suivre un nombre important d’événements détectés au diagnostic. 

Une  nouvelle  approche  pour  la  détection  de  variants  de  phase  (Phased  variant,  PV),

appelée PhasED-Seq, semble très prometteuse [294]. Cette approche vise à non plus cibler les

parties codantes des gènes mais les régions portant plusieurs mutations sur un même fragment

d’ADN afin d’accroître à la fois la sensibilité et la spécificité de détection (figure 67). Ce ne

sont  plus  cette  fois-ci  quelques  mutations  qui  sont  suivies  en  MRD  mais  plusieurs
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combinaisons de mutations portées par des même fragments de ctDNA. Cette combinatoire

est  particulièrement  intéressante  en  terme  de  spécificité.  Là  où  quelques  bases  mutées

retrouvées au suivi chez un patient sur une mutation ponctuelle présente au diagnostic est

particulièrement  difficile  à  interpréter,  la  présence  de  trois  variants  et  plus  sur  un  même

fragment de cfDNA ne peut être expliquée par des d’artefacts de PCR ou de séquençage. 

Les remaniements VDJ sont eux aussi des éléments intéressants à suivre en MRD.

Nous avons vu dans ce manuscrit que la recherche de clonalité, c’est à dire l’identification du

réarrangement  VDJ  du  clone  tumoral,  est  utilisée  au  diagnostic.  La  détection  de  ces

réarrangements dans les échantillons de cfDNA au diagnostic et au suivi est donc une marque

forte  de la  présence persistante  du clone tumoral.  Néanmoins,  ces  approches  sont  parfois

difficiles à mettre en place dans la mesure où les fragments de ctDNA sont des séquences

parfois trop courtes pour lire l’intégrité du CDR3 des immunoglobulines. 

Discussion et perspectives - Page 178

Figure 67: Représentation schématique des variants de phase.

Cette figure nous montre la représentation d’un SNV  recherché

dans des échantillons de cfDNA d’une part et un variant de phase (PV)

d’autre  part.  Les  PV  sont  caractérisés  par  la  présence  de  plusieurs

anomalies portées sur un même fragment de ctDNA. Adaptée de Kurtz

et al. (2021) [294].



A.2. Harmonisation des pratiques d’analyse du ctDNA

Le développement  des  analyses  du ctDNA pour une  utilisation  au  diagnostic  conduira

nécessairement  à  l’harmonisation  des  pratiques  d’extraction,  de  séquençage  et  d’analyse

bioinformatique. 

Une première  étude clinique  non-interventionnelle  portée par  le  groupe coopérateur  du

LYSA (Lymphoma Study Association), appelée RT3, visait à dépeindre pour chaque patient

atteint  de lymphome un portrait  de plusieurs caractéristiques  moléculaires  au diagnostic  à

partir  de  matériel  biologique  extrait  de  la  tumeur  en  impliquant  un  réseau  national  de

plateformes spécialisées.  RT3 a permis une première harmonisation du rendu des résultats

pour les patients avec une première centralisation des analyses bioinformatiques provenant de

plusieurs centres hospitaliers.

Un  nouvel  essai  appelé  French  Connect  (French  Cooperative  Network  for  ctDNA  in

lymphoma), porté par le CALYM et piloté par le Pr MH Delfau-Larue, s’intéresse cette fois-

ci à l’analyse du ctDNA avec 7 équipes multidisciplinaires  (Créteil,  Dijon, Lyon, Nantes,

Rennes,  Rouen  et  Toulouse).  En  impliquant  à  la  fois  des  biologistes,  des  cliniciens,  des

pathologistes,  des  imageurs  et  des  bioinformaticiens,  French  Connect  a  pour  ambition

d’harmoniser et d’optimiser l’analyse du ctDNA au sein des membres de l’Institut CALYM

avec un panel de séquençage commun et un traitement centralisé des données de séquençage à

haut-débit  sur  une  plateforme  bioinformatique  commune.  Les  différents  outils

bioinformatiques  développés  dans  le  cadre  de  cette  thèse,  et  plus  particulièrement  UMI-

VarCal et mCNA, seront utilisés dans le cadre de cet essai afin d’évaluer leurs performances

sur des données de vie réelle.  Sur le plan clinique,  un résultat  concomitant  de la réponse

moléculaire du ctDNA et de la réponse métabolique en imagerie (PETSCAN) permettra une

évaluation  globale  de  la  réponse  au  traitement.  Ce  projet  sera  l’occasion  d’intégrer  la

détection des variants de phase à partir des données de séquençage ainsi que l’identification et

le suivi du réarrangement VDJ du clone tumoral au diagnostic et en cours de traitement.
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V. ANNEXES

A. Revue publiée (Pharmaceuticals 2021)

Suite  aux  différents  travaux  menés  par  l’unité  INSERM  U1245,  une  revue  a  été

commandée à notre laboratoire par le journal Pharmaceuticals (IF 5.68). 

Notre  article,  publié  en  2021  [153],  donne  une  vue  d’ensemble  des  différentes  étapes

nécessaires à la détection des anomalies génétiques à partir d’échantillons de cfDNA depuis le

pré-analytique jusqu’aux différents biais bioinformatiques inhérents à ce type d’approche. Il

permet d’avoir une vue exhaustive des différentes technologies d’analyse du cfDNA et de

remettre en perspective les différents travaux menés dans le cadre de cette thèse vis à vis des

méthodes existantes.
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RÉSUMÉ 

Développement d’outils bioinformatiques pour l’analyse de
l’ADN tumoral libre circulant des lymphomes

En France, le lymphome est le 6e cancer le plus fréquent avec chaque année  environ  15

000 nouveaux cas diagnostiqués et près de 4 500 décès. Derrière cette maladie se cache en

réalité  une  très  grande  hétérogénéité  tant  sur  le  plan  clinique  que  phénotypique.  Le

développement des approches d’immunohistochimie, de cytogénétique et l’avènement récent

des séquenceurs de nouvelle génération  permettent une caractérisation toujours plus précise

de  cette  maladie  via  la  quantification  de  plusieurs  biomarqueurs  à  partir  de  la  tumeur.

L’intégration de ces différentes sources de données a permis une meilleure classification des

lymphomes aujourd’hui scindés en plusieurs dizaines d’entités distinctes.

Le concept de biopsie liquide, qui regroupe un ensemble d’examens réalisés à partir de

fluides biologiques tels que le plasma, est devenu un enjeu majeur de ces dernières années. La

biopsie liquide, en permettant une détection non invasive des biomarqueurs issus de la tumeur

à différents temps de la prise en charge du patient, permet de suivre l’évolution de la maladie

et pourrait permettre à plus ou moins moyen terme de proposer aux patients le bon diagnostic,

le bon traitement et au bon moment de la maladie via le développement des thérapies ciblées.

Les  travaux  de  ce  mémoire  visent  à  présenter  les  différents  développements

bioinformatiques  menés afin  de mieux caractériser  les biopsies  liquides  par séquençage à

haut-débit.  Différents  algorithmes,  intégrant  ou  non  des  barcodes  moléculaires,  seront

détaillés  et  associés  à  des  exemples  d’application  en  conditions  réelles.  Un  état  de  l’art

antérieur au développement des nouveaux outils sera présenté et leurs limites seront discutées.

Mots-clés  Lymphome, Biopsie Liquide, Séquençage de nouvelle génération
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