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Introduction

Les Variations du Nombre de Copies (CNV) sont des altérations structurales chromosomiques
qui consistent en une anomalie du nombre de copies d’un fragment du génome, en gain ou en
perte. Leur taille est comprise entre 50b et 5SMb (1). Les CNV sont une composante importante
de la diversité génétique (2-6), mais sont également a 1’origine d’une proportion importante
des pathologies humaines (7,8). Leur impact réel reste cependant méconnu et leur implication
est probablement sous-estimée, car ils ne sont pas détectables par les techniques Sanger
classiques. Les CNV d’une taille supérieure a 1Mb sont identifiés par les techniques de
cytogénétique, ceux d’une taille inférieure par les techniques d’Analyse Chromosomique par
Puce a ADN (ACPA) dont la résolution peut descendre jusqu’a quelques kilobases. Ce sont
actuellement les techniques de référence pour la détection des CNV (9-11). Les délétions de
tailles inférieures (moins d’un kilobase), mais trop étendues pour étre détectées par les
techniques Sanger (quelques dizaines de bases) peuvent étre recherchées par d’autres
techniques de biologie moléculaire comme I’amplification multiplex de sondes dépendantes
d'une ligation ou Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA), qui sont
cependant des techniques codteuses et contraignantes.

Il subsiste donc un fossé analytique concernant la détection des CNV dont la taille est comprise
entre 50b et quelques kilobases, en découle une méconnaissance de leur impact biologique et

de leur fréquence réelle.

Depuis une quinzaine d’années, les techniques de séquencage dites « de nouvelle génération »
ont permis la généralisation des analyses génétiques. Les techniques de séquencage de nouvelle
génération ou Next-Generation Sequencing (NGS) permettent une détermination rapide et
précise de la séquence nucléotidique de I’ADN. A partir des données générées, et aprés analyse
bioinformatique, ces techniques mettent en évidence les variations d’une seule base et les petites
inversions/délétions, mais pourraient permettre également la détection des CNV (12-14). La
détection des CNV dans les données de NGS nécessite cependant des processus

bioinformatiques spécifiques surajoutés aux pipelines classiques.

Dans le cadre de la mise en place dans notre laboratoire d’un second pipeline de détection des
CNV, quelques-uns des logiciels les plus fréquemment cités dans la littérature ont été testés. La
performance de 5 d’entre eux sur nos données a été évaluée et leurs atouts et limites ont été

discutes. Notre sélection a également di tenir compte de la facilité d’intégration dans le pipeline



bioinformatique en place dans notre laboratoire, de leur facilité d’utilisation ainsi que de leur
exigence en ressources humaines et économiques. Notre panel de routine contenant plusieurs
genes possédant une grande homologie avec des pseudogénes, nous avons ensuite procédé a

des adaptations pour une plus grande efficacité analytique sur ces régions.

Ce travail peut ainsi servir de base a la mise en place d’un pipeline d’analyse des CNV a partir
de données de NGS pour d’autres laboratoires utilisant des techniques de NGS par panel de
genes. Nous proposerons également quelques adaptations pour une plus grande efficacité sur
les régions présentant des pseudogenes, sources d’erreurs et de faux positifs. Un des objectifs
principaux de ce travail est donc de concevoir un processus applicable en routine et prenant en

compte des limitations matérielles, humaines et économiques.



Partie 1 : Généralités

1. Les variations structurales génomiques

Lors de I’analyse les génomes humains, on ne peut que constater la similarité des séquences
génomiques entre les différents individus autour du globe (15-17). Il est estimé que deux
humains pris au hasard ont un génome similaire a 99,9% en séquence nucléotidique. C’est donc
dans une fraction infime du génome que se situent les variations génétiques conduisant a la
diversité phénotypique observable entre les individus et a la prédisposition aux maladies. Le
spectre des variations génétiques chez I’humain s’étend de la simple paire de bases nucléiques
a de grands réarrangements chromosomiques. Il est aujourd’hui admis que les génomes des
membres d’une méme espéce different davantage les uns des autres en raison de variations
structurelles que de différences entre paires de bases. Ces Variations de Structure (SV)
génomiques contribuent de maniére considérable a I'hétérogénéité globale du génome humain.
(3,18,19)

Les SV génomiques sont historiquement définies comme un ensemble d’altérations
génomiques de taille supérieure a 1kb (20). Cette définition inclut les SV équilibrés (inversions
et translocations), et les variations déséquilibrées (insertions/duplications et délétions) qui
peuvent étre pathologiques ou bénignes. Les SV sont donc des variations chromosomiques de
différents types qui peuvent étre quantitatives (délétions, duplications et insertions) ou

qualitatives (translocations et inversions), par leur localisation et leur orientation (Figure 1).
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Figure 1 : Schématisation des différents types de variations structurelles. 1 - Délétion, 2 - Duplication en
tandem (ou répétition en tandem) ; 3 - Insertion : 4 - Amplification ; 5 - Duplication dispersée (ou répétition
disperseée) ; 6 - Inversion ; 7 - Translocation ;

Le choix historique du seuil de taille (> 1 kb) avait pour but de combler le vide descriptif
existant entre les petites séquences répétées (comme les séquences répétées en tandem) et celles
détectées a 1’échelle d’un caryotype. Plus récemment la définition des SV a été révisee et I'on
considere les SV comme étant des altérations de taille supérieure « a la taille d’un exon » ou
encore une altération de taille supérieure a 50pb (5). C’est donc cette limite qui différentie
aujourd’hui les SV des indels. Cette modification a été rendue nécessaire par la mise en place
progressive en routine du séquencage génome entier (21) et illustre les changements globaux

que subit la génétique avec I’aveénement du séquencage haut débit.

En paralléle des SV, une catégorie est a prendre a part, ce sont les éléments mobiles ou Mobile
Element Insertion (MEI) aussi appelés éléments transposables ou simplement transposons. Leur
classification au sein des SV n’est pas bien établie et selon les sources ils sont inclus ou non.
Les éléments transposables sont I'une des principales sources d'instabilité génomique par divers
mécanismes complexes. Parmi eux, les séquences Alu sont les éléments les plus fréquents, on
estime qu’elles composeraient environ 10% du génome humain répartis sur lI'ensemble des
chromosomes. Les séquences Alu sont des rétrotransposons non autonomes, elles font partie de

la famille des petits éléments nucléaires intercalés ou SINE (short interspersed nuclear element)



avec les séquences MIR et MIR3. Les séquences Alu sont impliquées en pathologie humaine
(22) comme le résume le tableau 1.

Gene Position Subfamily Mechanism Disease

ACE Chr 17 AluYas Insertion Alzheimer's disease

AIMST Chr 2 AluYab Insertion Alstrom syndrome

BMPR2 Chr 2 AlY ARMD NAHR Pulmonary arterial hypertension

AlS NHE])

CDSN Chr 6 AlS ARMD_ NHE]J Peeling skin disease

COL4A5 Chr X AluY Insertion Alport syndrome

FA Chr X AlY ARMD NAHR Fanconi anemia

GBAT Chr 1 AlSx ARMD NAHR Gaucher disease

GGA Chr 17 AlS ARMD_NAHR Pomp disease

GILA Chr X Alu Insertion mediated deletion Fabry disease

MUTYH Chr 1 AluYb8 Insertion Breast cancer/gastric cancer

PMP22 Chr 17 AlNIAlISC ARMD NAHR Charcot-Marie-Tooth disease

SOXT10 Chr 22 AlS FoSTes/MMBIR Waardenburg syndrome type 4

SPAST Chr 2 AlNTAIBS FoSTes/MMBIR Hereditary spastic paraplegia
Chr 2 AlNY

SPG11 Chr 15 AlNTAIBS ARMD_NAHR Spastic paraplegias
Chr 15 AlS

STK11 Chr 19 AlY ARMD_ NAHR Peutz-Jeghers syndrome

Tableau 1: Plusieurs exemples de séquences ALU impliquées en pathologie humaine. Source : Kim, S., Cho,
C.-S., Han, K., & Lee, J. (2016). Structural Variation of Alu Element and Human Disease. Genomics &
Informatics, 14(3), 70. doi:10.5808/gi.2016.14.3.70 (22).

Comme les SV, les transposons imposent des défis bioinformatiques spécifiques (23). lls
peuvent provoquer des réarrangements de grande taille, leur localisation et leur nombre de
copies sont variables. Ils sont ainsi a I’origine de problémes majeurs lors de 1’étape

d’alignement comme I’illustre la figure 2 ci-dessous.
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Figure 2: Difficultés d’alignement des lectures en lien avec la présence de transposons, la présence des
transposons en plusieurs exemplaires, et de localisation variable, entraine des erreurs lors de I’application
des logiciels d’alignement. Source de la figure : Mobile element insertion (MEI) detection for NGS based
clinical diagnostics — SeqOne (24)

Les transposons sont des éléments impliqués en pathologie humaine et leur détection est un
challenge auquel les bio-informaticiens et biologistes se heurtent chaque jour. Leurs moyens de
détection ne sont pas standardisés et assurer leur détection en routine dans notre laboratoire
n’est pas l’objectif de cette thése qui porte sur les CNV. Cependant la recherche et
I’interprétation de ces séquences Alu comme des variations structurelles équilibrées
(inversions) seront probablement 1’étape suivante dans I’évolution du pipeline bioinformatique

de notre laboratoire.

2. Les variations du nombre de copies

Les CNV sont un sous-ensemble des SV. IIs sont définis comme un segment d’ADN de taille
supérieure a 50pb dont le nombre de copies est différent par rapport au genome de référence
(3,6). Ce sont donc des SV déséquilibrés.

Les CNV peuvent correspondre a un gain d’ADN (duplication et amplifications) ou a une perte
(delétion) par rapport a un génome de référence. Les CNV fréquents, présents chez plus de 1 %
de la population, sont appeles Copy Number Polymorphism (CNP). Un CNV peut contenir des



genes, parties de genes et/ou leurs régions de régulation. Ils peuvent également n’étre constitués

que de séquences non codantes (20,25,26).

Avec les avancées et la démocratisation des techniques d’Hybridation Génomique Comparative
(CGH-array), I'importance des CNV en pathologie humaine a récemment été mise en lumiere
(27-32). lls sont responsables d’un large spectre de maladies génétiques et I’étendue de leur

implication en pathologie humaine est largement méconnue (33).

Bien qu’il ne soit pas nécessaire de connaitre les détails des mécanismes moléculaires qui sont
a ’origine des SV pour assimiler le contenu de cette thése, on peut s’y intéresser car ils sont
une bonne illustration de la complexité des rouages moléculaires agissant sur le génome

humain.

3. Mécanismes a I’origine des SV :

Trois principaux mécanismes conduisent a I’apparition de SV. De maniére globale elles sont la

consequence de cassures chromosomiques suivies par un ou plusieurs recollements anormaux.

Le premier mécanisme est appelé recombinaison homologue non allélique (non-allelic
homologous recombination ou NAHR). Il survient pendant la méiose ou la mitose et nécessite
deux répétitions segmentaires (low copy repeats ou LCR) ou duplicons (34). En raison de leur
haut degré de similarité de séquence, les copies non alléliques de répétitions segmentaires
peuvent parfois étre alignées en méiose ou en mitose a la place des copies aux positions
alléliques habituelles. Ce phénomeéne est appelé mésappariement et peut entrainer des

remaniements chromosomiques dans les cellules filles (Figure 3).
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Figure 3 : Illustration du mécanisme de recombinaison alléliqgue non homologue (NAHR) interchromatidien
. a- Les rectangles représentent les régions hautement répétées ou LCR. Les rectangles blancs et noirs
correspondent & deux LCR distincts qui possedent un haut degré de similarité ; b — Entre les deux LCR
peut se produire un mesappariement lors de la méiose ; ¢ - Quand un échange (crossing over) non allélique
se produit, on observe la création d'un gaméte avec une microdélétion et un gaméte avec une
microduplication. Source : Poisson A, Nicolas A, Sanlaville D, Cochat P, Leersnyder HD, Rigard C, et al. Le
syndrome de Smith-Magenis, une association unique de troubles du comportement et du cycle veille/sommeil.

Le second mécanisme est appelé jonction d’extrémités non homologues ou NHEJ (Non-
Homologous End Joining). 11 s’agit d’un un outil moléculaire de réparation de I'ADN ayant
pour objectif la réparation de cassures double brin. C'est un mécanisme dit non conservatif, car
il ne restaure pas la séquence initiale de I'ADN, il assure seulement la continuité d’un ADN
endommagé par une cassure double brin. Cette réparation peut ainsi conduire a une

modification de I'information génétique et généralement a une délétion (Figure 4).

C’est un phénomene décrit chez tous les organismes, des bactéries jusqu'aux mammiferes. Il
est couramment utilisé pour réparer les cassures physiologiques (ex. : recombinaisons des
régions VDJ dans le systtme immunitaire) ou pathologiques induites par les radiations

ionisantes ou les especes réactives de 1’oxygene.
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Figure 4: lllustration des 4 étapes des NHEJ : 1- identification d’une cassure double-brins ; 2- Création de
ponts moléculaires entre les deux terminaisons cassées ; 3- Légere modification des terminaisons pour en
augmenter la compatibilité (digestion enzymatique) ; 4- Ligation des deux brins. Source : Gu, Wenli &
Zhang, Feng & Lupski, James. (2008). Mechanisms for human genomic rearrangements. PathoGenetics. 1. 4.
10.1186/1755-8417-1-4.

Le dernier mécanisme que nous citerons sans toutefois le détailler est désigné par I’acronyme
FoSTeS (Fork Stalling and Template Switching). Il n’est pas en lien avec une cassure double

brin et entraine la formation de réarrangements non récurrents complexes.

Ces 3 mécanismes sont parfois groupes en 2 catégories : les recombinaisons homologues
(NAHR) et non homologues (NHEJ et FoSTeS).

Il est probable que tous les phénomenes biologiques conduisant a la création et a la transmission
des SV ne soient pas encore découverts. La génétique est un domaine tres évolutif qui implique
le développement constant de nouvelles techniques d’analyse s’appuyant sur les technologies
disponibles. C’est pourquoi nous ferons une bréve description des techniques de référence pour

I’étude des SV.



4. Détection des SV, méthodes de référence :

4.1. Technigues de cytogénétique :

La détection des anomalies chromosomiques a commencé avec la possibilité d’observer les
différents chromosomes en microscopie dans les années 1950-1960 (Figure 5). Deux grands
types de mutations ont alors été distinguées : les anomalies de nombres (aneuploidies et

polyploidies) et les anomalies de structure (équilibrées et déséquilibrées).
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Figure 5: Résultat d’un caryotype humain masculin normal aprés tri des chromosomes en paires et de 1 &
22 (+X et Y). Source : Laboratoire de cytogénétique du Centre Hospitalier Universitaire de REIMS —
04/12/1999.

Au fil du temps, les avancées en matiére d’optique et de « banding » des chromosomes ont
permis une lente amélioration des techniques de cytogénétique. De 1’observation d’anomalies
a I1’échelle du chromosome entier (aneuploidies, grands réarrangements, chromosomes
acrocentriques) jusqu’a I’observation d’anomalies de plus petite taille : translocations,
duplications et délétions de taille modeste (>3Mb) (6) (Figure 6).
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Figure 6: Le Giemsa banding (G-banding) utilise un colorant chimique qui révele des bandes sombres sur
les chromosomes métaphasiques. Ces méthodes permettent de détecter des anomalies structurales de
grande taille (> 3Mb), on peut voir ici une inv(9gh). Source : Feuk, L., Carson, A. R., & Scherer, S. W. (2006).
Structural variation in the human genome. Nature Reviews Genetics, 7(2), 85-97. doi :10.1038/nrg1767.

En plus d’une sensibilité limitée aux anomalies de plusieurs mégabases, le caryotype est une
technique longue et colteuse. Elle n’est pas automatisable et nécessite 1’intervention de 1’ceil
du cytogénéticien ce qui en fait une technique dépendante de la performance du lecteur et

soumise a interprétation.

Dans le méme temps, le perfectionnement des techniques de Fluorescence In Situ Hybridization
(FISH) a permis un gain de sensibilité et la possibilité d’observer au microscope des anomalies
plus petites. Ces techniques consistent en [I’utilisation de sondes, marquées par un
fluorochrome. Elles permettent, apres hybridation avec I’ADN fixé sur une lame de verre,
d’observer des colorations au microscope a fluorescence, et ainsi d’observer les variations

structurelles (Figure 7).

Common
o
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Figure 7: Sur ’image de gauche, une FISH sur chromosomes en métaphase sur laquelle on observe une
translocation t(3;7) cryptique, un exemple d’anomalie structurelle équilibrée. Sur ’image de droite, une
FISH sur noyaux en interphase sur laquelle on observe une micro-inversion 7p22 de 700 kb. C’est un
exemple de SV bénigne (polymorphisme).
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Les techniques de FISH permettent de détecter des remaniements chromosomiques de moins
de 2Mb (avec une taille des sondes comprise entre 100 et 200kb). Cependant ce sont des
techniques nécessitant des sondes spécifiques de la région a analyser ce qui implique une
connaissance de 1’anomalie recherchée. Ce n’est pas le cas des techniques de peinture
chromosomiques, « spectral karyotyping » qui permettent de détecter des SV sans ciblage, mais
qui sont trés colteuses. Elles nécessitent une étape de culture cellulaire et leur interprétation est
difficile (Figure 8).

Figure 8: La peinture chromosomique (spectral karyotyping) est utile pour détecter les réarrangements
interchromosomiques. Ici une translocation t(7;13). Source : Feuk, L., Carson, A. R., & Scherer, S. W. (2006).
Structural variation in the human genome. Nature Reviews Genetics, 7(2), 85-97. doi:10.1038/nrg1767

Pendant de nombreuses années la cytogénétique a été la référence absolue pour la détection et
la caractérisation des anomalies de structure. Elle possede cependant certaines limites, dont la
principale est sa résolution limitée. C’est pourquoi 1’hybridation génomique comparative,
technique développée dans les années 1990, a rapidement trouvé sa place dans le diagnostic de

routine des SV.

4.2. Techniques de CGH-array :

Actuellement les techniques de reférence pour la détection des SV génomiques déséquilibrées
sont des techniques basées sur la CGH. Les plus utilisées sont les analyses chromosomiques
par puce a ADN (ACPA ou CGH-array) (25,37-39). Elles sont classées parmi les techniques
de cytogénétique moléculaire avec les techniques de FISH (cf. Partie 1 - Chapitre 4.1) et

appartiennent au domaine de la cytogénetique.
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L’ACPA consiste a réaliser une hybridation compétitive entre un patient et un témoin contréle.
C’est la taille des fragments d’ADN de la puce qui conditionne la définition de la technique.
Dans le cas des puces a haute densité plus d’un million de « spots » contenant des fragments
d’ADN différents peuvent étre rassemblés sur une méme lame de verre. Cela permet une
couverture pangénomique et une résolution de I’ordre de quelques kilobases, on parle parfois

de caryotype moléculaire (40,41).

La figure 9 ci-dessous illustre le résultat d’une puce a ADN, chaque cercle/hexagone représente
un « spot » de la puce. Sur cette derniere sont fixées des milliers de copies d’un méme fragment

d’ADN, de position et de séquence connues.

Figure 9 : Illustration des résultats d’une puce 2 ADN : le rectangle blanc représente un agrandissement.
Source : Ahn JW, Coldwell M, Bint S, Mackie Ogilvie C. Array comparative genomic hybridization (array
CGH) for detection of genomic copy number variants. J Vis Exp. 2015.

Les résultats d’une technique de CGH-array sont donc une multitude de rapports de

fluorescence liés a des fragments d’ADN de séquences connues.

Ainsi, dans les techniques de CGH-array comme en biologie moléculaire, les ressources
bioinformatiques sont indispensables, tant pour I’analyse des données (puces haute-densité) que
pour leur interprétation (bases de données). Les progres bioinformatiques sont intimement liés
a I’évolution des puces ADN. Des puces avec une resolution toujours plus fine impliquent des

moyens bioinformatiques toujours plus puissants.
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Il n’existe pas de régles strictes pour le traitement bioinformatique des données issues de CGH-
array et chaque logiciel commercialisé est différent, on notera toutefois que plusieurs étapes

sont géneralement partagees :

- Analyse des images.

- Normalisation spatiale (42) et/ou interéchantillon.

- Traitement des doublons.

- ldentification des régions avec une perte ou un gain de matériel et des points de
cassures (43,44).

Tout au long de I’analyse, plusieurs parametres informatiques de contrdle qualité sont extraits

et interprétes.

Une fois I’ensemble de ces étapes réalisées, on obtient une valeur théorique de rapport de
signaux de fluorescence qui correspond a la quantité d’/ADN pour chague segment chez le
patient par rapport a celle de I'échantillon de référence. Les puces a ADN sont donc des
méthodes rapides, sensibles et semi-automatisables qui ont rapidement trouve leur place en
routine pour la détection des SV désequilibrés. Leur résolution est intermédiaire entre la
cytogénétigue classique et la biologie moléculaire. Cependant ce sont des techniques qui ont un
colt éleveé, qui nécessitent 1’achat d’un appareillage spécifique et un excellent niveau

d’expertise.

4.3. Techniques de biologie moléculaire - PCR

En génétique biologique les techniques sont classiquement séparées entre les domaines
de la cytogénétique (cf. Partie 1- Chapitres 4.1 et 4.2) et de la biologie moléculaire. Avec
I’évolution des méthodes, 1a frontiére entre ces deux domaines se fait de plus en plus mince.

Les technigues de PCR décrites ci-apres sont des techniques de biologie moléculaire.

Pour le criblage de régions ciblées du génome, les tests les plus performants sont
principalement basés sur la Reaction en Chaine par Polymérase ou Polymerase Chain Reaction
(PCR). Ils ne sont pas adaptés au multiplexage (étude de plusieurs régions simultanees) c’est
pourquoi plusieurs méthodes dérivées ont été développées. La plus populaire est la MLPA (49),

illustrée dans la figure 10 ci-dessous.
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Figure 10: Ilustration d’une méthode de PCR multiplexe pour la détection des CNV, Technique Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). Source : Feuk, L., Carson, A. R., & Scherer, S. W. (2006).
Structural variation in the human genome. Nature Reviews Genetics, 7(2), 85-97. doi:10.1038/nrg1767

S’achéve ici la description des techniques « classiques » de détection des SV. Elles sont

toujours les techniques de référence. Le tableau 2 récapitule leurs limites analytiques.

Méthode Détecte les Détecte les Détecte les Détecte les Détecte les
translocations ? inversions ? CNV > 50kb CNV de 1- CNV < 1kb
50kb
Technique sans ciblage
Caryotype Oui (> 3Mb) Oui (>3Mb) Oui (>3Mb) Non Non
CGH-array Non Non Oui Oui Non
(nucléotide)
Technique ciblée
MLPA Non Non Oui Oui Oui
FISH Oui Oui Oui Oui Oui

Tableau 2: Tableau récapitulatif des limites analytiques des techniques de cytogénétique et des techniques
basées sur la PCR-quantitative citées.

L’excellent recul dont les biologistes bénéficient sur ces techniques est un atout crucial pour un
rendu biologique qui peut avoir d’importantes conséquences cliniques. Cependant, en paralléle
de T'utilisation et du perfectionnement des techniques de cytogénétique, les techniques de

séquencage ont amorcé une révolution scientifique d’envergure.

Le séquencage de I'ADN consiste & déterminer I'ordre d'enchainement des nucléotides. Ces
techniques permettent de détecter des anomalies a 1’échelle de ’acide nucléique et de quelques
acides nucléiques. Elles sont utilisées en routine dans presque tous les domaines médicaux et
de recherche. Le séquengage de I’ADN est un domaine tres actif dans lequel les révolutions
technologiques s’enchainent frénétiquement depuis la conclusion de I’Human Genome Project

le 14 avril 2003. Aujourd’hui les approches scientifiques permettant le séquencage de I’ADN
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sont tres diverses et de nouvelles apparaissent régulierement. Cependant concernant la détection
des SV, les techniques de séquencage ne sont pas suffisamment performantes pour remplacer

complétement les techniques de cytogénétique et de PCR.

5. Séquencage haut débit et bioinformatique

5.1. Séquencage haut débit

Les techniques de séquencage a haut débit, aussi appelées techniques de séquencage de nouvelle
génération, font partie du domaine de la biologie moléculaire. Ces techniques permettent le
séquencage de I’ADN en grands volumes, en un temps trés court et a un colt moins important
qu'avec la méthode manuelle de Sanger. Le séquengage est réalisé au sein d’automates dont le
fonctionnement repose sur différentes technologies brevetées que 1’on peut séparer en deux
groupes : les technologies a lectures courtes (short reads) et les technologies a lecture longue

(long reads).

Les technologies a lectures courtes sont de loin les plus répandues. Elles permettent la synthése
de lectures d’une taille comprise entre 35pb et 700pb. Les technologies a lectures longues
outrepassent cette limite de taille mais sont considérablement plus colteuses. Leur débit est

cependant bien inférieur, ce qui limite leur utilisation.

5.2. Technologies NGS a lectures courtes ou « short reads » :

Au sein des technologies NGS short reads, on distingue deux écoles principales, celles basées

sur le séquencage par ligation (SBL), et celles basées sur le séquencage par synthése (SBS).

Ces deux approches prennent en entrée des fragments d’ADN de taille homogéne qui présentent

a leurs extrémités de courtes séquences nucléotidiques appelées « étiquettes » (tags).
Ces tags ont plusieurs fonctions essentielles, ils permettent :

- La conservation de I’information de 1’origine du fragment tout au long du
séquencage, alors que plusieurs échantillons sont analysés simultanément, on parle
de multiplexage. Le tag assurant cette fonction est appelé index ou code-barre.

o Les codes-barres sont de petits oligonucléides uniques pour chaque patient
au sein d’une méme expérience de séquencage.

- La fixation du fragment sur un support solide (billes ou flow-cell selon la
technologie). Le tag assurant cette fonction est appelé adaptateur, il est différent

pour chaque plateforme de séquencage.
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- L'initialisation de la réaction de séquencage.

On notera que parfois les index sont considérés comme faisant pleinement partie des
adaptateurs. La figure 11 ci-dessous est une illustration des adaptateurs (technologie a lectures

courtes Illumina).

P5 g # 1 Index
5" I —— . I
I I
SP#2 P7

Figure 11: Composition des adaptateurs Illumina (modeéle paired-end). SP : Amorce (SP+P5/P7 = 95pb) -
P5 : Adaptateur commun - P7 : Adaptateur commun contenant I’index — Index : Fragment spécifique de
chaque patient (6pb) — Insert : Fragment d’intérét. Source : Jacques V. L’intégration du séquencage de
nouvelle génération dans le diagnostic médical : application aux leucémies aigués myéloides et syndromes
myélodysplasiques (51).

L’étape de départ commune et qui permet la création de ces fragments et est appelée
« préparation des libraires ». Différentes approches existent, nous citerons la préparation de
librairies par amplification et la préparation de librairies par fragmentation. La Figure 12 ci-

dessous illustre ces deux approches de préparation des librairies.
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Figure 12: A- La préparation de librairies par fragmentation : le matériel génétique est découpé en
fragments de différentes tailles par un procédé qui peut étre mécanique, chimique ou enzymatique. Une
sélection des fragments par la taille est réalisée. La derniere étape consiste en I'ajout d'étiquettes aux
extrémités. B- La préparation de librairies par amplification : des régions d'intérét sont amplifiées par
PCR gréce a des amorces spécifiques. Des étiquettes sont ajoutées aux extrémités des amplicons par
ligation ou par PCR. Source de la figure : https://www.biomnigene.fr/.

La préparation des librairies par fragmentation nécessite quelques précisions. Son principe est
qu’apres fragmentation de I’ADN de départ il est improbable que deux fragments identiques
aient été produits. Chaque fragment généré est considéré comme unique. A la suite de cette
fragmentation et apres ligation aux amorces, une étape de PCR courte (moins de 6 cycles) est
effectuée. Cette étape crée intentionnellement plusieurs clones de chaque fragment d’ADN. Elle
est nécessaire pour obtenir une sensibilité suffisante pour 1’étape de sequencage. Il sera donc
inévitable de séquencer plusieurs clones d’un méme fragment d’ADN, on parle de duplicats de
PCR (cf. Partie 1 -Chapitre 5.4.4).

Une fois la préparation des librairies terminée, la seconde étape du séquencage est également
une amplification par PCR, généralement sur surface solide, soit au sein d’une émulsion (PCR
par émulsion) a la surface de billes individuellement emprisonnées dans des gouttelettes (Figure

13), soit a la surface d’une flowcell (« Bridge » ou « Cluster » PCR) (Figure 14).
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a Emulsion PCR
(454 (Roche), SOLID (Thermo Fisher), GeneReader (Qiagen), lon Torrent (Thermo Fisher))

Ly g Wl
—_— /‘\‘\ — —
o
Emulsion On-bead amplification
Micelle droplets are loaded Templates hybridize to bead-bound primers and are amplified;
with primer, template, after amplification, the complement strand disassociates,
dNTPs and polymerase leaving bead-bound ssDNA templates

100-200 million beads with
thousands of bound template

Figure 13 : Illustration de la technologie de PCR par d’émulsion. L’étape de PCR est effectuée sur une bille,
a l'intérieur d’une micelle, recouvrant chaque bille de milliers de copies de la méme séquence d'ADN.
Source : Goodwin, S., McPherson, J. & McCombie, W. Coming of age : ten years of next-generation

sequencing technologies. Nat Rev Genet 17, 333-351 (2016).

b Solid-phase bridge amplification
(Illumina)

Template binding
Free templates hybridize
with slide-bound adapters

Bridge amplification Cluster generation

Distal ends of hybridized templates After several rounds of
interact with nearby primers where amplification, 100-200 million
amplification can take place clonal clusters are formed

Patterned flow cell

Microwells on flow cell
direct cluster generation, &
increasing cluster density

Figure 14 : lllustration de la technologie « bridge PCR » d’Illumina. Source : Goodwin, S., McPherson, J. &
McCombie, W. Coming of age : ten years of next-generation sequencing technologies. Nat Rev Genet 17, 333—

351 (2016).

Cette étape d’amplification permet donc d’obtenir des milliers de copies d’un fragment de

librairie sur une surface trés restreinte. Le signal généré par ce « cluster » de fragments d’ADN

identiques pourra ainsi étre significativement distingué du bruit de fond.
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La derniere étape est en réalité la seule étape de sequencage au sens strict du terme. Elle consiste
a identifier la séquence nucléotidique par la détection et I’interprétation d’un signal dont la

nature dépend de la technologie utilisée :

e Utilisation de nucléotides fluorescents : lllumina, SOLiD (ThermoFisher).
e Libération d’adénosine triphosphate : 454 Pyroséquencage (Roche).

e Détection de variations de protons H" (Proton Thermofisher)

La distinction entre le séquencage par ligation et le séquencage par synthese est liée a la
technologie utilisée lors de cette étape. Le séquencage par synthese regroupe un ensemble de
technologies qui emploient une ADN-polymérase lors de 1’étape finale de séquencage, par

opposition aux technologies de ligation qui n’en utilisent pas.

Le sequencage paired-end : Un point nécessite tout particulierement d’étre détaillé. 11 s’agit

du principe et des implications bioinformatiques du séquengage paired-end.

Le séquencage « paired-end » est 1’évolution du séquencage « single-end ». La quasi-totalité
des technologies a lectures courtes est utilisée en paired-end (illumina / lon-torrent). La
différence entre single-end et paired-end ne se situe pas dans une modification des automates

ou de la réaction de séquencage mais dans la préparation des librairies et le choix des amorces.

Le paired-end consiste a séquencer les lectures par paires. Dans une paire les deux lectures sont
alors séparées par une distance connue (taille de I’insert). On distingue deux distances pour

une paire de lectures (Figure 15).

- Ladistance « inner » est la distance qui sépare les deux lectures, la taille des lectures
est exclue. Cette taille correspond a la taille de 1’insert.

- Ladistance « outer » inclut la taille des lectures dans le calcul de la distance.

inner distance (100pb)

- o
Read 1 (100pb) insert (100ph) Read 2 (100pb)
- :

outer distance (300pb)
Figure 15: lllustration des distances calculables au sein d’une paire de lectures paired-end. Source :

Ségolene CABOCHE, Gaél EVEN - Paired-End versus mate-pair v1.0 17.02.2012 — Ressource en ligne -
http://www.biorigami.com/
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Les deux lectures peuvent étre non chevauchantes et séparées par une distance fixe, ou
chevauchantes quand la taille de la totalité de la librairie est inférieure a la somme des tailles

des lectures (forward et reverse) sequencees.

Chaque fragment d’ADN est donc séquencé a partir des deux extrémités et la distance entre les
deux lectures d’une paire est connue. Cette conformation permet de gagner grandement en
précision quand il s’agit d’aligner ensuite ces lectures sur la référence au sein de régions
répétées (cf. Partie 1 - Chapitre 5.4.3). Ce paramétre est au cceur du principe de détection des
CNV par I’approche Paired-End Mapping (cf. Partie 1 - Chapitre 6.1). La figure 16 ci-dessous

est une illustration du séquencage paired-end.

Paired-End Reads Alignment to the Reference Sequence

—f—1
§ ——m
———)
_—

Referanca mu— = =

Read 2

Figure 16: Ilustration du principe du séquencage Paired-End tel qu’appliqué dans les technologies
lllumina. Source : « Single-read sequencing - Understand the key differences between these sequencing read
types », Ressource en ligne : https://emea.illumina.com/.

Attention toutefois a une confusion courante dans les termes utilisés, le « paired-end » ne doit
pas étre confondu avec le « mate-pair ». Le mate-pair est un autre processus de préparation des
librairies permettant une circularisation des fragments d’ADN qui génere des paires de lectures
avec un insert tres long (2 & 20kpb), a contrario dans le paired-end les deux lectures d’une paire

sont peu éloignées (moins de 600pb).

Le sequencage a lecture courte est un moyen fiable et trés efficace de séquencer I’ADN. Ce
sont des technologies relativement anciennes et répandues sur lesquelles nous avons un recul
suffisant. Cependant le point commun et la principale limite de I’ensemble des technologies a

lectures courtes est qu’elles nécessitent une étape d’amplification qui expose au biais de PCR.
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5.3. Technologies NGS a lectures longues ou « long reads » :

Actuellement la majorité des laboratoires de biologie moléculaire de routine sont équipés avec
des automates Illumina (technologie dominante) basés sur une technologie a lectures courtes
sur laquelle nous avons un excellent recul. Cependant les technologies a lectures longues, plus

récentes, tendent a se perfectionner et pourraient devenir la référence dans les années a venir.

A 1’opposé des lectures courtes, les technologies de séquencage a lectures longues (long-read
sequencing ou LRS) permettent d’obtenir des lectures de plusieurs kilobases successives (>
1000 pb). Elles peuvent ainsi couvrir des régions complexes ou répétitives avec une seule
lecture continue. Cela permet d’éliminer les ambiguités dans les positions ou la taille des
éléments génomiques. Elles sont également utiles pour les études transcriptomiques en couvrant
des transcrits d'’ARN messagers entiers et de maniere continue, permettant 1’étude de la

connectivité précise des exons et de discerner les isoformes des genes.

A ce jour, il existe deux principales approches technologiques a lecture longue : les approches
de séquencage en temps réel de molécules uniques (real-time long-read sequencing) abrégées
SMRT (Single Molecule Real-time Technology) également parfois appelées technologies LRS

« vraies » et les approches synthétiques (synthetic long-read sequencing).

Les technologies SMRT different des approches a lecture courte en ce qu’elles ne reposent pas
sur une population clonale de fragments d’ADN amplifiés pour la génération d’un signal
détectable. Elles permettent de séquencer sans préamplifier. De plus elles ne nécessitent pas un

cycle de réaction pour chaque ajout de désoxyriboNucléotide TriPhosphate (ANTP).

Les deux technologies de SMRT les plus remarquables sont celles développées respectivement
par Pacific Biosciences (PacBio) (52) et Oxford Nanopore Technologies (ONT) (Figures 17 et
18). A I’opposé, les approches synthétiques s'appuient sur les technologies a lecture courte pour
reconstruire in silico des lectures longues, elles ne génerent donc pas de « véritables » lectures
longues ; il s'agit plutdt d'une modification de la composition de la librairie, qui en utilisant un
grand nombre de codes-barres, permet l'assemblage artificiel de fragments plus grands. Les
deux technologies dominant les approches synthétiques sont celles commercialisées par 10X

Genomics et lHlumina.

22



5.3.1. Les technologies SMRT :

5.3.1.1. Pacific Biosciences « PacBio » :

Quand les technologies NGS a lecture courte fixent 'ADN et permettent a la polymérase de se
mouvoir le long du brin, la technologie PacBio guide un fragment d'’ADN simple brin au travers
d’un puits jusqu’a la polymérase fixée. Ces puits, de quelques picolitres, ont un fond transparent
et sont appelés « zero-mode waveguides » ZMW, ils sont plusieurs milliers répartis a la surface

d’une flow-cell.

Cette technologie impose une étape de préparation des librairies bien spécifique dont 1’objectif
est d’obtenir des fragments d’ADN « en cloche ». La figure 17 illustre les étapes du séquencage
par la technologie PacBio. On remarquera que, contrairement aux lectures courtes, le
phénomeéne est ici mesuré en temps réel, sans avoir & procéder a des étapes de ringage par

solvant entre chaque incorporation de dNTP.

Gréce a I’utilisation des ADN « en cloche », cette technologie permet le séquengage d’un
modele d’ADN en boucle (circulaire). Cela permet le séquencage multiple de chaque brin
d’ADN a chaque rotation complete autour de la polymérase. Bien qu'il soit difficile de
séquencer plusieurs fois les segments d'’ADN de plus de 3kb, ces passages répétés permettent
la génération d’une lecture consensuelle, connue sous le nom de « séquence consensuelle

circulaire » et de réduire les erreurs stochastiques.
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colours from all ZMWs; each
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Figure 17: Illustration de la technologie commercialisée par Pacific Biosciences (PacBio). Source : Goodwin,
S., McPherson, J. & McCombie, W. Coming of age : ten years of next-generation sequencing technologies. Nat
Rev Genet 17, 333-351 (2016).

5.3.1.2. Oxford Nanopore Technologies :

Cette seconde technologie a lecture longue est certainement celle qui se différencie le plus de
toutes les autres technologies de séquencage. Singulierement, les séquenceurs de nanopores ne
sont pas basés sur 1’incorporation de nucléotides ou sur une hybridation. Quand les autres
plateformes sont basées sur la détection d’un signal secondaire (émission de signaux lumineux,
détection de variation de pH), les séquenceurs de nanopores analysent de maniére directe la
composition en acides nucléiques d'une molécule d'/ADN natif. Ce séquencage direct est
effectué en forcant le passage de I'ADN a travers un pore protéique disposé sur une membrane

synthétique et au travers duquel un courant électrique est mesuré (Figure 18).

Une variation de tension électrique est détectée lors de la translocation de 1’ ADN sous I'action

d'une protéine motrice. Le tracage temporel des charges appelé « espace de gribouillis »
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(squiggle space), est caractéristique de la séquence nucléotidique qui doit alors étre interprétée

comme un k-mer.

En bioinformatique, un k-mer est une séquence biologique de longueur k elle-méme contenue
dans une séquence biologique. Par exemple la séquence « AGAT » possede 4 monomeres (A,
G, A, et T), trois dimeéres (2-mer) AG, GA et AT, deux trimeres (3-mer) AGA et GAT et enfin
un quadrimere (4-mer) AGAT.

Lorsque les autres plateformes ont 1 a 4 signaux a analyser, les instruments nanopore en ont
plus de 1000 différents (un pour chaque k-mer possible), plus encore si I'on tient compte des

bases modifiées que 1’on peut retrouver sur 'ADN natif.

Le brin natif analysé étant double brin, la réaction de séquencage a lieu de telle facon que le
brin sens puis le brin antisens sont séquencés 1’un a la suite de I’autre, ce qui permet de générer

une séquence consensus appelée séquence "2D".

Ab Oxford Nanopore Technologies

Leader-Hairpin template
The leader sequence interacts
with the pore and a motor
protein to direct DNA,

a hairpin allows for
bidirectional sequencing

Alpha-hemolysin
A large biological pore
capable of sensing DNA

Current

Passes through the pore
and is modulated as
DNA passes through

ce ONT output (squiggles)
SR Each current shift as DNA
=ne translocates through the

2 3 4 pore corresponds to a
particular k-mer

o
[

Time (seconds)

Figure 18: Illustration de la technologie commercialisée par Oxford Nanopore Technologies (ONT). Source
: Source : Goodwin, S., McPherson, J. & McCombie, W. Coming of age : ten years of next-generation
sequencing technologies. Nat Rev Genet 17, 333-351 (2016).
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5.3.1. Les technologies synthétiques :

Contrairement aux véritables plateformes de séquencage, les technologies a lectures longues
synthétiques reposent sur un systeme de codes-barres. Elles permettent a partir de 1’association
d’une multitude de fragments séquencés sur des séquenceurs a lectures courtes, de recréer in

silico des lectures longues.

Dans les approches synthétiques, de grands fragments d'ADN sont répartis dans des puits de
microtitrage (ou dans une émulsion) de fagon a obtenir quelques milliers de fragments différents
par puits, on appelle parfois ces puits les « containers ». Dans chaque puits, ces segments
d’ADN sont a nouveau fragmentés et associés a des codes-barres uniques. S’en suit une étape
de séquencage sur des plateformes a lecture courte classique. L’assemblage in silico de grands

fragments est permis gréce aux informations transportées par les codes-barres.

Apreés le séquencage, les lectures sont démultiplexées a l'aide des codes-barres. Une étape
appelée « sous-assemblage » permet de reconstituer synthétiquement des lectures de plusieurs
kilobases, qui correspondent aux fragments d’ADN issus de la premiére fragmentation. Ces
technologies sont basées sur une utilisation différente des amorces avec un systéme plus
complet de codes-barres et un traitement bioinformatique spécifique. Le traitement
informatique des données issues de ce type de séquencage est donc complexe et les

constructeurs préservent une certaine confidentialité sur leur fonctionnement.

Il existe trois principaux systémes permettant de générer des séquences longues synthétiques :
la plateforme commercialisée par lllumina (Figure 19-Ba), le systéme 10X Genomics (Figure

19-Bb) et un systeme commercialisé par BionanoGenomics.
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Figure 19: lllustration des technologies synthétiques. Ba : Illumina ; Bb : Séquencage en émulsion de 10X
Genomics. Source : Goodwin, S., McPherson, J. & McCombie, W. Coming of age : ten years of next-generation
sequencing technologies. Nat Rev Genet 17, 333-351 (2016).

Chacune de ces technologies présente des avantages et des inconvénients en fonction du taux
d’erreur acceptable, du budget financier, de la capacité en traitement bioinformatique ou encore
de la qualité de ’ADN 4a séquencer. A ce jour les technologies a lectures courtes, et tout
particulierement le séquencage par synthése d’lllumina, sont les technologies dominantes. Elles
ont ’avantage d’étre reproductibles et d’étre les moins colteuses du marché. Les techniques
décrites précédemment sont a la pointe de la technologie, et ce dans un milieu qui connait une
évolution tres rapide. D’années en années les automates sont plus puissants, plus précis et plus
rapides. A chaque augmentation de la quantité de données générées, la puissance nécessaire au
traitement informatique de ces données augmente également.Cette complexification des
données demande un investissement humain considérable. L’expertise des bio-informaticiens
est nécessaire pour rendre les données exploitables. Les résultats de ces analyses doivent étre
parfaitement fiables pour aboutir a des décisions médicales. Pour bien comprendre 1’enjeu de
cette thése et les processus bioinformatiques utilisés dans 1’analyse des CNV, il semble
nécessaire de rappeler les notions de base de la bioinformatique pour le séquencage haut débit.

Le traitement bioinformatique débute des la fin de 1’é¢tape de séquencage.
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5.4. Bioinformatique

Les signaux analysés lors de la derniére étape du séquencage permettent la détermination de
I’ordre des bases nucléiques qui constituent I’ADN (base calling). Les séquences
nucléotidiques générées sont ainsi appelées "reads”, ou « lectures », dans lesquelles chaque
base nucléique A (Adénine), C (Cytosine), T (Thymine) ou G (Guanine) est associée a un score
de qualité (score Phred). Ce dernier représente la confiance accordée a la base et est encodé en
ASCII pour tenir sur un seul caractere.

L’ASCII (American Standard Code for Information Interchange) est une norme informatique
de codage de caractéres. Elle définit 128 codes a 7 bits avec 95 caracteres imprimables : les
chiffres arabes de 0 a 9, les lettres minuscules et capitales de A a Z et plusieurs symboles
mathématiques et de ponctuation. Les caractéres de numéro 0 a 31 et le 127 ne sont pas
affichables car ils correspondent a des commandes de contrdle de terminal informatique et le
numéro 32 correspond a un « espace ». C’est pourquoi le score Phred le plus bas (0) est codé
avec le caractére de la table ASCII le plus petit, affichable et visible (33) qui correspond au

symbole « ! ».

La quantité de lectures différentes générées pour chaque expérience est variable selon la
technologie. Il y en a environ un million avec 1’automate 454 de Roche et une dizaine
de milliards avec les automates Illumina. L'acquisition et le traitement de cette importante
quantité de données nécessitent donc le développement d'outils informatiques spécialisés et

performants, car c’est a la fin du séquencage que la chimie fait place a la bioinformatique.

5.4.1. Pipeline Bioinformatique :

Appliquée au séquengage haut débit, la bioinformatique est organisée en « pipeline ». Un
pipeline correspond a un enchainement prédeterminé de processus informatiques ayant chacun
un role dans le traitement des données brutes afin de les rendre interprétables par ’Homme. La
figure 20 ci-dessous illustre les principales étapes d’un pipeline de bioinformatique appliqué au
NGS (53).
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Figure 20: Principales étapes d'un pipeline bioinformatique utilisé pour I'analyse des données de séquencage
a haut débit. Source : Grzych G. Evaluation of in silico prediction tools and interest of functional tests in the
interpretation of identified variants by next-generation sequencing in human genetics. 2018.

Il n’est pas nécessaire de parfaitement connaitre I’ensemble des étapes du pipeline pour
comprendre le travail rapporté dans cette these. Cependant une breve description des étapes
principales permettra d’insister sur I’impact majeur qu’a chaque élément du pipeline sur le

résultat final.

5.4.2. Trimming qualité et filtrage :

On appelle ces étapes « pre-processing », elles sont utilisées pour exclure les lectures de

mauvaise qualité qui auraient pu apparaitre lors du séquencage. (54)

Le trimming est un outil bioinformatique permettant de supprimer les régions de mauvaise
qualité dans les lectures tout en essayant d’en conserver la longueur maximale. Comme pour
chaque étape du pipeline, une mauvaise maitrise de ce processus peut entrainer des faux positifs
(conservation de segments de mauvaise qualité comportant des artefacts analytiques) ou
négatifs (suppression de régions dans lesquelles se trouverait une mutation).

29



Le filtrage (filtering) est la seconde méthode de correction qualité des lectures. Il est basé sur
I’hypothése que la majorité des erreurs sont rares et aléatoires, et qu’elles peuvent donc étre
¢liminées si I’on ne se réfere qu’au modele de lectures les plus fréequemment rencontres.
L’utilisation de modeéles statistiques classiques (Markov caché) ou spécifiques (k-mer) permet
cette étape de correction qui, une fois encore, doit étre parfaitement maitrisée pour assurer un

rendu clinique final (54,55).

5.4.3. Etape d’alignement globale :

A la sortie de I’automate de séquencage et des étapes de pre-processing, I’ensemble des lectures
(qui contiennent les séquences et le score qualité associé a chaque base) sont sauvegardées dans
un fichier dit « FASTQ » (cf. Annexe 1 : Format FASTQ). La longueur de ces lectures dépend
de la technologie utilisée (a lecture longue ou courte). C’est a partir du fichier FASTQ qu’est
réalisée 1’étape d’alignement globale, elle consiste & essayer de localiser sur le génome humain

la position de chacune des lectures.
Deux méthodes d’alignement existent :

1. L’assemblage de novo: Les fragments d’/ADN qui se chevauchent permettent de

reconstruire une séquence génomique continue appelée contig. L'assemblage des
différents contigs entre eux permet d'obtenir une séquence plus grande appelée scaffold.
Un scaffold contient un ou plusieurs trous (gaps). Ces gaps peuvent étre comblés
partiellement par 1’utilisation de technologies a lectures longues, ou laissés tels quels
dans un génome provisoire. Il est également possible de réaliser une étape de « gap-
filling » pour accentuer le séquencage sur ces régions en particulier (Figure 21). Cette
technique est tres colteuse en temps de calcul et est principalement employée pour
reconstruire des génomes non connus pour lesquels il n’y a pas de références. Elle n’est

pas utilisée en routine pour les données issues de 1’humain (56).

30



_EI Chevauchement Lectures
5 AAAGTC. ..
ﬁ VACIAAAG e e —— =
0 e — —
g —_—— —_—
@ —i
9 e — Te—— —
= —_— e Contig
£
b
<
w
o
£ R R sl i SATL SN
3 ‘ 4= o
A ! e - . - = Ty '
R LY
3 : \I K , Lectures longues
@ : ! :
[=1]
= e
=]
g Scaffold
b
<
& Lectures
[«
@ espace vide «gap»

gap non caractérisé

Chromosomes

Génome provisoire
ou définitif

Figure 21: lllustration de I'assemblage de novo d'un génome entier. Gréce au chevauchement existant entre
les lectures, on peut assembler des contigs, les espaces vides (gaps) peuvent ensuite étre comblés grace aux
lectures longues. 11 est enfin possible de procéder a une ou plusieurs étape(s) de « gap-filling » pour analyser
les derniers espaces vides. Il est ainsi possible de reconstruire des chromosomes et un génome, qui peut étre
soit complet, soit provisoire avec la persistance de certains gaps. Schéma extrait et traduit depuis la
publication : Sohn, jang-il & Nam, Jin-Wu. (2016). The present and future of de novo whole-genome assembly.
Briefings in Bioinformatics. 19. bbw096. 10.1093/bib/bbw096.

2. L’alignement a un génome de référence : il consiste a faire correspondre chaque lecture

a une region du génome par complémentarité, en se référant a une version déterminée
du génome humain. Les calculs sont moins complexes que pour 1’assemblage de novo,
mais cette opération nécessite de disposer d’un génome de référence. Les logiciels qui
procedent a I’alignement utilisent généralement la transformée de Burrows Wheeler qui

a inspiré le nom du logiciel d’alignement le plus connu : BWA (57).
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Cette premiére étape d’alignement est appelée alignement global car il utilise I'ensemble des
éléments de chacune des séquences. Quand il y a peu de différence entre les longueurs des
séquences, des insertions sont créées dans la sequence la plus courte pour réussir a aligner les
deux séquences d'une extrémité a l'autre. A I’inverse quand il y a beaucoup de différence entre
les longueurs des séquences, chaque position d'une séquence longue est considérée comme étant

un point de départ d'alignement avec une séquence courte.

Les aligneurs globaux utilisent des algorithmes de type Il de Collins et Coulson aussi appelés

« algorithmes de meilleure localisation ».

Cependant comme tout outil d’analyse, ces logiciels présentent un certain taux d’erreurs et sont
moins efficaces quand les lectures a aligner s’éloignent de la référence (événements complexes)
ou si elles contiennent des séquences repétées. C'est pourquoi d'autres algorithmes
d'alignements dits « locaux », basés sur la localisation des similarités, sont utilisés pour
effectuer un alignement plus précis sur chaque région et détecter plus efficacement de petites
délétions/insertions (cf. Partie 1 - Chapitre 5.4.5).

A la sortie de I’étape d’alignement, le fichier contenant les associations entre chaque lecture et
ses coordonnées genomiques peut étre soit un fichier « SAM » (pour Sequence Alignment
Map), soit un fichier binaire compressé « BAM » (pour Binary Alignment Map) (58), ou encore
un fichier binaire ultra-compressé « CRAM » (59). Les différences entre ces formats sont
détaillées dans I’annexe 2 : Format SAM et BAM.

A partir du BAM, plusieurs étapes bioinformatiques sont encore nécessaires pour obtenir des

données exploitables par I’'Homme, & commencer par le traitement des duplicats de PCR.

5.4.4. Gestion des duplicats de PCR :

Le marquage des duplicats de PCR est une étape conseillée dans la grande majorité des pipelines

bioinformatiques, on notera que leur suppression n’est pas toujours obligatoire.

Les duplicats de PCR peuvent étre definis comme des lectures qui résultent du séquencage de
deux copies ou plus du méme fragment d'ADN; ce sont des lectures séquencées
indépendamment qui sont cependant exactement identiques. Il faut savoir qu’en I’absence de
phénomenes parasites (clonaux ou optiques), deux lectures sont toujours différentes. Deux
fragments d’ADN parfaitement identiques ne peuvent étre que des clones car il est

statistiquement improbable que de tels fragments soient génerés lors de I’étape fragmentation.
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La génération des duplicats de PCR se produit donc lorsque plusieurs clones d’un méme
fragment d’ADN (produits lors de la phase d’amplification de la préparation de la librairie) se
lient au support solide (flow-cell ou bille) avant la seconde phase du séquencage (phase
d’amplification). Chacun est alors amplifié et séquencé. Les lectures obtenues sont alors
strictement identiques. Il est ainsi logique que 1’augmentation du nombre de cycles de PCR lors

de la préparation de la librairie augmente la quantité de duplicats de PCR.

Il existe aussi un phénomene de duplicats « optique » qui survient lorsqu’un cluster unique est
identifi¢ par erreur par ’automate comme étant deux clusters distincts, c’est une autre

explication possible a la présence de duplicats dans les résultats.
Les duplicats de PCR sont responsables de deux phénomeénes parasites :

- lls peuvent contenir une ou plusieurs mutations erronées introduites pendant
I'amplification PCR, produisant des faux positifs.
- lls peuvent introduire un biais de brin en augmentant artificiellement I'occurrence

de I’alléle séquence en duplicata par rapport a l'autre alléle.

La gestion des duplicats de PCR est un probleme inhérent aux techniques de séquencage haut
débit, c’est un obstacle fréquent, mais dont I’impact réel est trés dépendant de la quantité de
duplicats générés. Dans les faits, si la technique est bien maitrisée, ’impact des duplicats de

PCR reste faible (60).

5.4.5. Le réalignement des indels (réalignement local) :

L’¢étape familierement appelée « réalignement des indels » est une étape d’alignement local qui
a pour objectif de mettre en évidence des insertions/duplications ou des délétions qui auraient
été ratées par la premiére étape d’alignement global dont le réle était de localiser la position

d’une lecture entiere sur le génome.

L’objectif des alignements locaux est de détecter, sans préjuger de la longueur, les régions les
plus similaires entre deux séquences. L'alignement local compare donc une partie de chacune
des séquences et non leur totalité (contrairement aux alignements globaux). Comme le
traitement informatique d'une délétion a I'intérieur d'une séquence est considéré comme une

insertion dans la sequence lui faisant face, on utilise le terme « d'indel » (INsertion-DELetion).
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L’¢tape de réalignement des indels est nécessaire pour compléter le travail des aligneurs
globaux qui présentent des difficultés a aligner a la perfection des lectures de petite taille
présentant des évenements complexes (plus d’un changement d’un seul nucléotide) et
particuliérement lors d’insertions-délétions. Il n’est pas nécessaire de décrire I’importance de
la détection des indels, ces derniers ayant généralement un impact majeur sur la fonction des
genes dans lesquels ils apparaissent. Cela est d’autant plus vrai lorsqu’ils sont localisés a
I’intérieur d’un exon et entrainent un décalage du cadre de lecture (frameshift). C’est pourquoi

I’étape de réalignement local des indels est une étape cruciale du pipeline.

Les algorithmes utilisés par les aligneurs locaux différents de ceux des alignements globaux sur
le principe mathématique. Les deux sont basés sur des calculs matriciels mais se distinguent a
la fois par les matrices utilisées et la pondération des espaces (gaps). Les principes d’alignement

et les matrices ne sont pas détaillés dans ce document.

5.4.6. Le recalibrage des scores qualité :

Comme précédemment décrit, le séquencgage génére pour chaque base un score qualité associé.
Il quantifie la probabilité d’erreur lors de I’identification de la base entre A, C, T et G. Ce score
qualité est présent dés le départ des processus bioinformatiques et sert de référence tout au long

de I’analyse. Cependant il comporte lui-méme des erreurs lors de son évaluation (61).

L’étape de recalibrage des scores qualité est une étape standard dans nombre de pipelines
bioinformatiques. Elle est basée sur le principe selon lequel certaines erreurs de séquencage
sont déja connues et reproductibles. Les logiciels de recalibrage s’appuient donc sur des bases
de données de variants, ainsi que sur la position de la base au sein de la lecture (62). Quand un
variant présent est connu, le recalibrage modifie le score qualité de la base, passant du score

observé au score empirique (recalibré).

Le recalibrage des scores qualité a pour principal intérét de diminuer le nombre de variants

détecté lors de 1’étape d’identification des variants, en éliminant les faux positifs (63).
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5.4.7. L'identification des variants (Variant calling)

L’¢étape d’identification des variants est une étape automatisée de mise en evidence des variants
a partir des données ayant préalablement subi toutes les étapes décrites précédemment. Ce n’est
pas 1’étape mathématiquement ou informatiquement la plus complexe, mais sa performance
dépend grandement de I’ensemble du pipeline bioinformatique, de la qualité de 1’échantillon de

départ, de la technique de sequencage et des parametres choisis pour filtrer les résultats.

Lorsque se termine le "variant calling”, les résultats sont disposés au sein d’un fichier texte
appelé VCF pour Variant Call Format et détaillé dans I’annexe 5. Ce fichier contient
I’ensemble des variants du sujet séquencé et les informations les concernant. C’est a partir de

ce dernier que le travail d’interprétation médicale débutera.

L’étape d’identification des variants (variant calling) est généralement la derniere étape des
processus bioinformatiques. Elle se concentre sur la détection des SNV et des petites indels
(<50 pb) qui ont longtemps été les cibles principales des logiciels de variant calling. En effet
les SNV sont les évenements les mieux connus et les plus décrits, ils sont plut6t bien détectés
par les logiciels classiques des pipelines bioinformatiques en NGS. C’est ainsi que dés lors que
la détection des SNV et des indels a été maitrisee, et grace a 1’évolution des technologies de
séquencage, les bio-informaticiens ont entrepris de développer des logiciels spécifiqguement

dédiés a la détection des SV dans les données de NGS.

5.4.8. Le Génome humain de référence :

Le génome humain de référence est, comme son nom I’indique, un génome de référence et donc
une base de données numérique de séquences d'acides nucléiques assemblées comme un
exemple représentatif de I'ensemble des genes dans un organisme individuel idéalisé d'une

espece, dans notre cas I’Homo sapiens.

Ce génome virtuel est assemblé a partir des donnees de séquencage d'un certain nombre
d’individus, il ne représente donc pas avec précision l'ensemble des variations d'un organisme
pris a I’échelle individuelle, mais fournit une mosaique haploide de différentes séquences
d'ADN issu de plusieurs « donneurs ». Dans un univers idyllique, le génome de référence
devrait représenter fidelement le génome de I’ensemble de I’humanité. En réalité c’est un
objectif extrémement difficile en raison de la diversité retrouvée dans certaines parties du

génome entre les populations les plus éloignées les unes des autres. Cette limitation de la
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diversité contenue dans le génome de référence est aggravée par la sélection historique des
individus inclus, principalement européens et nord-américains. 1l est également important de

comprendre que Ce n’est pas le génome « le plus commun » ni un génome « sain ».

Depuis la publication initiale du génome humain, plusieurs « versions » du génome de référence
se sont enchainées. Chaque version est de meilleure qualité grace aux évolutions technologiques
et tente de rectifier le défaut d’inclusion des populations initialement sous-représentées. Cette
sous-representation entraine des implications réelles, y compris en ce qui concerne les résultats
cliniques. Notre capacité a interpréter une variation dans la séquence du génome d'un individu
dépend directement de notre capacité a distinguer ce qui est polymorphique de ce qui est
pathologique.

Le génome de référence est donc une entité virtuelle « évolutive ». 1l est modifié au travers de
versions similairement a un programme informatique. Il y a des « mises a jour » (releases)
majeures (ex. : GRCh37 vers GRCh38) et mineures (ex. : GRCh38.p13 vers GRCh38.p14), des
« patches » lui sont appliqués. Ces patchs peuvent étre nouveaux (Novel patches) et apportent
de nouvelles informations ou correctifs (Fix patches). Actuellement la derniere version majeure
du génome humain est la version GRCh38 (ou HG38). Cependant la version GRCh39 était

prévue pour 1’année 2020.

Le génome de référence est un outil indispensable pour toute analyse en biologie moléculaire
humaine, nécessaire pour I’étape d’alignement, la caractérisation des variants et dans notre cas

les logiciels de détection des CNV.

6. Détection des CNV par séquencage haut débit (NGS) :

Comme détaillé précédemment, les automates de NGS générent des millions de lectures
indépendantes, qui apres traitement bioinformatique, permettent d’obtenir une liste des variants
dont la taille est inférieure a quelques dizaines de bases. La détection de ces petits SNV et indels
est globalement maitrisée et de nouvelles approches analytiques recherchant les SV ont alors

été mises au point.

Réussir a détecter les SV dans les données de NGS avec une fiabilité égale a celle de la détection
des SNV est un objectif ambitieux. Ainsi de nombreuses équipes se sont emparées du sujet et
plusieurs centaines de logiciels différents sont aujourd’hui disponibles avec une qualité
variable. Ils sont généralement adaptés pour le séquencage génome entier (WGS) ou exome

entier (WES). Seule une minorité a été testée et/ou adaptée a un usage sur un panel de génes
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(tg-NGS), pourtant la technique la plus utilisée dans les laboratoires de génétique moléculaire

de routine a ce jour.

Malgré leur nombre, ces logiciels dont 1’objectif est de détecter les anomalies de structure dans
les données issues du NGS ne sont basés que sur 4 approches principales : le « Paired-end
mapping » (PEM), I’analyse de la profondeur de lecture « Depth Of Coverage » (DoC),
I’approche « Split-read » (SR) et I’approche par assemblage de novo.

6.1. Approche « Read-Pairs » ou « Paired-end mapping »

L’ approche « Paired-End mapping » (PEM), aussi appelée approche « Read-Pair » (RP), est la
plus ancienne approche développée pour détecter les SV dans les données de NGS (20,64,65).
Elle est basée sur la détection de mésappariement des paires de lectures, la variation de la taille

des inserts (66-68) et I’orientation des lectures.

Cette approche n’est envisageable que dans le cas d’un séquengage « paired-end ». A chaque
lecture correspond un partenaire. Ensemble elles permettent le séquencage d’un fragment
d’ADN depuis chaque extrémité. Pour chaque paire de lectures, la distance entre une lecture
(R1) et son partenaire (R2) est connue sous le nom de « taille d'insert ». Dans le séquencage par
paires (paired-end sequencing), les fragments séquencés avec la méme librairie sont supposés
présenter une distribution bien spécifique de la taille de l'insert (Figure 22). Ainsi, une
discordance entre la taille moyenne observée des inserts et celle supposée, fais suspecter la
présence d’un SV. Les méthodes de RP comparent donc, pour chaque paire de lectures, la taille

moyenne de l'insert avec sa taille estimée.
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Figure 22: Distribution de la taille de I’insert (en pb). L’approche PEM impose la fixation d’un seuil
inférieur et d’un seuil supérieur. Une taille comprise a I’extérieur de ces seuils indique la présence d’une
SV. Statistiques extraites d’un fichier BAM représentatif du groupe de notre étude.

Au sein de ’approche PEM, deux logiques se distinguent quant a I’estimation de la taille de
I’insert, elle peut étre calculée soit a partir d’un génome de référence (approche basée sur une

référence), soit a partir d’une valeur préfixée (I'approche par regroupement ou « clustering »).

L'approche par regroupement utilise une distance prédéfinie pour identifier les lectures
discordantes, tandis que I'approche basée sur une référence utilise un test de probabilité pour
distinguer une distance inhabituelle entre les paires de lectures par rapport a cette distance dans

un génome de référence.

Les paires de lectures dont la taille de I’insert est celle attendue, qui sont correctement alignées
sur le génome de référence, et dont I'orientation est correcte, sont appelées paires concordantes.

Dans tous les autres cas les paires sont dites discordantes et suggérent la présence d’un SV.

Les méthodes PEM permettent d’identifier efficacement les CNV (insertions, délétions,

insertions d'éléments mobiles, duplications en tandem), mais également les SV équilibrés
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comme les inversions. Elles permettent une détermination relativement précise des points de

cassure.

La figure 23 illustre les différentes configurations que peut prendre une paire de lecture
discordante en fonction du type de SV rencontré. Chaque type de SV peut étre détecté en

fonction de la taille de I’insert et de 1’orientation de chacune des lectures d’une ou plusieurs

paires.
Paired-End Mapping
1- Délétion 2- Insertion
Génome Séquencé Génome Séguence
g — —g
i —g g
Référence Référence
3- Inversion 4- Duplication en tandem
Génome Séquencé Génome Séguence
—— : — |
L — . .
L. —F_——-I
Reference Reference
5- Translocation 6- Une seule lecture alignée

(paire de lecture & ancrage unique )

Génome Séguencé Génome Séguencé

L = R T — 4=
Non alignées
*—_ e -*_ :+ = - }
Reéference Ré&férence
Figure 23 : : lllustration des différentes configurations que peuvent prendre les paires de lectures dans les

différents types de SV. 1- Délétion : Quand une paire de lectures encadre la région délétée, la taille de I’insert
apres alignement sera nettement supérieure a celle attendue. 2- Insertion : Quand une paire de lectures
encadre la région insérée, la taille de ’insert apreés alignement sera nettement inférieure a celle attendue. 3-
Inversion : Une inversion peut étre détectée quand une des lectures d’une paire se trouve sur la région
inversée, ’orientation de cette lecture sera alors incorrecte. 4- Duplication en tandem : Quand les deux
lectures d’une paire encadrent le point central d’une duplication en tandem, on retrouve apres alignement
ces deux lectures dans une orientation correcte, mais avec une position inversée I’une par rapport a ’autre.
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5- Translocation : Pour détecter une translocation, il faut que deux paires de lectures encadrent chacune un
point de cassure. Dans ce cas, aprés alignement, on retrouve chaque lecture dans une orientation correcte,
mais avec des positions les unes par rapport aux autres bouleversées. Si la translocation est
interchromosomique, les deux extrémités de chaque paire se retrouvent alignées sur un chromosome
différent. 6- Paires de lectures a ancrage unique : Quand, pour deux paires de lectures, une seule lecture est
correctement alignée, il est possible que ces derniéres encadrent en réalité un fragment d’ADN dont la
séquence n’existe pas sur le génome de référence. Figure traduite et inspirée de la publication Xi, Ruibin &
Kim, Tae-Min & Park, Peter. (2010). Detecting structural variations in the human genome using next
generation sequencing. Briefings in functional genomics. 9. 405-15. 10.1093/bfgp/elq025. (69)

Cependant I’approche PEM présente plusieurs limites :

- Elle ne permet pas de détecter les insertions/duplications de taille supérieure a la taille
moyenne des inserts dans la librairie utilisée (70).

- Elle ne permet pas la détection des petits CNV, en raison de la difficulté & distinguer de
petites variations dans la taille de I’insert (70).

- Elles ne sont pas applicables a la détection des CNV dans les régions de faible
complexité avec duplication segmentaire (66).

- Les approches PEM ne sont pas applicables en cas de séquencage single-end.

6.2. Approche Split-read

Comme l'approche PEM, I’approche « Split-Read » n’est utilisable qu’en cas de séquengage
Paired-End. Elle est basée sur I’analyse des paires de lectures dont seulement une a été

correctement alignée, ces paires sont appelées des paires de lectures a ancrage unique.

La théorie sur laquelle repose cette approche est la suivante : en cas de SV il peut étre
impossible d’aligner correctement la lecture sur la référence. Les lectures non alignées peuvent
donc contenir une information indirecte sur la présence d’un SV. Cependant pour conserver
I’information concernant la localisation d’une lecture non alignée, il faut que la seconde lecture

de la paire soit alignée.

L’analyse split-read consiste ainsi a utiliser toutes les paires dont une lecture n’a pas été alignée
pour détecter des SV dans la région dans laquelle cette lecture aurait da étre alignée. Pour cela
la lecture de la paire qui a été correctement alignée est utilisée comme une ancre, et la lecture
non alignée est fragmentée avant d’étre de nouveau alignée localement. La figure 24 ci-dessous

illustre les différentes configurations possibles dans I’approche SR.
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Figure 24: Illustration de I’analyse basée sur I’approche SR. Les SV peuvent étre détectées lorsque des
lectures recouvrent le point de cassure. Cette approche permet une détection directe des délétions et
duplications/insertions. Les réarrangements plus complexes sont identifiés par une réanalyse globale en
présence de plusieurs événements de type délétions/insertions. Traduit de la publication Identification of
genomic indels and structural variations using split-read (71).
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6.3. Approche par analyse de la profondeur de lecture

L’approche par analyse de la profondeur de lecture est basée sur 'hypothése qu'il existe une
corrélation entre la profondeur de séquencage d'une région génomique et le nombre de copies
de cette région dans I’ADN initial (72).

Ces approches détectent les CNV en comparant le nombre de lectures observées dans une
fenétre chromosomique prédéfinie avec le nombre estimé dans cette méme region par un
modéle statistique comme illustré dans la figure 25. Selon la performance des logiciels,
différentes étapes de normalisation permettent d’éliminer de potentiels biais, généralement dus

a la teneur en GC et aux régions répétees (73,74).

Il existe trois grands types de logiciels de DoC, ceux analysant un échantillon unique, ceux
utilisant un couple échantillon testé — échantillon référence et ceux utilisant un ensemble

d’échantillons de référence.

Les logiciels utilisant un échantillon unique, a défaut de pouvoir comparer a une référence,
travaillent a partir des valeurs absolues du nombre de lectures. Pour les deux autres types de
logiciels, les références servent de témoin négatif et permettent une analyse a partir de valeurs
de profondeur relatives (75). L’utilisation de références a pour principal intérét de réduire
I’impact de la variabilité interéchantillon en lien avec les disparités d’efficacité de capture entre
les exons (57-59). Cette seconde catégorie de logiciels représente la grande majorité des
logiciels de DoC et semble posséder les meilleures performances.

L’approche DoC apporte une notion quantitative qui est absente dans les approches PEM et SR.
Quand la SR et la PEM permettent de détecter la position potentielle des CNV elles ne
permettent pas de quantifier cette variation du nombre de copies (délétion hétérozygote, ou
homozygote, duplication ou amplification). En outre, I’approche DoC est plus efficace pour
détecter les CNV de grande taille pour lesquels le PEM et le SR sont inefficaces (76). Elle est

particuliérement bien adaptée aux méthodes de séquencage discontinu (tg-NGS et WES).

Cependant elle est moins performante dans les régions riches en séquences répétées et dans
toute région qui pose des problémes lors de 1’alignement, comme celles possédant des
pseudogeénes (77). Les pseudogeénes sont des génes apparus par duplication au cours de
I’évolution puis ayant, apres divers évenements génétiques, perdu la capacité d’étre transcrit ou
traduit. 1ls ne sont donc pas exprimés, mais leur homologie structurale avec certains génes

parfaitement fonctionnels entraine des difficultés lors du séquengage ou de 1’alignement.

42



Compte tenu de 1’état actuel du NGS en diagnostic, avec une utilisation trés majoritaire des
analyses par panels de géne (tg-NGS) et des exomes (WES), 1I’approche DoC est la plus efficace
pour détecter des CNV (78).

exon 1 exon 2 exon 3 exon 4 exons
A —i — — —_—L —{  }—
B — —_ —e —_— —_ _}—
c — — — — =)

Figure 25: Illustration de I’approche par profondeur de lecture (DoC)— A: Absence de CNV; B:
Duplication de deux exons (2 et 3); C: Délétion compléte de I'exon 4. La profondeur de lecture est
déterminée par comptage des lectures au sein de régions prédéfinies non chevauchantes (par exemple ici un
exon). La profondeur observée dans cette fenétre est ensuite comparée & une valeur théorique issue d’une
ou plusieurs références. Source : Quenez, O., Cassinari, K., Coutant, S. et al. Detection of copy-number
variations from NGS data using read depth information : a diagnostic performance evaluation. Eur J Hum
Genet (2020). (79).

On remarquera que la traduction mot a mot de « Depth Of Coverage » serait profondeur de
couverture et non de lectures. Cependant la définition bioinformatique de « couverture » ne permet
pas cette association. Comme I’illustre la figure 26, la couverture correspond a une proportion de
bases séquencées couvertes par une certaine quantité de lectures, par exemple la couverture a 30X
est le pourcentage de bases couvertes par au moins 30 lectures. Pour correctement étudier une région
en laboratoire de diagnostic, la couverture doit étre de 100%. Quant a la profondeur, elle correspond
au nombre de lectures chevauchant une base séquencée en particulier, ou a une moyenne du nombre

de lectures si elle est évaluée sur plusieurs bases.
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Figure 26: Illustration des termes « Couverture » et « Profondeur » de séquencage. Source : Lacoste, C. &
Fabre, Alexandre & Pécheux, C. & Lévy, Nicolas & Krahn, Martin & Malzac, P. & Bonello-Palot, N. &
Badens, Catherine & Bourgeois, Patrice. (2017). Le séquencage d’ADN a haut débit en pratique clinique.
Archives de Pédiatrie. 24. 10.1016/j.arcped.2017.01.008 (80).

La valeur de couverture est dépendante d’une valeur préfixée de profondeur. L’association de mots
« Profondeur de couverture » n’est donc pas adaptée et « Depth of Coverage » doit étre traduite en

« Profondeur de lecture » ou « Profondeur de séquencage ».

6.4. Approche par assemblage de novo

L’approche par assemblage de novo est similaire a 1’étape d’alignement par assemblage de novo
détaillée dans la Partie 1 Chapitre 5.4.3. A cela prés qu’aprés avoir constitué la séquence a partir
des lectures, une étape de comparaison avec une référence est effectuée. On peut ainsi mettre
en évidence de potentiel SV (81-84).

L'avantage de 1’approche par assemblage de novo est qu'elle permet de détecter des SV plus
petites. Cependant elle fonctionne mal dans les régions riches en séquences répétées et nécessite
une profondeur de séquencgage élevee. C’est une approche qui n’est applicable qu’en cas

d’utilisation de technologie de séquencage a lectures longues (y compris synthétiques).
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Partie 2 : Logiciels disponibles et sélectionnés

L’objectif de ce travail est la mise a disposition du laboratoire d’un second pipeline
bioinformatique pour la détection des CNV. Ce second pipeline permet d’assurer un contréle

qualité du pipeline actuellement utilisé (Sophia Genetics).
Dans ce but nous devions :

- seélectionner un ou plusieurs logiciels de détection des CNV,

- les tester sur un panel d’échantillons pour les évaluer.

Aprés la sélection d’un ou plusieurs logiciels, I’objectif est d’adapter leur utilisation, puis

organiser leur inclusion dans le pipeline de routine.

Les criteres qui ont pesé sur la sélection du/des logiciels étaient nombreux. Il fallait que
I’analyse des CNV soit au moins aussi efficiente que celle proposée par le pipeline
bioinformatique de Sophia Genetics. Mais au-dela de la performance scientifique, il nous fallait

également prendre en compte des limites en lien avec une activité de routine :

- Limitations économiques : les dépenses budgétaires sont contrélées.

- Limitation en ressources humaines : notre laboratoire dispose pour la bioinformatique
de routine d’un bio-informaticien. Ce dernier est déja employé aux activités
préexistantes. La création d’une nouvelle charge de travail se doit d’étre organisée pour
éviter une surcharge du personnel. Cette limitation en ressources humaines a orienté nos

choix vers un logiciel devant étre accessible et rapidement maitrisable.

La négation de critéres humains et économiques serait contre-productive pour permettre la

concrétisation a court terme de ce projet.

La premiére étape consiste a sélectionner plusieurs logiciels puis a les tester. Pour cela nous
nous sommes basés sur la littérature scientifique disponible sur PubMed. Il existe de trés

nombreux logiciels de détection des CNV qui different sur :

- leur approche scientifique,

- le langage informatique utilise,

- la performance,

- I’équipe a I’origine du développement,

- les types de séquencages (panel de genes, exome entier, génome entier),

- latechnologie de sequencage utilisée (lectures longues ou lectures courtes),
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- le type de prélévement (somatique ou constitutionnel),
- lataille des CNV recherches,

- la performance sur les chromosomes sexuels.

Le nombre de logiciels disponible ne cesse d’augmenter et il n’est donc pas ici question de
réaliser un inventaire des logiciels disponibles. En correspondance avec nos objectifs nous

avons sélectionné et testé 5 logiciels de détection des CNV :

ExomeDepth
Delly
DECoN
Smoove
BGW
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Ces choix sont issus d’une volonté¢ de diversification des approches théoriques utilisées et

chacun de ces logiciels a présenté des avantages et des inconvénients.

1. ExomeDepth :

ExomeDepth est un standalone software (qui fonctionne hors-ligne, ne nécessitant pas
obligatoirement une connexion internet pour fonctionner) — distribué sous la forme d’un
package R (V > 3.4).

Publié dans la revue Bioinformatics en 2012 (85) le logiciel ExomeDepth est basé que
I’approche DoC et compare la profondeur de lecture de chaque exon a la profondeur de lecture
du méme exon sur un set de références. Ce panel de référence doit étre issu de la méme
technique de séquencage et de la méme analyse bioinformatique que 1’échantillon testé. Il est
constitué¢ d’une sélection parmi les autres échantillons lancés conjointement dans I’analyse
ExomeDepth. Ainsi chaque échantillon analysé lors de la recherche de CNV [D’est

comparativement a ses pairs.

ExomeDepth a été developpe pour s’affranchir des limites des logiciels basés sur une
distribution binomiale, cette derniere étant trop sensible a la variabilité inter-échantillon. Pour
cela il utilise une distribution béta binomiale qui tient compte de la dispersion dans le ratio du

nombre de lectures.

ExomeDepth peut étre utilisé sur des données issues de 1’analyse d’un panel de genes, dés lors
qu’il contient suffisamment d’exons. Il est adapté a la recherche de CNV rares car ExomeDepth

suppose que les CNV recherchés dans 1’échantillon ne sont pas présents dans le set de référence.
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En conséquence, I’analyse de trios doit étre faite séparément. Les développeurs précisent

également que le ratio optimal set-référence:échantillon-test pour détecter un CNV est de 10:1.

La constitution du set de référence est une étape clé de la performance de 1’analyse. La premiere
étape réalisée par ExomeDepth consiste a ordonner 1’ensemble des échantillons par corrélation
avec 1’échantillon testé, a la suite de quoi le set de référence est constitué par ajout séquentiel ;
a chaque itération, les modéles mathématiques sont ajustés pour estimer la probabilité de
détection d’une délétion hétérozygote d’un seul exon. La constitution du set de référence s'arréte
une fois que cette probabilité cesse d'augmenter. Les concepteurs d'ExomeDepth ont constaté
que la taille optimale du set de référence était d'environ 10 échantillons (quand il s’agit

d’exomes).

Pour chague exon, le modéle béta binomial génére une probabilité pour trois scénarios distincts,
la présence d’une délétion, d’une addition, ou aucun CNV, pour combiner la probabilité entre
chaque exon successif, ExomeDepth utilise alors un modéle de Markov caché, aussi appelé
Chaine de Markov caché. Il s’agit d’un modele statistique composé d'états et de transitions. Une
transition matérialisant la possibilité de passer d'un état a un autre. Dans notre application
chaque étape du Modéle Markov caché est un exon et les états sont un nombre de copies normal
(cn = 2) et la présence d’un CNV (cn = 1 ou 3). Le modéle de Markov caché & un double
objectif : fusionner les CNV entre plusieurs exons et déterminer la probabilité d’observer un

CNV en fonction de I’état de I’exon précédent.

Dans les résultats, ExomeDepth fournit un facteur de Bayes (Statistique bayésienne) ou
« rapport de vraisemblance ». Ce facteur de Bayes transforme le rapport des probabilités a
priori en rapport de probabilités a posteriori et pondeére la probabilité quun CNV détecté par

ExomeDepth soit réel (vrai positif). Il n’est pas renseigné de seuil.

Un autre avantage notable du logiciel ExomeDepth est la possibilité de tenir compte du GC-
content mais nécessite de fournir au logiciel un fichier au format FASTA du génome de
réference. L’influence du contenu en GC dans la variation interindividuelle de la profondeur
est un obstacle a la détection des CNV par approche DoC. En perturbant les étapes de capture
et de séquencgage, une forte teneur en GC entraine un bruit de fond. L’inclusion de ce facteur

dans I’analyse de régression permet une réduction limitée mais significative de ce bruit de fond.
Plusieurs parametres clés de ce logiciel sont a maitriser :

- Ne sontinclus dans I’analyse que les lectures paires (paired reads) cohérentes, soit deux

lectures situées a moins de 1000 paires de bases l'une de I’autre, dans la bonne
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orientation et avec un score de qualité Phred suffisant (par défaut >= 20). Ce critére peut
étre modifié par I’utilisateur (parametre min.mapq dans la fonction getBamCounts()).

- Les exons espacés de moins de 50 paires de bases sont fusionnés en un seul.

Un parametre peut étre modifié lors de ’analyse : la « transition.probability » dans la fonction
CallCNV(). Il est fixé par défaut & 10* 11 s’agit de la valeur donnée au modéle Markov caché
pour le passage d’un état normal & un état délété ou dupliqué, en faisant diminuer ce parameétre

on augmente la sensibilité et en I’augmentant on augmente la spécificite.
Il faut savoir lors de ’utilisation d’ExomeDepth :

- Les duplications sont plus difficiles a détecter que les délétions.

- Plus un CNV est long, plus il est détectable.

- Les CNV homozygotes sont plus faciles a détecter que les hétérozygotes.

- La profondeur minimum pour mettre en évidence un CNV sur un exon est de 30x (sur
I’échantillon testé), ce n’est pas la profondeur d’efficacité optimale, mais la profondeur
minimale pour espérer un résultat de qualité.

- Le logiciel prend en compte le GC-content.

- Les trios doivent étre séparés pour une recherche de CNV par ExomeDepth.

L es avantages d’ExomeDepth :

- Simple d’utilisation avec quelques connaissances en R.

- Un manuel (vignette R) complet et bien renseigné.

- Logiciel rapide : analyse compléte d’un run de 48 échantillons en un temps compris
entre 7 et 8mins.

- Grand retour d’expérience : 2012-2020 => 8 ans d’expérience.

- Toujours actualise, la derniére mise a jour date de 2020-01-09.

Les limites d’ExomeDepth :

- ExomeDepth peut ne pas détecter des CNV fréquents (polymorphismes) s’ils sont
présents dans le set de référence.

- Limites : Inadapté a la détection des CNV sur les chromosomes sexuels.

Version utilisée : ExomeDepth 1.1.15
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2. Delly :

Initialement publié en septembre 2012 dans le journal scientifique « Bioinformatics » (86),
Delly est un logiciel de détection des CNV basé sur les approches PEM et SR. C’est un logiciel
sur lequel la communauté de bio-informaticiens possede un bon recul. C’est un gratuiciel open

source écrit en langage C++ dont la description est tres détaillée.

Analyse PEM de Delly :

Pour chaque échantillon, Delly analyse I’orientation par défaut des paires de lectures et la
distribution de la taille de I’insert (médiane et déviation standard). Grace a ces parametres, il
identifie 1’ensemble des paires discordantes (orientation anormale ou taille de 1’insert
anormale). Une paire est jugée discordante lorsqu’elle difféere de la médiane de plus de 3

déviations standards. Ce paramétre peut étre modifié par 1’utilisateur.

Toutes les paires discordantes sont alignées sur chaque chromosome permettant la détection
des translocations. Pour chaque anomalie de structure identifiée, Delly effectue une analyse

pour y faire correspondre chaque paire discordante.

Chaque type de SV est analysé séparément, ce qui permet 1’identification des SV complexes

qui seraient un ensemble de plusieurs SV différents (cf. Partie 4 - Chapitre 1.1).
Chaque type de SV modifiant la taille de I’insert de maniére caractéristique :

- Les délétions et insertions sont recherchées dans les valeurs aberrantes a I'extrémité de
la distribution de la taille de I’insert, mais dont 1’orientation est correcte.

- Les inversions sont détectées comme des paires dont I’orientation est anormale, mais
avec une taille d’insert correcte.

- Les duplications en tandem sont détectées comme des paires pour lesquelles 1’ordre
relatif entre la premiére et la seconde lecture a changé, mais ayant une orientation
correcte.

- Les translocations sont détectées comme des paires dont les deux lectures sont alignées

sur des chromosomes différents. Quatre types de translocations sont différenciés.

Analyse Split-Read Delly :

Dans I’analyse split-read de Delly, les paires distinguées lors de 1’analyse PEM précédemment
décrite sont interprétées comme des fragments génomiques contenant potentiellement différents

points de cassure. lls subissent une étape d’alignement tres fine (a I’échelle du nucléotide) afin
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de mettre en évidence des micro-homologies et des micro-insertions. L'analyse procede en

plusieurs étapes, comprenant :

la recherche de candidats parmi les lectures,
I'extraction des SV de référence,

I'indexation et le comptage des k-mers,

la détection du point de cassure le plus probable,

le calcul d’un consensus a partir les différentes lectures,
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I'alignement de cette séquence consensus par rapport aux SV de référence.

Pour chaque SV potentielle, Delly recherche localement ce qui est appelé des « lectures
appariées a ancrage unique ». Une paire de lectures a ancrage unique est une paire dans laquelle
I'une des lectures est correctement alignée alors que 1’autre non. La lecture non alignée est donc
un candidat pour I’analyse split-read. Pour obtenir une spécificité maximale, Delly enregistre
et applique ensuite pour chaque lecture non alignée une analyse de direction (forward ou
reverse), qui peut étre déduite de sa lecture paire correctement alignée et de l'orientation par
défaut de la librairie. Cette orientation par défaut est également utilisée pour déduire si un

variant structurel est attendu en amont ou en aval de la lecture alignée.

L’ensemble des étapes qui suivent ainsi que le raisonnement global est similaire a celui de la

définition des analyses split-read telles que décrites dans la Partie 1 Chapitre 6.2 de cette thése.

Caractéristiques technigues :

- En entrée, pour chaque patient, le logiciel Delly nécessite un fichier BAM trié, indexé
et dans lequel les duplicats de PCR sont marqués.

- Un fichier FASTA du génome de référence indexé est nécessaire pour effectuer
I’analyse SR. La concordance entre le génome de référence donné en entrée et celui
utilisé pour I’alignement du BAM doit étre parfaite sans quoi l’analyse retourne une
erreur.

- La sortie est un fichier au format BCF avec un index au format CSI (une extension
classique pour un fichier d’index).

- Delly est disponible sur docker et sur Bioconda.

- Delly peut étre utilisé avec les technologies a lectures longues.

Version de Delly utilisée : Delly2 VV0.8.3
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3. DECoN':

DECON est un logiciel de détection des CNV par approche DoC décrit comme « développé
specifiquement pour les panels de génes ». Il a été publié en 2016 dans la revue médicale

Wellcome Open Research (87).

DECoN est en réalit¢ une version modifiée d’ExomeDepth V1.0.0 qui comprend deux
modifications. La premicre est qu’il permet de détecter les variantes affectant le premier exon
sur un chromosome, tel que défini dans le fichier BED. La seconde est que les probabilités de
transition entre les différents états (normal, délété, dupliqué) lors de I’application du mod¢le
Markov caché ont été modifiées pour dépendre de la distance entre les exons. De cette maniere
les exons adjacents dans la liste des régions ciblées sont traités indépendamment s'ils sont situés
loin I'un de l'autre sur le chromosome. Ces deux modifications ont cependant été intégrées dans

ExomeDepth a partir de la version v.1.1.0.

DECoN comprend également plusieurs modifications visant a améliorer et a élargir I'utilisation
d'ExomeDepth. ExomeDepth est un progiciel R qui nécessite donc qu'un utilisateur R averti
sélectionne, spécifie et exécute les fonctions appropriées dans I'ordre correct pour générer un
résultat. Il nécessite également un certain nombre de dépendances, qui peuvent elles-mémes

avoir des versions différentes selon I'installation locale de R par I'utilisateur.

DECoN optimise, standardise et automatise 1’analyse des CNV par ExomeDepth. Cette
approche serait une garantie supplémentaire pour convenir aux laboratoires de routine, DECoN
a été modifié pour ne pas étre impacté par la mise a jour des dépendances. L’ensemble des

opérations d’analyse sont les mémes qu’ExomeDepth.
DECoN nécessite en entrée les fichiers BAM, un fichier BED et un fichier FASTA de référence.

La lecture de la publication initiale de DECoN laisse penser qu’il s’agit d’une version améliorée
d’ExomeDepth, ce qui était peut-étre le cas en 2016 lors de sa parution. Depuis, les équipes
d’ExomeDepth ont comblé les quelques lacunes que DECoN était supposé corriger. Concernant
les actualisations, la derniere mise a jour de DECoN date de mai 2018, alors que la derniére
version d’ExomeDepth date de janvier 2020. Cette absence d’actualisation de 1’outil fait
redouter une absence de développement actif.
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4. Smoove/Lumpy :

Smoove est un gratuiciel open source de détection des CNV optimisé pour les technologies a
lectures courtes. Il est baseé sur une combinaison des approches SR et PEM. Le développement
a également été orienté afin d’améliorer la spécificité, défaut important des logiciels basés sur

ces approches, en écartant de nombreux signaux parasites courants.

Smoove utilise plusieurs autres logiciels open source dont Lumpy, au cceur de I’analyse des
CNV. Lumpy est un logiciel de détection des CNV free-access et open source (C et C++) basé
sur une combinaison de 1’approche SR et PEM qui a été publié en 2014 dans la revue

scientifigue Genome Biology (88).

Smoove permet de paralléliser 1’utilisation de lumpy_filter qui extrait les lectures discordantes
et identifie les candidats au split-read. Ces deux types de lectures étant le point d’entrée du
logiciel Lumpy qui réalise la recherche de CNV. Il permet également d’automatiser I’ utilisation
de Lumpy_filter pour supprimer les régions a profondeur anormalement importante, les régions
parasites et les lectures dites « singleton » (pour lesquelles la lecture paire a été supprimée par
I'un des filtres précédents). Ces étapes préliminaires automatisées permettent de réduire

considérablement la durée et la puissance de calcul nécessaires a 1’analyse par Lumpy.

Smoove transmet également en temps reel les données issues de I’analyse par Lumpy
directement au logiciel svtyper qui réalise le génotypage, parallélement a son exécution. Une
étape finale permet de trier, compresser et indexer le fichier VCF de sortie.

Concernant les dépendances, Smoove exige :

e Lumpy et Lumpy_filter
e Samtools
e gsort
e bgzip+tabix
Et facultativement :
e svtyper
e svtools
e mosdepth

e Dhcftools
e duphold
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Smoove/Lumpy est un logiciel décrit comme « optimisé pour les lectures courtes », il semblait
donc étre un bon choix pour tester les approches SR et PEM sur les données issues de notre
panel. Cependant I’optimisation est faire pour les technologies a « lectures courtes » de type
lectures longues synthétiques (PacBio), ce qui explique les résultats médiocres obtenus sur nos

analyses.

5. Biomedical Genomics Workbench :

BGW (Biomedical Genomics Workbench) est une ressource privée de la sociétée QIAGEN qui
est un fournisseur d'échantillons et de technologies d'analyse pour le diagnostic moléculaire, les
tests appliqués, la recherche universitaire et pharmaceutique. C’est une holding néerlandaise
cotée en bourse et présente dans une trentaine de pays. Son siege opérationnel principal est situé

a Hilden en Allemagne.

BGW et son outil d’analyse des CNV se démarquent des autres logiciels sélectionnés pour cette

étude car il n’est pas ni un gratuiciel (freeware) ni open source.

L'algorithme de détection des CNV de BGW est congu pour détecter les variations du nombre
de copies a partir des données de séquencage qu’il s’agisse de panels de géenes ou d’exomes
entiers. Cet algorithme, dont le code n’est pas consultable, est basé sur un logiciel open source
appelé CONTRA. Ce dernier a été publié en 2012 dans la revue scientifique Bioinformatics
(89) et s’inspire de la publication de Niu et Zhang parue en 2012 dans la revue Annals of
Applied Statistics (90). Il est basé sur 1I’approche DoC et procede comme précedemment décrit

(cf. Partie 1 chapitre 6.3) mais sans communiquer sur les méthodes statistiques utilisées.

Pour utiliser cet outil de détection des CNV, il faut au minimum un échantillon a tester et un
échantillon de contrdle qui ne doit pas contenir le CNV a détecter. Il est conseillé que
I'échantillon de contréle partage autant de parametres expérimentaux (par exemple, le sexe ou

la méthode d'enrichissement et de séquengage) que possible avec I’échantillon testé.

BGW fournit tout de méme une description partielle du fonctionnement de son logiciel qui
effectue I'analyse des CNV en plusieurs étapes :

1. Les profondeurs de lecture sont analysées pour chacun des échantillons.

2. Une valeur de profondeur de référence est générée a partir des échantillons de contréle.

3. Une analyse de profondeur de chaque chromosome est effectuée sur I'échantillon teste.
Tous les chromosomes présentant des couvertures anormalement élevées ou faibles sont

identifiés et ils ne seront pas utilisés pour établir les modeles statistiques de référence.

53



4
5.
6
7

Les profondeurs des échantillons sont alors normalisées.
Chaque chromosome est segmenté en régions ayant un rapport de couverture similaire.
Un modeéle statistique analyse alors la profondeur de ces régions.

Les CNV au niveau régional sont identifiés en utilisant le modele de I'étape précédente.

Le logiciel de détection des CNV de BGW posséde le lourd désavantage de ne pas étre open

source ni gratuit. Nous disposons au laboratoire de la version 12.0.3 de BGW.
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Partie 3 — Matériel et Méthode

1. Echantillons utilisés :

Les logiciels d’analyse des CNV sélectionnés ont été testés sur un set d’échantillons ayant pour

origine les activités de routine du laboratoire entre I’année 2017 et janvier 2020.
Ce set se compose ainsi :
26 « runs » NGS indépendants, chacun constitués de :

- 46 échantillons de patients
- 1 échantillon controle négatif (H.0)

- 1 patient controle
Le total est de 1248 échantillons, dont 26 H>O et 26 patients controles.

Chacun de ces runs a été choisi car il contient au moins un CNV confirmé par MLPA. Le tableau
4 récapitule les 30 CNV connus présents dans le set d’échantillons. Pour chaque échantillon,
I’ADN est extrait a partir de sang périphérique (en tube additionné d’EDTA ou recueilli sur du
buvard) puis séquencé sur un automate MiSeq (Illumina) en séquencage paired-end avec une

librairie congue en coopération avec la société Sophia Genetics.

A partir d’une série d’échantillons séquencés, les étapes classiques de traitement
bioinformatique (cf. Partie 1 - Chapitre 5.4.1) et I’appel des variants sont effectués
parallelement sur deux pipelines indépendants. Le premier pipeline bioinformatique est celui
commercialisé par la société Sophia Genetics. Son fonctionnement détaillé est soumis a des
restrictions de propriétés intellectuelles. Le second pipeline est un pipeline développé au sein
du laboratoire, basé sur BGW (Biomedical Genomics Workbench) et qui a été organisé par les

bio-informaticiens du service. Il accomplit les mémes taches que celui de Sophia Genetics.

Ces deux pipelines paralléles assurent une sécurité et sont un gage de qualité. A la fin de leur
fonctionnement, ils générent tous deux les fichiers FASTQ et BAM pour chaque échantillon,

ainsi qu'un fichier VCF contenant les variants.

Une derniére étape réalise une comparaison entre les variants mis en évidence par chacun des
pipelines. Elle est réalisée par un script python développe par notre équipe de bio-informaticiens
pour générer un fichier Excel (Microsoft).
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2. Composition du panel de genes

Le

laboratoire

utilise en routine un

kit

appelé

«HBOC ». |l

correspond &

I’indication « Syndrome de cancers du sein et de I’ovaire héréditaire ». 1l inclut 27 génes, dont

seuls les 13 suivants font I’objet d’une analyse et d’un rendu de résultat en routine :

[ S S
N B O

13.
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BRCA1 (NM_007294)
BRCA2 (NM_000059)
CDH1 (NM_004360)
EPCAM (NM_002354)
MLHZ1 (NM_000249)
MSH2 (NM_000251)
MSH6 (NM_000179)
PALB2 (NM_024675)
PMS2 (NM_000535)

. PTEN (NM_000314)
. RAD51C (NM_058216)
. RAD51D (NM_002878)
TP53 (NM_000546)

Le tableau 3 ci-apres reprend les différents genes inclus dans le panel « HBOC » utilisé en

routine au laboratoire.

N° | Nom usuel | Nom complet Ref NCBI | Ref Ensembl | Chromosome
(transcrit) (transcrit)

1 | ABRAXASL | abraxas 1, BRCA1 A complex | NM_139076 ENST00000321945 | 4
subunit

2 | APC APC regulator of WNT | NM_000038 ENST00000257430 | 5
signaling pathway

3 | ATM ATM serine/threonine kinase NM_000051 ENST00000278616 | 11

4 | BARD1 BRCA1 associated RING | NM_000465 ENST00000260947 | 2
domain 1

5 BRCA1 BRCAL DNA repair associated | NM_007294 ENST00000357654 | 17

6 | BRCA2 BRCA2 DNA repair associated | NM_000059 ENST00000544455 | 13

7 | BRIP1 BRCAL interacting protein C- | NM_032043 ENST00000259008 | 17
terminal helicase 1

8 | CDH1 cadherin 1 NM_004360 ENST00000261769 | 16

9 | CHEK2 checkpoint kinase 2 NM_007194 ENST00000328354 | 22
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10 | EPCAM epithelial cell adhesion | NM_002354 ENSTO00000263735 | 2
molecule

11 | MLH1 mutL homolog 1 NM_000249 ENST00000231790 | 3

12 | MRE11 MRE11 homolog, double | NM_005591 ENST00000323929 | 11
strand break repair nuclease

13 | MSH2 mutS homolog 2 NM_000251 ENSTO00000233146 | 2

14 | MSH6 mutS homolog 6 NM_000179 ENST00000234420 | 2

15 | MUTYH mutY DNA glycosylase NM_001048171 | ENST00000372115 |1

16 | NBN nibrin NM_002485 ENST00000265433 | 8

17 | PALB2 partner and localizer of BRCA2 | NM_024675 ENST00000261584 | 16

18 | PIK3CA phosphatidylinositol-4,5- NM_006218 ENST00000263967 | 3
bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha

19 | PMS2 PMS1 homolog 2, mismatch | NM_000535 ENST00000265849 | 7
repair system component

20 | PMS2CL PMS2 C-terminal like | Non codant : Non codant : 7
pseudogene NR_002217 ENSG00000187953

21 | PTEN phosphatase  and tensin | NM_000314 ENST00000371953 | 10
homolog

22 | RAD50 RAD50 double strand break | NM_005732 ENST00000378823 | 5
repair protein

23 | RAD51C RADS51 paralog C NM_058216 ENST00000337432 | 17

24 | RAD51D RADS51 paralog D NM_002878 ENST00000345365 | 17

25 | STK11 serine/threonine kinase 11 NM_000455 ENST00000326873 | 19

26 | TP53 tumor protein p53 NM_000546 ENST00000269305 | 17

27 | XRCC2 X-ray repair cross | NM_005431 ENST00000359321 | 7
complementing 2

Tableau 3: Génes séquencés dans le Panel HBOC. En bleu : les génes faisant ’objet d’une analyse et d’un
rendu de résultat en routine.

3. CNV du set de référence

Dans notre set d’échantillons, 30 CNV différents devaient étre détectés. Ces différents CNV ne

proviennent pas de la méme famille a une exception prés (numéros 3 et 4 du tableau 4).

Tous ont été vérifiés par MLPA et ont été retrouvés lors de 1’analyse bioinformatique du
pipeline de Sophia Genetics.
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Geéne

BRCA2
MSH?2
BRCAl
BRCAl
BRCAl
MSH2
MSH2
PALB2
MSH2
PALB2
PALB2
PALB2
EPCAM
BRCA1
PMS2
RAD51C
BRCA1
MSH6
BRCA2
BRCAl
BRCA1
APC
BRCA2

Nomenclature (Transcrit)

c.(516+1_517-1)_(631+1_632-1)del
c.(1386+1_1387-1)_(1661+1_1662-1)del
C.(4484+1_4485-1) (4986+1_4987-1)del
C.(4484+1_4485-1) (4986+1_4987-1)del
c.(134+1_135-1)_(547+1_548-1)del
c.(1276+1_1277-1)_(*1_?)del
c.(366+1_367-1) (645-1_646-1)del
c.(3113+1_3114-1) (3201+1_3202-1)del
c.(942+1_943-1) (1076+1_1077-1)del
c.(3113+1_3114-1) (3201+1_3202-1)del
c.(1684+1_1685-1) (2748+1_2749-1)del
c.(3113+1_3114-1) (3201+1_3202-1)del
C.(858+1_859-1) (*1_?)del
c.(5332+1_5333-1)_(5406+1_5407-1)del
C.(1144+1_1145-1) (2174+1_2175-1)dup
c.(705+1_706-1)_(837+1_838-1)dup
C.(441-1_442-1) (4357+1_4358-1)del
€.(3172+1_3173-1)_(3556+1_3557-1)del
c.(-?_-227)_(316+1_317-1)dup
c.(5332+1_5333-1)_(5406+1_5407-1)del
c.(5406+1_5407-1)_(5592+1_?)del
c.(?_-1)_(*1_?)del
c.(8331+1_8332-1)_(8632+1_8633-1)del

Nomenclature (Protéine)

p.(Gly173Serfs*19)
p.(Val463GInfs*7)

p.(Alal23_GIn215del)
p.(Asn1039Glyfs*7)
p.(Gly315llefs*29)
p.(Asn1039Glyfs*7)
p.(Gly562Valfs*6)
p.(Asn1039Glyfs*7)
p.?
p.(Aspl778Glyfs*27)
p.?
p.?

p.?
p.(Asp1058_Ser1185del)
p.?
p.(Aspl778Glyfs*27)

Description

Délétion de 1’exon 7
Délétion des exons 9 et 10
Délétion des exons 15 et 16
Délétion des exons 15 et 16
Délétion des exons 5 a4 8
Délétion des exons 8 & 16
Délétion de I'exon 3
Délétion de I’exon 11
Délétion de 1’exon 6
Délétion de I’exon 11
Délétion des exons 54 7
Délétion de I’exon 11
Délétions des exons 8 et 9
Délétion de I’exon 22
Duplication des exons 11 et 12
Duplication de I'exon 5
Délétion des exons 8 a 13
Délétion des exons 5 et 6
Duplication du 5'UTR a I'exon 3
Délétion de I’exon 22
Délétion des exons 23 et 24
Délétion compléte du géne

Délétion des exons 19 et 20

Longueur supposée
(pb)

164 & 3209
3827 424703
3643 410391
3643 a 10391
6808 a 9628

3745147

32843574

137 213398

183 a 15372

137 213398
4283 310816

137 213398

1497 & ?

123 43380

< 6306

181 a 17465
20596 a 25047

1657 a 5145

2914 a?

123 a 3380

2075a7?

13674527

748 a 8014
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24
25
26
27
28
29
30

BRCA1L
PMS2

BRCA1
BRCA1L
PALB2
BRCA1L
CDH1

C.(4484+1_4485-1) (4675+1_4676-1)del
C.(903+1_904-1) (1148+1_1145-1)del
C.(-20+1_-19-1)_(80+1_81-1)del
c.(5277+1_5278-1)_(5332+1_5333-1)del
c.(2586+1_2587-1)_(3201+1_3202-1)del
C.(441-1_442-1) (4357+1_4358-1)del
C.(387+1_388-1)_(1711+1_1712-1)dup

p.?
p.(Cys303Thrfs*2)
p.?
p.(Phel761Asnfs*14)
p.(Asn863_Met1067del)
p.?

p.?

Délétion de 1I’exon 15
Délétion des exons 9 et 10
Délétion de I’exon 2
Délétion de I’exon 21
Délétion des exons 7 4 11
Délétion des exons 8 & 13

Duplication des exons 4 a 11

3643 49967
2307 & 7962
129 49521
104 & 3389
12443 4 21240
20596 a 25047
11051 a 20156

Tableau 4: CNV présents dans notre panel d’échantillons. La longueur supposée des CNV a éte calculée en additionnant la longueur des introns bordant chaque point
de cassure estimé. Quand le CNV se termine en amont de la région 5’UTR ou en aval du 3°’UTR la taille n’est pas calculable et cette incertitude est représentée par
un point d’interrogation.
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4. Gestion des pseudogénes :

Notre panel de genes inclut plusieurs génes qui possedent des régions analogues dans des
pseudogénes : PMS2, PIK3CA, PTEN, CHEK2. Seul PTEN et PMS2 voient leurs analyses

inscrites sur les comptes-rendus de routine.

Le haut degré d’homologie qui peut exister entre ces geénes et d’autres régions du génome
entraine des difficultés d’alignement. La répartition des lectures entre deux régions homologues
peut se faire selon différents principes qui dépendent de la programmation du panel. Il est

possible de les répartir au hasard, équitablement, ou encore selon une proportion précise choisie.

Cette répartition influence grandement la performance de 1’analyse des CNV car 1’étape

d’alignement est cruciale pour le fonctionnement de ces logiciels.
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Partie 4 : Résultats

1. Sélection et utilisation des logiciels :

1.1. Expérimentation des 5 logiciels sélectionnés

Les 5 logiciels sélectionnés ont été testés en vue d’évaluer leur correspondance avec les
objectifs prefixés. Ces derniers doivent pouvoir détecter un maximum de CNV de notre set de

référence tout en minimisant le nombre de faux positifs.
Ont également été évalués :

- leur facilité d’utilisation,
- leur accessibilité,

- leur fiabilité d’utilisation,
- le temps d’analyse,

- le temps nécessaire a I’interprétation des résultats.

Le tableau 5 ci-dessous reprend les résultats de 1’analyse des 5 logiciels vis-a-vis des 30 CNV

de notre set de référence.

N° Gene Description ExomeDepth Delly Smoove DECoN BGW
1 BRCA2  Délétion de I’exon 7 O N 0] o) o)
2 MSH2 Délétion des exons 9 et 10 0] N N o) o)
3 BRCA1l  Délétion des exons 15 et 16 O N N o) o)
4 BRCA1l  Délétion des exons 15 et 16 0] N N o) o)
5 BRCA1  Délétion desexons5a8 o) N N O o)
6 MSH2 Délétion des exons 8 a 16 0] O/N  OIN O o
7 MSH2 Délétion de I'exon 3 o) N N o) o)
8 PALB2 Délétion de I’exon 11 O N N O O
9 MSH2 Délétion de I’exon 6 O N N O O
10 PALB2  Délétion de I’exon 11 ) N N O @)
11 PALB2  Délétion desexons5a7 o) N N o) o)
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12 PALB2 Délétion de 1’exon 11

13 EPCAM Délétions des exons 8 et 9

O O ©O
Z
Z
o O o
o O o

14 BRCA1  Délétion de I’exon 22 N N

15 PMS2 Duplication des exons 11 et 12 N @) O N N
16 RAD51C Duplication de I'exon 5 O N N @) O
17 BRCA1  Delétion des exons 8 a 13 o) O/N  OIN o) o)
18 MSH6 Délétion des exons 5 et 6 o) o) ) o) o)
19 BRCA2  Duplication du 5'UTR a I'exon 3 @) N N @) @)
20 BRCA1l  Délétion de I’exon 22 @) N N @) @)
21 BRCA1l  Délétion des exons 23 et 24 @) N N o) o)
22 APC Délétion compléte du géne 0O N N O 0
23 BRCA2  Délétion des exons 19 et 20 o) N N o) o)
24 BRCA1l  Délétion de I’exon 15 O N N O O
25 PMS2 Délétion des exons 9 et 10 o) N N O N
26 BRCAl  Délétion de I’exon 2 ) N N @) @)
27 BRCALl  Délétion de I’exon 21 O N N O O
28 PALB2  Delétion desexons 7 a 11 0] N N o) o)
29 BRCAl  Delétion des exons 8 a 13 O N N o) o)
30 CDH1 Duplication des exons 4 a 11 @] N N O @]

Tableau 5: Capacité des différents logiciels testés a détecter correctement les 30 CNV de référence. O : CNV
correctement détecté par le logiciel ; N : CNV non détecté par le logiciel. La codification O/N est utilisée
quand un CNV est bien détecté par un logiciel, mais pour lequel la taille rapportée n’est pas compatible
avec la réalité (cf. Partie 4 - Chapitre 1.2).

La premiére observation qui peut étre faite a partir de ces données est qu’il existe une forte
hétérogenéité dans la capaciteé des différents logiciels a détecter nos CNV. Pour I’ensemble de
cette phase de test les logiciels ont été conservés dans leur paramétrage par défaut. Nous
précisons tout de méme qu’a la suite de I’obtention de ces résultats, de nombreux essais faisant
varier différents paramétres actionnables ont été effectués sans obtenir de bénéfices

significatifs.
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Les logiciels ExomeDepth et DECoN ont démontré les mémes performances, ce qui n’est pas
surprenant car DECoN fonctionne sur la base de I’utilisation du code d’ExomeDepth.
Cependant DECoN semble posséder une moins bonne spécificité avec une moyenne de 25 CNV
rapportés par patients, contre une vingtaine avec ExomeDepth. En termes de rapidité, ces deux
logiciels procédent a 1’analyse d’un patient en 10,5 secondes en moyenne (8min et 30s environ

pour un run contenant 48 échantillons).

Les deux logiciels basés sur les approches SR et PEM ont montré une efficacité limitée, seuls
2 CNV ont éte correctement détectés par Delly et 3 par Smoove. Deux CNV supplémentaires
ont correctement été localisés sur une région rapportée comme délétée, mais la taille de ces
derniéres paraissait erronée (cf. Partie 4 - Chapitre 1.2). Les logiciels basés sur les approches
PEM et SR sont a la fois plus difficiles a prendre en main que les logiciels basés sur I’approche
DoC mais aussi plus longs pour effectuer I’analyse avec une moyenne de 5 a 10 minutes par

échantillon. Les résultats générés sont également plus difficiles a interpréter.

Les logiciels basés sur I’approche DoC sont reconnus pour ne pas rapporter les points de
cassures précis. Les CNV sont alors considérés comme commencant au début de la région
présentant une variation significative de profondeur, jusqu’a la région de retour a la normale.
Dans ces logiciels (DoC), les CNV rapportés sont de 2 natures différentes : délétion (DEL) ou
duplication  (DUP).  Les résultats sont faciles & interpréter, de la
forme « CHROMOSOME:DEBUT-FIN ».

A contrario les logiciels de SR et PEM obtiennent des résultats plus précis mais plus complexes

qui peuvent étre de 5 natures :

e DEL : Délétion

e DUP : Duplication

e INV : Inversion

e BND : Points de cassure

e [NS: Insertion

Les DEL, DUP, et INV sont relativement faciles a aborder. Ils sont présentés sous la forme
« CHROMOSOME \t DEBUT \t LONGUEUR » ou « CHROMOSOME:DEBUT-FIN ».

« \t » étant la représentation graphique du caractére informatique « tabulation horizontale ».

Les BND nécessitent une expertise plus poussee. lls sont représentés conformément aux
spécifications du format VCF et les explications ci-apres sont issues du document « The Variant
Call Format (VCF) Version 4.3 Specification ».

63



Contrairement aux autres annotations de CNV, le BND (pour « breakend ») n’est pas
réellement un « type » de réarrangement mais 1’annotation d’un point de cassure unique. Les
BND sont utilisés pour annoter des réarrangements complexes avec plusieurs points de cassure.
Ils sont utilisés lorsque sont détectés plusieurs réarrangements adjacents. Chaque réarrangement
possedant 2 points de cassures. Pour chacun des deux points de cassure de chaque
réarrangement, le logiciel produit une ligne de type BND sur le fichier VCF.

Dans ’annotation d’un BND, les champs « REF » et « POS » (cf. annexe n°5 : Format VCF)
sont les mémes que pour tout variant, la sequence nucléotidique du champ « REF » étant

représentée par la lettre « s » ci-apres.

Contrairement a I’ensemble des annotations de variants, dans le cas des BND le champ « ALT »
ne contient pas uniqguement la séquence nucléotidique remplagant « s », mais aussi un ensemble

d’informations spatiales.
Le contenu de ce champ « ALT » est composeé de trois parties :

1. La chaine de caractére «t» qui remplace la séquence présente dans le champ REF
(« s »). La chaine « t » peut étre une version étendue de « s » s’il y a insertion de bases.

2. La position « p » du point de cassure, indiquée par une chaine de caractere de la forme
« CHR : POS ».

3. La direction dans laquelle la séquence se poursuit a partir de « p », cette information

étant contenue dans l'orientation des crochets entourant « p ».

Pour créer le champ « ALT », ces 3 éléments sont combinés de 4 différentes maniéres. Dans
chacun des 4 cas, il est supposé que « s » soit remplacé par « t », et qu'ensuite un réarrangement

commencant a la position « p » soit joint a « t ».

Les différents cas possibles sont alors les suivants :

REF ALT Signification
S t[p[ La région en aval de la position « p » est localisée apres « t »
S Iplt La région en amont de la position « p » est localisée avant « t »
S [p[t La région (complément inverse) en aval de la position « p » est localisée avant « t ».
S tlp] La région (complément inverse) en amont de la position « p » est localisée apres « t ».
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La figure 27 ci-dessous illustre les 4 cas possibles ci-dessus en prenant pour exemple un point

de cassure sur le chromosome 1 :

| S
5 | Chrl:1 —p» Chr1:500 | Chr1:501—»Chr1:799 Chr1:800—b—Chr1:9000‘ 3

A 1 500 . N N[1:800[
——p» Chr1:500 FChr1:800 ——p»

B 1 500 . N 11:8001N
—P» Chrl:800 F Chrl:500 ——p»

C -—008:T4UD 1 500 . N [1:800[N
Chr1:500 ——p»

D 008 TID <¢——
—p» Chrl:500

1 500

=

N]1:800]

Figure 27: Tllustration des différentes annotations d’un point de cassure en fonction des différentes
possibilités de réarrangements. Cas A : En position 500 du chromosome 1, aucune base nucléique n’est
remplacée, la séquence s’étendant a partir de ce point correspond a celle se trouvant en aval de la position
« p » (position 800 du chromosome 1). Cas B : En position 500 du chromosome 1, aucune base nucléique
n’est remplacée, la séquence s’étendant avant ce point correspond a celle se trouvant en amont de la position
« p » (position 800 du chromosome 1). Cas C : En position 500 du chromosome 1, aucune base nucléique
n’est remplacée, la séquence s’étendant avant ce point correspond a celle se trouvant en aval de la position
« p» (position 800 du chromosome 1), il s’agit en réalité de la séquence complément inverse. Cas D : En
position 500 du chromosome 1, aucune base nucléique n’est remplacée, la séquence s’étendant a partir de
ce point correspond a celle se trouvant en amont de la position « p » (position 800 du chromosome 1), il
s’agit de la séquence complément inverse. Source : Merging Structural Variant Calls from Different Callers -
simpsonlab.github.io

L’annotation de réarrangement par BND est plus complexe mais plus compléete. Elle est
utilisable pour les réarrangements simples (DUP, DEL), par exemple la représentation A de la

figure 27 correspond a une délétion de 299pb commencant en position 500 du chromosome 1.
Elle serait annotée dans le VCF par « 1500 . N <DEL> ... END=799; »

Second exemple, la représentation D de la figure 27 correspond a une inversion et serait annotée
dans le VCF par « 1 500 . N <INV> ... END=800; »
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Chaque point de cassure peut étre annoté a partir de chacun des deux cotés. La regle est
généralement d’annoter & partir de la position la plus petite. Le tableau ci-dessous illustre les

deux annotations possibles pour chacun des cas illustrés dans la figure 27.

Annotation a partir de la position 500 Annotation a partir de la position 800
1 500 . N N[1:800[ 1 800 . N ]1:500]N
1 500 . N ]1:800]N 1 800 . N N[1:500[
1 500 . N [1:800[N 1 800 . N [1:500[N
1 500 . N NJ]1:800] 1 800 . N NJ1:500]

Les SV de nature BND sont utilisés quand le logiciel ne trouve qu’un seul point de cassure, ou
un réarrangement de complexité supérieure & DEL, DUP, INV. llIs compliquent cependant
grandement les résultats. Dans notre set d’échantillons le nombre de BND rapportés par patients
a été tres variable et fortement lié a la qualité du séquencage. Il n’était pas rare que le résultat

d’un échantillon contienne une vingtaine de résultats de BND.

Le logiciel proposé par BGW a montré des performances tout a fait satisfaisantes, mais son
utilisation s’est révélée complexe. En effet ce logiciel est proposé sous la forme d’un module
dans le cadre du logiciel de pipeline bioinformatique de BGW. 11 s’agit d’un systéme représenté
sous forme de « blocs » graphiques, assemblables via des voies d’entrée et de sortie. Ce logiciel
s’utilise sans écriture de code et sans lignes de commandes, le but étant de rendre la
bioinformatique accessible au plus grand nombre. De ce fait, le logiciel est peu accessible. Les
interactions avec 1’utilisateur sont plus limitées qu’avec 1’emploi d’ordres directs via ligne de
commande. Il est également impossible de réaliser une automatisation rapide (par exemple via
un fragment de code linux). Quant a ses performances elles sont comparables a celles retrouvées
par les autres logiciels basés sur 1’approche DoC. La position des points de cassure est
déterminée selon le méme principe. Les annotations des points de cassure sont donc identiques

entre ces 3 logiciels.

Une seule discordance survient entre les 3 logiciels de DoC. BGW ne retrouve pas le CNV
consistant en une délétion de 2 exons sur PMS2. Plus exactement il rapporte une délétion de 3
exons. Le choix des reférences utilisées, associe a la variabilité des profondeurs sur PMS2, est

a I’origine de cette différence ponctuelle.
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Ces arguments sont plutdt en défaveur de I’utilisation du module de BGW en routine dans notre
laboratoire. En effet les résultats sont similaires a ceux de ExomeDepth et ces deux logiciels

sont basés sur la méme approche, ils ne sont donc pas complémentaires.

En réponse a nos critéres de sélection et dans le respect de nos objectifs, il a été pris la décision
d’utiliser ExomeDepth comme principal logiciel de détection des CNV. En effet il s’est révélé
étre efficace, tres rapide et facile a prendre en main, il est écrit dans un langage informatique
des plus simple (R). 1l est également facile a installer, open source, gratuit, et réguliérement mis
ajour.

Bien que le choix du logiciel ait été en faveur d’ExomeDepth, il est intéressant de pousser les
investigations sur les quelques cas dans lesquels les différents logiciels rapportaient des

résultats discordants.

1.2. Etude des cas discordants entre les logiciels :

Parmi I’ensemble des résultats, 5 cas étaient particulierement intéressants et méritent d’étre

détaillés, il s’agit des CNV n°1, 6, 15, 17 et 18 du tableau 5. Ils sont repris dans le tableau ci-

dessous.
N° Géne  Description ExomeDepth Delly Smoove DECoN BGW
1 BRCA2 Délétion de I’exon 7 o) N o) o) o)
6 MSH2 Délétion des exons 8 a 16 0] O/N O/N o) o)
15 PMS2  Duplication des exons 11 et 12 N 0] 0 N N
17 BRCA1 Délétion des exons 8 a 13 o) O/N O/N o) o)
18 MSH6  Délétion des exons 5 et 6 o) 0] o) o) o)
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1.2.1. BRCAZ2 - Délétion de I’exon 7 :

Reésultats des différents logiciels :

Logiciel Départ (base) Fin (base) Longueur (pb)
ExomeDepth /

32900611 32900 775 164
DECoN /BGW
Delly NA NA NA
Smoove 32900 635 32901 212 577

Il s’agit ici d’un cas dans lequel un logiciel basé sur les approches SR-PEM nous a permis
d’identifier un des CNV du set de référence. La délétion rapportée ici est cohérente, elle est
précise, plus encore que par I’approche DoC. Cependant, seul Smoove retrouve ce CNV. Cette
discordance entre Smoove et Delly pourrait avoir pour origine une différence dans la sélection

des lectures utilisées pour I’analyse SR.

Les points de cassures rapportés par Smoove et les logiciels de DoC sont différents. La taille
de la région délétée est ainsi également différente. ExomeDepth et DECoON retrouvent une
délétion de I’ensemble de I’exon 7 (164pb). Les points de cassure identifiés par Smoove sont
en léger décalage, la région délétée est plus longue (577 pb). Cependant la différence observée
entre les résultats des logiciels de DoC et de Smoove n’a pas d'impact sur la pathogénicité de

cette délétion.

1.2.2. MSH2 délétion des exons 8 a 16 et BRCA1 délétion des

exons 8 a 13

Tableau des résultats concernant la délétion des exons 8 a 16 de MSH?2 :

Logiciel Départ Fin Longueur (pb)
ExomeDepth / 47 672 662 47710 113 37451
DECoN /BGW

Delly 47 596 699 107 133 406 59 536 707
Smoove 47 596 699 107 133 405 59 536 706

Dans ce cas-ci, hous avons pu constater que les déelétions rapportées par les deux logiciels bases

sur I’approche SR et PEM sont identiques (a une base prés). Pour chacun de ces deux logiciels,
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bien que le point de cassure de départ soit cohérent, le point de cassure terminal ne semble pas
correct. Sur cette région (de la base 47 596 699 a la base 107 133 406 du chromosome 2) se
trouve en effet le gene MSH2 mais également le gene MSH6. MSH6 s’étend sur le chromosome
2 de la base 47 922 669 a la base 48 037 240. Il est sequencé dans notre panel de gene dans les

mémes conditions que MSH2.

Le CNV rapporté par les logiciels Smoove et Delly implique une délétion compléte de MSH2
associé a une délétion complete de MSH6, or les résultats des autres logiciels, 1’analyse de
Sophia Genetics et la MLPA ne sont pas en faveur de cette délétion compléte du géne MSH®.
Nous pouvons en déduire que bien qu’une délétion des exons 8 a 16 de MSH2 soit rapportée,
et bien que le point de cassure initial soit théoriqguement possible, la délétion rapportée est

fausse.

Tableau des résultats concernant la délétion des exons 8 a 13 de BRCA1 :

Logiciel Départ Fin Longueur (pb)
ExomeDepth / 41 231 326 41 251 922 20 596
DECoN / BGW

Delly 41 246 558 64 901 262 23 654 704
Smoove 41196 419 73 319 847 32 123 428

Ce cas est similaire a celui détaillé ci-dessus, ici également les points de cassure initiaux
rapportés par les logiciels basés sur I’approche SR et PEM sont cohérents. Cependant une fois
encore la longueur de la région rapportée comme délétée n’est pas en rapport avec la réalité.
Selon un raisonnement identique au cas précédent, sur le chromosome 17 et en aval du géne
BRCAL se trouve le géne RAD51C, s’étendant de la base 56 769 934 a la base 56 811 703. Il
est egalement séquencé dans les mémes conditions. Or aucune délétion n’a été retrouvee par
technigue MLPA, par Sophia Genetics ou par les autres logiciels. Ce raisonnement est
également applicable au géne BRIP1 qui s’étend de la base 59 760 631 a la base 59 938 925 de

ce méme chromosome 17.
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1.2.3. PMS2 - Duplication des exons 11 et 12

Tableau des résultats concernant la duplication des exons 11 et 12 de PMS2 :

Logiciel Départ Fin Longueur (pb)
ExomeDepth /' NA NA NA

DECoN /BGW

Delly 6 020 605 6 027 304 6 699

Smoove 6 020 604 6 027 268 6 664

Il s’agit ici du seul cas dans lequel les logiciels basés sur les approches SR-PEM ont montré
une performance supérieure a ceux basés sur I’approche DoC. La position théorique du point
de cassure initial de ce CNV se trouve entre la base 6 027 252 et 6 029 430 (intron 10-11), le
second point de cassure se trouve entre la base 6 018 328 et 6 022 454 (intron 12-13).

Les résultats des logiciels basés sur I’approche SR et PEM sont donc parfaitement cohérents.
Ils apportent dans ce cas une information qui est manquante dans les résultats des logiciels basés
sur I’approche DoC et semblent s’affranchir des problémes en lien avec le pseudogéne

PMS2CL.

1.2.4. MSHG6 - Délétion des exons 5 et 6

Tableau des résultats concernant la délétion des exons 5 et 6 de MSH®6 :

Logiciel Départ Fin Longueur (pb)
ExomeDepth / 48 030 534 48 032 191 1 657
DECoN /BGW

Delly 48 028 788 48 032 571 3785
Smoove 48 028 786 48 032 570 3784

Ce cas illustre le seul exemple dans lequel tous les logiciels ont correctement identifié le CNV

recherché, il s’agit d’une délétion des exons 5 et 6 du gene MSH6.

La position du premier point de cassure est donc supposée se trouver entre la base 48 028 295
et la base 48 030 558 (intron 4-5) et le second point de cassure entre la base 48 032 167 et la
base 48 032 756 (intron 6-7).
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Les résultats sont cohérents. On pourrait se fier aux logiciels basés sur les approches SR-PEM

réputés meilleurs dans 1’estimation de la position précise des points de cassures.

1.3. Optimisation de I’utilisation de ExomeDepth

L’objectif suivant de ce travail consistait donc a optimiser I’utilisation d’ExomeDepth
specifiquement pour notre laboratoire. En effet bien qu’ayant une bonne sensibilité (tous les
CNV détectés a I’exception d’un), la spécificité de ce logiciel restait un facteur négatif. Au total,
pour I’ensemble des échantillons de tous les « runs » évalués et en ne considérant que les génes
de routine (et PMS2CL), ExomeDepth rapportait 671 CNV. La figure 30 représente la
répartition de ces 671 CNV sur les différents génes de routine. Nous retrouvons avec
ExomeDepth en moyenne 0,538 CNV par échantillon analysés et 25,8 CNV par « run ». On
remarquera qu’en moyenne 20,2 échantillons par run présentaient au moins un CNV. Le tableau

ci-dessous reprend ces valeurs statistiques.

Nombre total de CNV rapportés 671
Nombre moyen de CNV par « run » 25,8
Nombre moyen d’échantillons présentant au 20.2
moins un CNV par « run »
Nombre moyen de CNV par échantillon
0,538

pour ’ensemble des échantillons testés.

Tableau rapportant les statistiques des résultats d’ExomeDepth avant la phase d’optimisation.

La charge de travail supplémentaire pour 1’évaluation de ces nombreux « faux positifs » serait
considérable, de méme que les des surcolts si 1’on envisageait de réaliser une technique MLPA
pour chacun des 25,8 CNV rapportés dans un run. Nous avons donc analysé une nouvelle fois
les résultats issus de 1’évaluation des logiciels. Nous nous sommes concentrés sur ceux
d’ExomeDepth en particulier, et avons recherché des leviers d’action afin d’augmenter la
specificité.

Quand nous analysons les résultats, nous observons que PMS2 et PMS2CL sont responsables
de respectivement 40% et 52% des positifs totaux. Ces valeurs sont illustrées dans les figures

28 et 29 ci-dessous.
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REPARTITION DES CNV RAPPORTES PAR EXOMEDEPTH SUR
LES DIFFERENTS GENES DE ROUTINE
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Figure 28: Illustration graphique de la répartition des 671 CNV rapportés par ExomeDepth lors de ’analyse
du set d’échantillons sur les différents génes de routine du laboratoire.

Proportion des CNV détectés attribuable a PMS2 et
PMS2CL

52%

m PMS2 PMS2CL = Autres genes

Figure 29: Proportion des CNV détectés localisés sur le gene PMS2 et le pseudogene PMS2CL.

En filtrant le géne PMS2 et le pseudogéne PMS2CL, ExomeDepth rapportait 51 CNV pour
I’ensemble des patients. Ces 51 CNV comprennent 23 supposés faux positifs et la totalité des
28 CNV a détecter. La premiére étape du travail d’optimisation consiste donc a améliorer la

specificité sur le géne PMS2 et le pseudogéne PMS2CL.
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1.3.1. Optimisation d’ExomeDepth concernant PMS2 et PM2CL :

Il nous faut décrire les spécificités génétiques imposes par PSM2 et son pseudogene PSM2CL.
Comme I’illustre la figure 30, les exons 9 et 11 a 15 de PMS2 ont une grande homologie de

séquence avec le pseudogene nommé PMS2CL.

Pour cette raison, I’étape d’alignement des lectures est particulierement complexe et peut étre
source d’erreurs. Les régions possédant une grande homologie de séquence représentent une
difficulté pour tous les logiciels de détection des CNV, ainsi que pour les autres techniques
comme la MLPA.

Homologie de Séquence entre le géne PMS2 et le pseudogéne PMS2CL

Taile oby 4045 838 4127 3767 2179 2017
PMS2 2474 144 170 10 168 62 156
iH_D00535) Nurm Exon JUTR 15 14 13 12 n 10
Homalogie TD00% 9941%  99.01% L e i) S64T% SE4TH

PMS2CL Num Exan 5 5 4 3 2 1
(Inversé)

X il kit 144 7010 168 861 8s
] i 4043 847 4235 3742 1686

Figure 30: Illustration des exons ayant une homologie de séquence entre le géne PSM2 et le pseudogéne
PMS2CL. Pour des raisons d’affichage, le g¢éne PMS2CL est représenté en position inversée.

Quand deux régions sont homologues, voir identiques comme les exons 15 de PMS2 et 6 de
PMS2CL, le logiciel qui procéde a I’alignement ne peut pas déterminer si la lecture provient du
séquencage de 1'une ou de I’autre de ces régions. C’est une limite connue des logiciels

d’alignement.
Différentes solutions existent pour y parer :

- une répartition équitable entre les deux régions,
- une répartition selon un ratio prédéterminé,

- larecherche de SNP spécifiques de I’une des deux régions afin de guider la répartition.

Lorsque 1’on considére des variations a 1’échelle d’une seule base ce phénomene génére
principalement des faux positifs. Quand une variation bénigne est localisée sur PSM2CL mais
que les lectures issues de son séquencage sont alignées sur PSM2, un faux positif est alors
geneéré. En ce qui concerne la recherche de CNV, I’approche DoC est faussée par un alignement

non optimal.
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En cas de répartition équitable des lectures, si on considére une région délétée a 1’état
hétérozygote (50% de la profondeur attendue) possédant une forte homologie avec une région
non délétée (100% de la profondeur attendue). Les lectures étant réparties sur les 2 régions de
maniere équitable, la profondeur observée sera de 75% sur chacune des deux régions. Cela peut

conduire & des faux positifs ou des faux négatifs.

Quand la répartition est faite selon un certain ratio prédéterminé ou un procédé plus complexe,
la profondeur observée est imprévisible. C’est ce que nous observons lors de I’utilisation
d’ExomeDepth. Dans une grande proportion des cas, une delétion rapportée sur PMS2 est
associée chez le méme patient a une duplication sur la région homologue de PMS2CL. Peu de
solutions sont proposées dans la littérature mais quelques-unes ont tout de méme été trouvées.
Dans son étude parue en 2017, Kerkhof propose de résoudre ce probléme en pratiquant une
méthode de normalisation a 4 alléles (91). A savoir de procéder a I’addition du nombre de
lectures entre les régions homologues de PMS2 et PMS2CL avant 1’emploi de 1’algorithme de
normalisation de ExomeDepth, puis de raisonner non plus selon un modele a 2 alléles, mais a

4 alléles.

Les délétions sont donc definies par une profondeur normalisée moyenne inférieure ou égale a
0,8 (3/4 alléles), tandis que les duplications sont définies par un ratio supérieur ou égal a 1,2
(5/4 alleles). Cette méthode permettrait d'identifier la présence d'un CNV sur PMS2 et PMS2CL
tout en réduisant fortement le nombre de faux positifs. Ensuite, la localisation précise des CNV
rapportés entre le gene PMS2 et son pseudogéne PMS2CL sera faire par vérification MLPA qui,

nous le rappelons, est systématique dans notre laboratoire en cas de suspicion de CNV.

Nous avons donc modifié légérement le code de lancement d’ExomeDepth pour permettre
I’addition de la profondeur sur les régions homologues de PMS2 et PMS2CL.

Apreés 1’addition de cette étape d’optimisation, ExomeDepth possede une meilleure spécificite.
Concernant I’ensemble des eéchantillons de notre set, et en ne considérant que les génes de
routine, ED rapporte 56 CNV, soit 2,15 CNV par run en moyenne. Chaque run presente en
moyenne 2,05 patients avec au moins un CNV. Chaque patient présentant en moyenne 0,045

CNV. Le tableau ci-dessous rapporte ces statistiques.
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Avant optimisation

Nombre total de CNV rapportés 671
Nombre moyen de CNV par « run » 25,8
Nombre moyen de patients présentant 20.2
au moins un CNV par « run »
Nombre moyen de CNV par patient
0,538

pour I’ensemble des échantillons testés.

Apres optimisation
56
2,15

2,05

0,045

Tableau rapportant les statistiques des résultats d’ExomeDepth avant et aprés phase d’optimisation.

Sur les 30 CNV de notre set de référence, 29 sont toujours détectés correctement par I’analyse.

Le CNV manquant est toujours absent des résultats. La figure 31 représente la répartition de

ces 56 CNV sur les différents genes de routine apreés la premiére phase d’optimisation.

REPARTITION DES CNV RAPPORTES PAR EXOMEDEPTH SUR
LES DIFFERENTS GENES DE ROUTINE APRES OPTIMISATION

(9]
~
n
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™
~ ~
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i i i N -

APC BRCA1 BRCA2 CDH1 EPCAM MLH1 MSH2 MSH6 MUTYH PALB2 PMS2 PMS2CL PTEN RAD51C

Figure 31: Illustration graphique de la répartition sur les différents génes de routine du laboratoire des 64

CNV rapportés par ExomeDepth lors de I’analyse du set d’échantillons.

Nous remarquons une diminution trés importante du nombre de CNV rapportes sur PMS2 et

PMS2CL mais également des changements sur des génes qui ne sont pas directement concernés

par les modifications effectuées dans le code d’ExomeDepth. En effet, si nous nous intéressons

aux CNV détectés sur PTEN nous pouvons observer 3 CNV qui ne sont plus rapportés. A
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I’inverse, sur le géne RAD51C, un nouveau CNV a été rapporté. Sur le géne MSH2, 2 CNV sont

également absents dans la nouvelle analyse.

En effet la modification effectuée sur PMS2 et PMS2CL a entrainé un changement dans le
choix des références par ExomeDepth lors de son analyse. Apres notre modification les 10

échantillons les plus proches de I’échantillon analysés n’étaient plus les mémes.

1.3.2. Limites analytiques : duplication des exons 11 et 12 de
PMS2 :

Un seul CNV de notre panel de référence reste indétectable avec le logiciel choisi malgré notre

phase d’optimisation. Il s’agit d’une duplication des exons 11 et 12 du géne PMS2.

Les figures 32 et 33 ci-dessous représentent le ratio rapporté par ExomeDepth entre la
profondeur observée et attendue sur chaque exon de PMS2. Notre optimisation a permis de
recentrer les valeurs autour d’un équilibre (Ratio égal a 1). Cependant les ratios de profondeur
des exons 11 et 12, bien que supérieurs a ceux des autres exons analysés, ne sont pas
suffisamment élevés pour dépasser la valeur de 1,25 (5/4 copies) et étre détectés comme

significativement plus élevés.

Ratio des profondeurs observées:attendues sur
PMS2 - Avant Optimisation

1,6
1,5

1,4
1,2 ‘./.\gﬁ_—_- 1,2

././ 1

0,8 0,8

0,6
0,5

0,4

0,2

Exon 9 Exon 10 Exon 11 Exon 12 Exon 13 Exon 14 Exon 15

Figure 32: Ratio des profondeurs observées et attendues sur chacun des exons de PMS2 présentant une
homologie de structure avec PMS2CL. Ces données sont celles obtenues avant la phase d’optimisation.
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Ratio des profondeurs observées:attendues sur
PMS2 - Aprés Optimisation

16
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Exon 9 Exon 10 Exon 11 Exon 12 Exon 13 Exon 14 Exon 15

Figure 33: Ratio des profondeurs observeées et attendues sur chacun des exons de PMS2 présentant une
homologie de structure avec PMS2CL. Ces données sont celles obtenues apreés la phase d’optimisation.

Ce CNV représente une double difficulté pour notre logiciel. La premiére est sa localisation sur
le géne PMS2, sur une région présentant une forte homologie avec le pseudogéne PMS2CL. La
seconde vient du fait qu’il s’agisse d’une duplication, qui sont plus difficiles a détecter que les
délétions. La difficulté de détection des duplications par les logiciels basés sur 1’approche DoC
est en lien avec la difficulté a détecter le passage d’un nombre de copie N a N+1. Ceci est
d’autant plus vrai que N est élevé (ici N est égal a 4, car nous avons additionné les deux copies

présentent sur le géne PMS2 et son pseudogéne PMS2CL).

Ce résultat met en évidence la limite de notre analyse, la détection d’un événement sur le gene
PMS2 nécessite des attentions particulieres. Quant a la détection des duplications, bien qu’elles
soient décrites comme plus difficiles a mettre en évidence, ce cas est le seul dans lequel

ExomeDepth s’est révélé insuffisant.

1.3.3. Phase 2 de I’optimisation d’ExomeDepth :

Aprés avoir réduit considérablement le nombre de CNV rapportés, nous avons étudié les
supposés faux positifs restants. Pour cela un tri a été effectué par le nombre d’occurrences dans
I’ensemble des runs et au sein de chaque run. En effet les CNV recherchés dans le domaine de
I’oncogénétique moléculaire sont des CNV tres rares. Nous précisons que les trios, ou les

membres d’une méme famille, n’ont pas été analyses conjointement.
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Le CNV plus fréquemment rencontré correspond alors a une délétion de I’Exon 2 sur le géne
PTEN avec un nombre d’occurrence de 5. Vient ensuite, avec un nombre d’occurrence total de
3 la délétion des exons 15 et 16 de BRCAL. Ces 3 cas sont cependant tous de vrai positifs. La
délétion de I’exon 11 du géne PALB2 posséde également un nombre d’occurrence égal a 3. Ce
sont également tous des vrais positifs. Aucun autre CNV n’avait un nombre d’occurrence

supérieur a 2. Le tableau ci-dessous reprend ces informations.

CNV Nombre d’occurrence dans I’ensemble du

set d’échantillons.

Délétion de ’exon 2 de PTEN 5
Délétion des exons 15 et 16 de BRCA1 3
Délétion de I’exon 11 du gene PALB2 3

Tableau rapportant le nombre d’occurrence des CNV les plus fréquemment rapportés par ExomeDepth aprés phase
d’optimisation.

Nous avons donc entrepris une réflexion autour de cette délétion récurrente survenant sur I’exon
2 de PTEN. PTEN possede un pseudogene nommé PTENP1. Cependant 1’exon 2 n’est pas un
exon qui possede une forte homologie de séquence avec une région de ce pseudogene. Cette
théorie ne suffit donc pas a expliquer les résultats observés. Le score de Bayes moyen pour ces
5 cas était de 8,554 avec un maximum a 15,8. Le logiciel ExomeDepth rapporte ce CNV comme
une délétion sur le chromosome 10 de la base 89653757 a la base 89653891.

PTEN exon 2 n’a donc pas d’équivalent sur le pseudogeéne et ce CNV pourrait étre le fait d’un
polymorphisme. Un polymorphisme consistant en une délétion de 899pb et se terminant en -58
de la premiére base de I’exon 2 de PTEN est en effet rapporté dans la littérature. Dans une étude
parue en 2013 Sandell retrouve ce polymorphisme chez environ 4% des patients de sa cohorte
(92). Cette délétion perturberait la liaison des sondes de MLPA et la liaison des sondes de PCR

utilisées dans son étude. Cela entraine I’apparition d’une fausse délétion de I’exon 2 de PTEN.

Nous avons donc procédé a 1’évaluation des logiciels préalablement sélectionnés. Puis avons
ensuite étudié en détail le fonctionnement d’ExomeDepth pour 1’adapter a notre activité de

routine. Les résultats obtenus sont satisfaisants et concordants avec nos objectifs initiaux.

En effet ce logiciel est fiable et rapide. L’étape suivante consiste donc a 1’intégrer au mieux
dans le pipeline préexistant. Pour cela nous 1’avons automatisé. Nous avons ensuite écrit et

validé les procédures qualité nécessaires.
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1.3.4. Automatisation de 1’exécution logicielle

Le script développé pour automatiser ’utilisation de ExomeDepth est constitué de 2 parties. La
premiere est un script linux simple qui liste ’ensemble des fichiers format « .BAM » d’un
répertoire (ou un ensemble de répertoires). Cette premiére partie de script est exécutée par une
simple ligne de commande. Cette liste sert d’entrée au logiciel ExomeDepth. La seconde partie
est écrite en R-script et est automatiquement exécutée par le premier script pour chaque liste de
fichier « .BAM ». Elle procede aux différentes étapes nécessaires a 1’analyse par ExomeDepth.
Enfin une troisieme phase procéde a la modification de la structure des résultats pour générer
un fichier tableau (format .csv ou Excel) de ’ensemble du run (ExomeDepth générant quant a

lui un fichier résultat par échantillon).

Notre idée de départ était de combiner plusieurs logiciels pour associer leurs points forts et
augmenter la sensibilité et spécificité de I’analyse des CNV dans notre laboratoire, pour cela
nous voulions utiliser plusieurs approches théoriques différentes de détection des CNV.
Cependant a la suite de notre expérimentation nous concluons que, dans le cas de notre
laboratoire, avec I’utilisation d’un séquencage par panel de génes avec une technologie a lecture
courte, une seule des approches théoriques est réellement applicable : 1’approche DoC. Bien
que notre idée de départ se soit révélée inapplicable, I’utilisation d’un seul logiciel basé sur

I’approche DoC permet déja d’approcher une qualité optimale d’analyse.

L’utilisation de logiciels basés sur les approches SR et PEM (Smoove et Delly dans notre cas)
était une idée intéressante, mais qui s’est révélée a la fois difficile a mettre en place, et
comportant de nombreuses limites. Cette expérimentation nous a permis de changer notre point
de wvue initial et de privilégier une analyse réalisée par un logiciel unique optimisé

spéecifiquement pour notre laboratoire.
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Discussion

L’idée a 1’origine de ce travail est de permettre a notre laboratoire de bénéficier d’un second
pipeline bioinformatique pour la détection des CNV dans les données de NGS. Ce qui permet
un contréle qualité des résultats générés par la société Sophia Genetics actuellement en charge

de I’analyse bioinformatique de I’ensemble de nos données issues de NGS.

Le nouveau procédé d’analyse devait étre :

- fiable,

- rapide,

- intégrables a notre pipeline bioinformatique,

- compréhensible,

- sans entrainer de surcolts déemesurés ni nécessiter trop de temps en personnel technique,

bio-informaticien et biologiste.

Notre travail avait pour objectif une application directe dans un laboratoire de routine, ce qui
explique la considération de contraintes supplémentaires que ne rencontrent pas les laboratoires
de recherche. Pour la réalisation de ce projet nous avons pu bénéficier du travail et de
I’expérience de nombreux développeurs qui ont créé, et mis a disposition de tous, des logiciels
a la fois performants, open source, et gratuits. Nous tenons a rappeler que ce travail n’aurait pas

été réalisable sans leur participation indirecte.

La mise a disposition d’une grande quantité de logiciels spécialisés dans la détection des CNV
nous a permis de procéder & la sélection et 1’évaluation de 5 d’entre eux. Ces 5 logiciels ont été
sélectionnés vis-a-vis de leur correspondance avec nos objectifs et nos capacités matérielles.
Nous avons ensuite procédé a une évaluation nous permettant de juger de la performance de
ces logiciels vis-a-vis de nos données et de critéres qui étaient propres a notre mode de
fonctionnement. Nous précisons cependant qu’il ne s’agissait en aucun cas d’une comparaison

de la performance de ces logiciels entre eux, ni d’évaluer leur sensibilité et spécificité.

Les résultats de cette évaluation nous ont mené a modifier notre idée initiale, I’association de
plusieurs logiciels basés sur différentes approches n’étant pas a la hauteur de nos attentes. Une
telle association logicielle aurait entrainé une complexification considérable des processus et

de I’interprétation des résultats, sans bénéfice sur la performance analytique.
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Nous avons donc opté pour I’utilisation d’un logiciel unique, basé sur 1’approche DoC qui est
la plus adaptée a notre mode de séquencage en panel de génes. S’en est suivit une phase
d’optimisation de 1’'usage de ce logiciel, en vue d’une correspondance maximale avec nos
objectifs. Nous avons donc validé des changements prudents dans le code informatique apreés
de nombreuses recherches dans la littérature. Ces changements nous ont permis de réduire
considérablement le nombre de faux positifs relatifs la présence de genes liés a des pseudogénes

dans notre panel.

En conclusion nous disposons d’un logiciel de détection des CNV dans les données de NGS
performant et dont nous connaissons les limites. L’intégration de celui-ci dans notre pipeline

bioinformatique s’est faite sans difficultés et son utilisation en routine a pu étre initiée.

Ce travail a également mis en lumiére I’expertise des bio-informaticiens, piliers des analyses
NGS. En effet chaque tdche informatique nécessite une évaluation experte car chaque
changement sur un élément du pipeline se répercute sur 1’ensemble du process. Ce travail ne
rapporte pas I’ensemble des difficultés rencontrées, nombreux ont été les « bugs », entrainants
un arrét des analyses, des résultats erronés, ou I’impossibilité d’utiliser certains logiciels. Un
bio-informaticien maitrisant les logiciels utilisés est un moyen de générer des résultats fiables.
L’expertise biologique reste évidemment un gage de qualité. La parfaite maitrise des génes
contenus dans un panel est primordiale. La présence ou non de pseudogénes, de
polymorphismes ou de séquence ALU peuvent étre des sources d’interférences analytiques.

L’expertise du biologiste permet de guider 1’analyse bioinformatique.

Nous retiendrons donc en marge de 1’objectif principal de ce travail que la génétique a 1’ere du
séquencage haut débit nécessite une collaboration étroite entre deux domaines d’expertise, les
bio-informaticiens et les biologistes spécialisés. Ces deux domaines d’expertise sont

étroitement liés et interdépendants.
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Conclusion

Ce travail permet de démontrer la faisabilité de la mise en place d’outils bioinformatiques de
détection des CNV a partir de données de NGS. L’importante quantité de logiciels disponibles
sur le sujet est une chance par 1’accés a une grande palette de différents programmes mais

renforce également la difficulté a faire un choix.

En effet ces derniéres années le nombre de logiciels développés a augmenté de maniére
importante. 1l existe plusieurs centaines de logiciels sur le sujet. Malgré leur objectif partagé,
ces différents programmes différent sur tout un ensemble de critéres, de la performance a la
rapidité en passant par le langage informatique utilisé ou encore la documentation disponible.
Cette grande diversit¢é complique la démarche de choix éclairé, d’autant plus que la
communication concernant les performances analytiques est souvent orientée dans les
publications initiales. Plusieurs études ont tenté de réaliser une comparaison désintéressée entre
plusieurs logiciels mais il est important de remarquer qu’il serait impossible de réaliser un tel

type d’étude en incluant la totalité des logiciels disponibles.

Si ces logiciels présentent une grande variabilité de performance c’est parce qu’ils ont été
développés pour correspondre a une technologie de séquencage particuliére, dans un contexte
specifique (constitutionnel, somatique) ou encore a des échantillons particuliers (génomes
bactériens, eucaryotes non humains, végétaux, ou viraux). Mais dans chaque cas, ils reposent

sur 1’une des 4 approches théoriques qui ont chacune leurs avantages et limites :

- L’approche PEM est capable d'identifier presque tous les types de SV, mais sa précision
est dépendante de la taille de I'insert définie par la librairie utilisée (93).

- L’approche Split-Read permet de détecter avec précision les points de cassure, mais
dont la taille des SV détectables est limitée par la longueur des lectures (71).

- Laméthode par assemblage de novo qui consiste a générer une longue séquence a partir
de lectures courtes puis a la comparer au génome de reférence est applicable
principalement avec les technologies a lectures longues et est limitée quand il s’agit de
détecter les duplications ou les répétitions (5).

- L’approche DoC est la plus performante pour détecter les délétions et duplications mais
ne peut détecter que les CNV parmi I’ensemble des SV. Elle ne permet pas d'identifier

avec précision les points de cassure (94).
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L’idée de combiner plusieurs approches semble donc logique. Cependant dans certains cas
I’association de différentes approches n’entraine pas de bénéfice conséquent. Il reste donc
important de juger spécifiquement chaque situation et de fixer ses objectifs avant le choix de
son logiciel ou de son association de logiciels. Il faut en connaitre les points forts, mais plus
encore les limites. Il faut également maitriser I’ensemble des étapes bioinformatiques qui

menent & partir d’un ensemble de lectures a la génération de résultats d’une recherche de SV.

Le choix d’un logiciel n’est que la premiére étape de la mise en place d’un pipeline
bioinformatique de détection des CNV. La qualité des résultats doit étre assurée. Il est donc
nécessaire de maitriser a la perfection a la fois le logiciel utilisé, la technologie de séquencage
mais aussi la biologie des genes soumis a I’analyse. L’exemple le plus évident est celui de la
séparation des membres d’une méme famille lors de 1’analyse des CNV. Cette connaissance
des limites informatiques et biologiques ainsi que des événements a 1’origine de faux positifs

permet des adaptations. Ces dernieres nécessitent alors a leur tour d’étre validées.

C’est cette complexité importante, associée a un domaine technologique tres évolutif, qui est
probablement la cause de I’absence de recommandations officielles nationales ou
internationales sur le sujet a ce jour. Plusieurs groupes de travail se sont d’ores et déja emparés
du sujet. La communauté « Human Copy Number Variation Community » de 1’organisation
intergouvernementale européenne ELIXIR travaille actuellement a définir un pipeline optimal
de détection des CNV. Il est donc probable que les travaux de ces groupes d’experts permettent
une standardisation des méthodes de détection des CNV dans les données de NGS au cours des
prochaines années. Il ne faut cependant pas écarter la possibilité qu’il faille attendre que le cycle
de vie technologique du séquencage haut débit atteigne un palier avant de pouvoir produire des
recommandations qui resteraient applicables dans la durée. L’engouement pour les technologies
de séquencage est important depuis plusieurs années et certaines technologies prometteuses
sont encore en phase de maturation. On peut aisément imaginer une nouvelle révolution

technologique dans un futur proche.

Il faut également noter 1’absence d’échantillons de référence disponibles pour I’étude des SV.
Cette lacune est un frein pour la standardisation des logiciels et la rédaction de
recommandations. Sans référence, il est difficile de réaliser une comparaison de performance
entre différents logiciels. Aujourd’hui la multiplication des données tend a combler ce vide.
Certains échantillons issus du 1000GP ont été séquencés par de multiples methodes, par
différentes technologies et ont bénéfici¢ d’une étude approfondie des SV notamment gréce aux

puces a ADN de tres haute résolution.
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La mise en place d’un outil d’analyse des CNV n’est en réalité qu’une premiére étape vers
I’objectif de détection de I’ensemble des événements d’une taille supérieure a quelques
nucléotides. La recherche et I’évaluation de la pathogénicité d’événements plus complexes
comme des inversions, I’insertion de séquences ALU, ou d’autres petits éléments nucléaires
intercalés reste un défi pour les biologistes moléculaires a 1’avenir. La détection de ces
événements de grande taille ainsi que des événements introniques impose aux biologistes
moléculaires de maitriser les bases de la bioinformatique et de travailler de pair avec les bio-

informaticiens pour relever les défis de demain.
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Annexe 1 : Format FASTQ

1. Description

Le format FASTQ est un format de fichier texte (type MIME : text/plain) qui permet le stockage

concomitant de séquences d’acides nucléiques avec leurs scores de qualité associés.

Ce format a été développé par Jim Mullikin au Wellcome Trust Sanger Institute (fin du 20°
siécle) afin de lier a un fichier de séquence au format FASTA des données de qualité. Avec le
séquencage haut débit, ce format est devenu le standard pour le stockage des données de

séquenceurs. (95). Ce format possede également 1’avantage d’étre hautement compressible.

2. Structure du format FASTQ

Dans un fichier FASTQ, chaque séquence utilise 4 lignes (séparation : *\n’).

La premiere ligne commence par le caractere arobase "@" suivie de I'identifiant de la séquence
et éventuellement d'une description. La seconde ligne correspond a la séquence nucléigue brute.
La troisieme ligne commence par le caractére plus "+" (parfois suivi par l'identifiant de la
séquence et de sa description). La quatrieme et derniere ligne contient les scores de qualité
associés a chacune des bases de la séquence. En toute logique les lignes 2 et 4 font toujours
exactement le méme nombre de caractéres, car chaque base nucléique et son score de qualité

sont chacune codés avec un unique caractere ASCII.

IHlustration du format FASTO

| Identifiant
Séquence

J

@M12563:147:000000000-B36LV:8:1221:9895:2743 2:N:3:2
TTTTAAAAAATCTAAAAAGCAGTATAAAAGCTTGTATGAATGTGAAAAGTCAACTTGACTTTTGACTCAATTTG
+
CCCCCGGGGGGGEEGEGEEEGEGEGGGGGGGGGGGGGGGFGCFFGGGGGEGFGGFCEIFFGGGGGGGG

by Y
,

Cette base T posséde un :
score &gal 3 'C’ soit 34 ———— Score Qualité (ASCII)

Annexe 1 - Figure 1 — Structure des données au format FASTQ.
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Annexe 2 : Formats SAM et BAM

1. Description

Le format « SAM » de cartographie d'alignement de sequence (Sequence Alignment Map) est
un format texte tabulé utilisé pour stocker des séquences biologiques alignées sur une sequence
de référence. Le format SAM a été développé par Heng Li et Bob Handsaker et al en 2009
(58). Il est aujourd’hui largement utilisé pour stocker les séquences nucléotidiques générées par

les technologies de séquencage haut débit.

Le format SAM est un format hautement compressible et indexable, il est adapté aux lectures
courtes ou longues produites par les différentes plateformes de séquencage et est utilisé pour

conserver des données alignées sur une référence.
Architecturalement, il est composé d’un « header » en amont des « données d’alignement ».

Les lignes de I'en-téte commencent par le caractére arobase ‘@’ suivit par I’un des codes a deux
lettres parmi : HD (header line), SQ (Reference sequence dictionary), RG (Read group), PG
(Program) et CO (One-line text comment). L'en-téte contient toutes les informations nécessaires

sur I’origine du fichier, I’ordre dans lequel les données d’alignement sont triées, etc.

Chaque ligne contenant les données d’alignement est composée d’au moins 11 colonnes
tabulées (séparées par le caractére ‘\t’) qui contiennent I’essentiel des données sur 1’alignement
et des colonnes supplémentaires facultatives pouvant contenir diverses autres informations
(Figure 1).

Col Field Type Regexp/Range Brief description

1 QNAME String [!-7A-"1{1,254} Query template NAME

2 FLAG Int [0, 2'¢ —1] bitwise FLAG

3 RNAME String \*| [:rname:"*=] [:rname:] * Reference sequence NAME!!

4 POS Int [0, 23t —1] 1-based leftmost mapping POSition

5 MAPQ Int [0, 2% —1] MAPping Quality

6 CIGAR String  \*| ([0-9]+[MIDNSHPX=])+ CIGAR string

T RNEXT String  \#|=| [:rname:"#=] [:rname:]* Reference name of the mate/next read
8 PNEXT Int [0, 2% —1] Position of the mate/next read

9 TLEN Int [-2% +1, 2% — 1) observed Template LENgth
10 SEQ String \*|[A-Za-z=.]+ segment SEQuence
11  QUAL String [!-"1+ ASCII of Phred-scaled base QUALity+33

Annexe 2 - Figure 1 — Les 11 colonnes obligatoires des données d’alignements

du format SAM. String : Chaine de caractere ; Int : Nombre intégral

La version binaire compressée du SAM s’appelle le format BAM (Binary Alignment Map). La

version ultra compressée est appelée CRAM.
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2. Structure du format SAM

llustration du format SAM

@HD VN:1.5 SO:coordinate Head
@SQ SN:ref LN:45 eader

roo1 99 ref 7 30 8M214M1D3M = 37 39 TTAGATAAAGGATACT *

r002 O ref 9 30 3S6MAP14M * 0 O TAAAAGATAAGATA *
roo3 0 ref 9 30 5s6M * 0 0 GCCTAAGCTAA * SA:Z:ref,29,-,6H5M,17,0 D ses d'ali
1004 O ref 16 30 6M14NSM % 0 O ATAGCTTCAGC * onnees d'alignement
r003 2064 ref 29 17 eHsM « 0 0 TAGGC « SA:Z:ref.9,+5S6M,31,1;

= 7 -39 TAGGC « SA:Z:ref,9 +556M 31 1:

r001 1992 ref 06 23 9M

|
Autres colonnes facultatives (format NOM:TYPE:VALEUR)

QUAL: Qualité dy read (* si indisponible)
SEQ: Séquence nucléotidique
TLEN: Nombre de bases couvertes par I'ensemble des lectures du méme fragment d’ADN

PNEXT: Position de la lecture paire (0 si inconnu).

RNEXT: Nom de |a référence qui a servi a l'alignement de la lecture paire (si Paired-end)

CIGAR: Sommaire de I'alignement
MAPQ: Qualité de I'alignement
POS: Position (base 1)
RNAME: Nom de la Référence qui a servi a l'alignement
FLAG: Codification des informations d'alignement
QNAME: Identifiant de la lecture

Annexe 2 - Figure 2 — Structure des données au format SAM.

Le format BAM est binaire et n’est pas illustré.
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Annexe 3 : Format BED

1. Description :

Le format « BED » (Browser Extensible Data) est un format de fichier texte tabulé utilisé pour
stocker des régions génomiques sous forme de coordonnées avec leurs annotations associées.
Il a été développé au cours du Projet Génome humain puis est rapidement devenu un standard

en bioinformatique sans pour autant posseder de spécifications officielles.

Le format BED permet la manipulation de coordonnées en lieu et place de séquences
nucléotidiques. Sa simplicité lui permet une accessibilité trés importante autant par les outils de
traitement de texte que par les langages de script (Python, Golang, Perl) méme s’il existe des

outils plus spécialisés (ex. BEDTools).

Architecturalement le format « BED » est en général constitué de 3 a 4 colonnes tabulées qui
contiennent respectivement : La référence du chromosome, le point de départ des coordonnées,
la fin des coordonnées, et facultativement une annotation associée a cette région. Le format
BED n’étant pas verrouillé il est possible de créer des colonnes facultatives contenant tout type
d’informations. De la méme fagon, il peut y avoir ou ne pas y avoir une ligne de « header » qui

indique I’intitulé de chaque colonne.

2. Structure du format BED

lHlustration du format BED

Fin des

Chromosome —\ / coordonnées

2306992 1609996 NombDeRegion
6038713 6038931 PMS2-Exon6
6042058 6042292 PMS2-Exon5
6043295 6043448 PMS2-Exon4
6043577 6043714 PMS2-Exon3
6045497 6045687 PMS2-Exon2
6048602 6048675 PMS2-Exon1

Départ des / \— Annotation

coordonnées (Facultatif)

NNSNSNSNSN-a

Annexe 3 - Figure 1 — Structure des données au format BED.

04



Annexe 4 : Format FASTA

1. Description :

Le format FASTA (ou format Pearson) est un format de fichier texte utilisé pour stocker des
séquences biologiques de nature nucléigue ou protéique. Chaque séquence est représentée par
une suite de lettres correspondant a chaque acide nucléique ou acide aminé et peut étre précédée
par une dénomination et/ou des descriptions. Ce format est originellement issu de la suite de
programmes FASTA puis est devenu un standard en bioinformatique.

C’est un format texte dans lequel deux lignes sont utilisées pour chaque séquence : la premiére
qui contient le nom ou une description commence toujours par un chevron supérieur « > », la

ligne suivante contient la sequence en caractére.

La simplicité du format FASTA permet la lecture et la modification des séquences, que ce soit
via l'utilisation d'outils de traitement de texte ou des langages script. Ce format présente
également 1’avantage d’étre indexable. Les génomes de référence sont, par exemple, contenus
dans des fichiers FASTA.

Un fichier au format FASTA est conventionnellement signalé par une extension « .fasta » ou

« .fa». Les index, quand ils sont créés, sont généralement au format « .fai ».

2. Structure du format FASTA :

- Dénomination de la séquence et/ou Descriptions

/ - Séquence
>NomEtDescrlptlon1

TA'ITATGTAGTGCGCTAGCTAGCTTAGCTAG GCTAGCAACGCGATCGGATCGGATTCG
>NomEtDescription2
TGATCGGATCGATTCGATCGGATCTTAGCTTAGGCTAAAAGCTAGCTAGGCTAGCTTAGCTATTC
>NomEtDescription3
GTAGCTTACCCGTAGCTTAGCTTAGCTTAAAGCTAGCATTTTCAGCTAGGCTTAGCTTAGCTAGCTA
>NomEtDescription4
GATTCGGATCTGATTCGATCGATCGATTCGGATCGGATCGATCGATCTTATTCGGGGATCGAT

Annexe 4 - Figure 1 — Structure des données au format FASTA.
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Annexe 5 : Format VCF

1. Description :

Parfois grossierement traduit en « format variante d'appel » ou « format d’appel de variants »,
le format VCF (pour Variant Call Format) est un format de fichier texte utilisé en
bioinformatique pour stocker les variants retrouve par les techniques de sequencage. C’est le
principal format des documents de travail des biologistes. Ce format contient successivement
plusieurs lignes de métadonnées (débutant par les symboles « ## »), une ligne d'en-téte
(débutant par le symbole « # »), et de multiples lignes de données qui contiennent chacune des
informations sur une unique position dans le génome. Le format a également la capacité de
contenir les données de génotype de chaque échantillon pour chaque position, lorsque le
document correspond a 1’analyse de plusieurs échantillons (champs de texte séparés par des
tabulations). On notera que les champs de longueur zéro ne sont pas autorisés, et que les champs

qui devraient étre vides sont remplacés par un point (".").

Ce format a été développé pour s’affranchir des limites des formats préexistants, tels que le
General feature format (GFF). En effet ces derniers stockaient I’ensemble des informations
génétiques issues d’un séquengage, or une grande partie est redondante entre les différents
génomes. En utilisant le format vcf, seuls les variants font I’objet d’une écriture, impliquant
que sur I’ensemble des autres positions I’échantillon correspond a ce que 1’on retrouverait sur

le génome de référence.

La norme est actuellement dans la version 4.3 publiée le 25 juin 2020 et disponible dans le

dépdt github de samtools : https://samtools.github.io/hts-specs/\VVCFv4.3.pdf.
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2. Structure du format VCF :

##fileformat=VCFv4.3

##fileDate=200908056

##tsource=myImputationProgramV3. 1

##treference=file:///seq/references/1000GenomesPilot-NCBI36 . fasta
##cuntig=<ID=20,1ength=62435964,assemb1y=B36,md5=f126cdf8aSEOCTf379d6181fSSbedea,apecies="Homo sapiens",taxonomy=x>
##phasing=partial

##INFO=<ID=N5,Number=1,Type=Integer ,Description="Number of Samples With Data">
##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer ,Description="Total Depth">

##INFO=<ID=AF ,Number=A, Type=Float,Description="Allele Frequency">
##INFO=<ID=AA,Number=1,Type=5String,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DB,Number=0,Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 129"> . L
##INFO=<ID=H2, Number=0,Type=Flag,Description="HapMap2 membership"> Metadonnees
#RFILTER=<ID=q10,Description="Quality below 10">

##FILTER=<1D=s50,Description="Less than 50}, of samples have data">

#RFORMAT=<ID=CT,Number=1,Type=String, Description="Cenotype">

##FORMAT=<I1D=G{, Number=1, Type=Integer ,Description="Genotype Quality">

##FORMAT=<I1D=DP, Number=1,Type=Integer,Description="Read Depth"> En-téte
##FORMAT=<ID=HQ, Number=2, Type=Integer ,Description="Haplotype Quality">

#CHROM POS N} REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT NAOOOO1 NAOOOO2 NAOOOO3
20 14370  rs6054257 G A 29 PABS  NS=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP:HQ 0]0:48:1:51,51 110:48:8:51,51 1/1:43:5:
20 17330 - T A 3 ql0 NS=3;DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP:HQ 0]0:49:3:58,50 0[1:3:5:65,3 0/0:41:3
20 1110696 rs6040355 A G,T 67 PABS  NS=2;DP=10;AF=0.333,0.667;AA=T;DB GT:GQ:DP:HQ 112:21:6:23,27 2/1:2:0:18,2  2/2:35:4
20 1230237 . T - 47 PASS NS=3;DP=13; AA=T GT:GQ:DP:HQ 0|0:54:7:56,60 0|0:48:4:51,51 0/0:61:2
20 1234667 microsatl GTC G,GTCT 50 PASS  N3=3;DP=9;AA=G GT:GQ:DP 0/1:35:4 0/2:17:2 1/1:40:3

Données pour chaque échantillon

Annexe 5 - Figure 1 — Structure des données au format VVCF.
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INSTITUT PAOLI-CALMETTES

unjicancer Marseille

A ANALYSE DES CNV PAR EXOMEDEPTH A PARTIRDE  Création:  03/09/2020
P PANEL CONSTITUTIONNEL Diffusion :  XX/XX/2020
A A SPR-GDOC-OGM.MOP-XXXXXXXXXX Sl DL
Version : V 1.0

1.0 OBJET

A partir d’'une série d’échantillons séquencés puis analysés parallélement par deux pipelines indépendants : analyse des
CNVs par le logiciel ExomeDepth a partir des fichiers « BAM ». ExomeDepth est un logiciel gratuit et opensource
distribué sous forme de module « R ». ExomeDepth réalise la recherche des CNV par analyse de la profondeur de
lecture (approche Depth-of-Coverage).

ExomeDepth est utilisé en routine par les bicinformaticiens a la suite des analyses de séquencgage effectuées sur Sophia
DDM (Sophia Genetics) en génétique constitutionnelle. Il prend en entrée :

- Une liste des chemins informatiques vers chacun des fichiers BAMS de I'ensemble du run (pour chaque
échantillon, les autres échantillons du run servent a constituer un set de référence. Un échantillon ne peut pas
étre analysé seul).

- Le fichier BED correspondant au panel utilisé.

- Un fichier FASTA du génome de référence pour la prise en compte du contenu en GC.

Le set de référence est constitué des échantillons les plus proches de I'échantillon analysé en termes de répartition de
la profondeur, en conséquence un CNV présent dans le set de référence peut entrainer des faux négatifs.

IMPORTANT : LES CNVs fréquents ne peuvent pas étre recherchés avec ExomeDepth. Les membres d'une méme
famille et principalement les trios doivent étre séparés lors de cette analyse.

2.0 MOYENS

2.1 Equipement

Systéme informatique avec une distribution Linux ou autre systémes d'exploitation Unix.
Logiciel R installé (version = 3.4.0).

Logiciel Rscript

L’ensemble des dépendances R de ExomeDepth installées, ainsi que les dépendances tierces.

2.2 Prérequis

= Accés au serveur O:\.
=  Console possédant les commandes Bash standards.

3.0 MISE EN CEUVRE
3.1 Commande
Note : 'ensemble des commandes ci-dessous peuvent étre contenues dans un simple fichier script shell « .sh »

Génération de la liste des chemins vers les fichiers « BAM » d’entrée, localisés dans le méme répertoire :

Dans une console linux: $ readlink -f *.bam > Run_Bams_List.txt

Ce document ne doit étre ni modifié ni reproduit
La version imprimée de ce document n’est valable que le 16 septembre 2020 (passé cette date, elle doit &tre
détruite)
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ANALYSE DES CNV PAR EXOMEDEPTH A PARTIR DE Création :  03/09/2020
PANEL CONSTITUTIONNEL Diffusion : XX/XX/2020
A Pages: 4 /XX

SPR-GDOC-0OGM.MOP-XXXXXXXXXX S
Version : V 1.0

Lancement d’'ExomeDepth pour I'analyse de tous les échantillons d’'un run :

ExomeDepth est un logiciel de détection des CNVs qui nécessite pour chaque étape des instructions en ligne de
commande dans une console R. Le process a donc été automatisé pour ne nécessiter qu’une seule exécution pour
un run entier. L'utilisation se fait alors via I'exécution d’une commande Rscript dans une console Linux.

Dans une console linux: $ Rscript CHEMIN_VERS_FICHIER_RSCRIPT -s -b CHEMIN_VERS_Run_Bams_List.txt

Avec :

[=]

o

-0 DOSSIER_DE_SORTIE -p CHEMIN_FICHIER.bed -v > FICHIER_LOG

Rscript : exécute le logiciel Rscript.

CHEMIN VERS FICHIER_RSCRIPT : Chemin absolu ou relatif vers le fichier Rscript contenant
I'ensemble des commandes R de ExomeDepth (actuellement nommeé « runExomeDepthWithGC.r »).

—s : si le flag s est présent (=frue) I'analyse va procéder a I'addition des profondeurs des régions

homologues entre PMS2 et PMS2CL, dans le cas contraire, 'analyse sera faite sans cette optimisation.

o IMPORTANT : L'optimisation effectuée sur PMS2 est faite par addition entre les régions

homologues de PMS2 et PMS2CL, cette étape d'addition est dépendante du BED utilisé, pour

chaque changement de fichier BED il faudra adapter le fichier Rscript pour additionner les
bonnes lignes.

-b CHEMIN VERS Run Bams_List.txt: le chemin vers le fichier contenant la liste des fichiers « .BAM »
du run.

-0 DOSSIER DE SORTIE : Chemin vers le dossier dans lequel seront créés les fichiers de résultats de
chaque patient de I'analyse.

-p CHEMIN FICHIER.bed : Chemin vers le fichier BED d’'entrée correspondant aux régions analysées.

o IMPORTANT : Le nombre de colonnes du fichier BED doit entrainer un changement dans le
code du fichier Rscript. La présence ou I'absence de la 4eme colonne avec la description des
régions dans le fichier BED doit étre connu.

-V pour « verbose », sert a augmenter le nombre d’informations inscrites par ExomeDepth dans le fichier
log.

FICHIER LOG: chemin vers le fichier log. Ce fichier Log correspond & I'analyse du run entier.

NB : Le chemin vers le fichier FASTA servant a la prise en compte de la teneur en GC de ExomeDepth est
intégré dans le code Rscript, pour le modifier il faut modifier le fichier Rscript « runExomeDepthWithGC ».

3.2 Conditions de réalisation d’une analyse des CNVs

Pour chaque run de NGS, 'analyse des CNVs est faite par les bicinformaticiens en routine. Les résultats sont
analysés par les biologistes.

3.3 Utilisation
o Se renseigner sur la présence de membres d’une méme famille et/ou de trios dans le run. Si oui,
les séparer.
o Exécuter les deux commandes décrites précédemment. Une fois pour chaque Run analysé.
o Attendre la fin de 'exécution de I'analyse, chaque échantillon du run est analysé (environ 10min pour un
run entier de 48 échantillons). Il n’est pas nécessaire d’exclure le prélevement H20.
o Contréler par lecture du fichier log le bon déroulement de I'analyse.

Ce document ne doit &tre ni modifié ni reproduit
La version imprimée de ce document n'est valable que le 16 septembre 2020 (passé cette date, elle doit étre
détruite)
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