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LIENS D'INTÉRÊT



§ Multiplication des programmes de séquençages nationaux

§ Sur tissu congelé le plus souvent
§ Dans un contexte diagnostic à Accréditation

Contexte

External Quality Assessment 
Recherche Diagnostic



De quoi parle-t-on ?

WGS Tumoral 

En cours de mise à disposition:
• Variant calling (SNV / Delins < 

50bp)

WES Tumoral WTS Tumoral 

CNV

MSI
Charge mutationnelle

(TMB)

Signatures mutationnelles

Transcrit de fusions

Expression
(Tables de comptages)

Variant calling
(SNV / Delins < 50bp)

Variant calling
(SNV / Delins < 50bp)

Score HRD

[WGS 30-40X] Constitutionnel

[WGS 60-80X] Tumoral

[WES 150-200X] Tumoral

[WTS 64M PE reads] Tumoral



Qu’en est-il de la qualité de ces analyses ?

§ Non infériorité des techniques très haut debit par rapport aux 
techniques NGS larges pour la detection des alterations 
théranostiques ?

§ Comment améliorer la confiance des résultats obtenus avec les 
analyses très haut debit ?



SNV
VUS only

CNV
CDKN2A loss

Fusion
EML4::ALK

Scheme
organization

gDNAgDNA

Sample 1
64 yo male non smoker

Metastatic lung adk

Sample 2
56 yo female smoker
Metastatic lung adk

DNA + RNA DNA + RNA
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6 WTS5 Panel 7 WES 5 WGS

SNV, CNV, Fusion Raw data

SNV
CDKN2A:p.(Arg80*)
EGFR:p.(Glu746_Ala7

50del)
TP53:p.(His193Arg) 

CNV
EGFR amplification
CDKN2A deletion

Fusion
WT



Changement d’échelle induit par les analyses très haut-débit
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Qualité bases et contenu en GC
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Variations ponctuelles



Profondeurs de séquençage et VAF



Un enrichissement sur les régions d’intérêt
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Analyses très haut-débit et sélection des variants somatiques

§ Nécessité d’appliquer des combinaisons de filtres :

§ Quels variants rendre ?

Exome 
200x
• 5.5x106

VAF ≥ 10%
• 1.3x106

DP alt ≥ 
10x
• 1.5x105

Somatique
• 1.3x104

gnomAD ≤ 
0.01
• 3700

Gènes 
cancer
• 210



Bases de population et listes de gènes

§ Eliminer les variants fréquents en population
§ Seuil ? 

• >5% à polymorphisme 
• >0.1-1% à en faveur caractère bénin

§ Utiliser des listes de gènes



Bases de données et portails variants somatiques

§ Bases de données :
§ OncoKB : pathogénicité et actionnabilité

§ CIViC

§ Portails cancer :
§ cBioPortal
§ Genie
§ Intogen
§ OMS



Bases de données variants constitutionnels

§ Spécifiques de pathologies :
§ InSiGHT : MMR & Gastro Intestinal
§ GGC
§ FrOG

§ Non spécifiques :
§ VarSome
§ ClinVar



Bases de données spécifiques de gènes

§ BRCA

§ TP53



Notion de récurrence



Agrégateurs de données – MobiDetails - CGI



Variations du nombre de copies



Une uniformité de séquençage très variable
CGP WES

WGS
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Outils utilisés

Facets :
• Permet d’identifier :

• Délétions homozygotes / hétérozygotes
• Perte d’hétérozygotie copie neutre (Isodisomie)
• Gain / amplification allèles spécifiques
èSe base sur la profondeur de couverture et les SNP

Wisecondor :
• Développer pour identifier les aneuploïdies
• Se base sur la profondeur de couverture du 

génome tumorale par rapport à la couverture d’un 
panel de génome constitutionnels normaux

• Résultats sous forme uniquement de gain ou perte

Asdog : (sur Auragen)



25

Cellular Fraction

Copy Number
Total (A+B)
Minor (B)

Déséquilibre allélique
Valeur proche de 0 = 
Équilibre allélique

Log ratio reads
Valeur proche de 0 
= région diploïde

Etat diploïde
(ligne violette)

logR median
(ligne verte)

Shen et al. Nucleic Acids Res. 2016



Homme de 50 ans
Carcinome médullaire de la thyroïde
Cellularité tumorale annoncée : 80%
Cellularité tumorale inférée : 30%
Charge mutationnelle : 1.2 mutations/Mb
Statut micro satellitaire stable
Ploïdie inférée : 2N

ARID1A 1 copie

Gène Transcrit Nomenclature 
codante

ADN-Tum VAF 
(alt/ref)

ARN-Tum VAF 
(alt/ref) Classification

KRAS ENST00000256
078.8

KRAS:c.182A>G 
p.(Gln61Arg)

0.16
(33/209)

NA(NA) Pathogène

CDKN2C ENST00000396
148.1

CDKN2C:c.100C
>T p.(Gln34*)

0.21
(26/123)

0.84(37/44) Pathogène

ARID1A ENST00000324
856.12

ARID1A:c.2733-
2A>T

0.24
(28/115)

NA(NA) Pathogène



Analyses ARN



Intérêts de l’analyse de l’ARN

Analyse variants 
exprimés 

Recherche transcrits 
de fusion

Autres applications

Variant call dédié
Confirmation de 

variants
Effet d’épissage

Partenaire agnostique
MAIS 

Transcrits normaux
Transcrits « illégitimes » 

Surexpression de cibles
Profil d’expression
Détection de virus



Validation des variants DNAseq et expression mono allélique

Koeppel et al. Cancer J. 2018



Détection de transcrits de fusion

Information sur les Junction & Spanning reads

Différentiel d’expression

Heyer et al. Nat. Comm. 2019

Ducray et al. Cancers. 2019

D’après 
Box et al.
BMC 
Molecular 
Biol. 2016 D’après Montes-Mojarro et 

al. Cancers. 2018



Faisceau de preuves

§ Compilation de plusieurs outils : 
§ Arriba
§ Star-Fusion  
§ FusionCatcher

§ Filtre proposé pour éliminer les artefacts : FFPM ≥ 0.1
§ Approche progressive : 

§ Fusion impliquant un gène connu dans la liste Census
§ Fusion Inframe impliquant un oncogène / Fusion frameshift impliquant TSG

§ Attention aux anomalies de type “read-through” indiquées comme 
INTRACHROMOSOMAL (<1Mb) aux transcrits de fusion qui sont présents dans 
les bases de données non pertinents pour le cancer.



Outils d’interprétation



ARN et niveaux d’expression

Détection de virus

D’après Dr L. Lacroix



Classifier TransCUPtomics

D’après Vibert et al. J. Mol. Diagn. 2021



Autres paramètres



Tumor Mutational Burden

§ Calcul à partir du Whole Exome Sequencing Tumoral 
§ Filtres appliqués :

§ Mutect2
§ VAF > 0.1
§ Profondeur ≥ 50X
§ Nombre de reads alternatifs ≥ 5
§ MAF gnomAD < 0.001
§ 0 faible qualité, non codants, synonymes

McGrail DJ et al. Ann Oncol 2021

Alexandrov et al. Nature 2013



Micro Satellite Instability

Résultante de la déficience du système 
MMR (DNA mismatch repair)

Diagnostic de cancer avec prédisposition 
constitutionnelle (mutation de gène de la 

voie MMR)

Dung et al. Science 2017

Facteur pronostique / theranostique 
dans certains cancers ( cancer colorectal, 

leucémie …)

- Syndrome de Lynch (hétérozygote)
- Syndrome CMMRD constitutional mismatch
repair deficiency (homozygote)

Mécanisme : Instabilité génomique
→ Génération de protéines mutées/tronquées

→ Apparition de néo-antigènes
→ Infiltrat lymphocytaire tumoral important



Dedeurwaerdere F et
al Sci. Rep. 2021

Femme de 52 ans
carcinome endométrial
Cellularité tumorale annoncée : 60%
Cellularité tumorale inférée : 40%
Charge mutationnelle : 2.98 mutations/Mb
Statut micro satellitaire stable 0,01% (155/1378823)
Ploïdie inférée : 3.1N



Mutational signatures

§ Combinaison unique de mutations consécutives à de multiples processus
§ 6 classes de substitutions possibles avec le « contexte » aboutissant à 96 

possibilités 
5’ 3’
A A
T C>A (G>T) T
G G
C C

A A
T C>G (G>C) T
G G
C C

A A
T C>T (G>A) T
G G
C C

A A
T

T>A (A>T)
T

G G
C C

A A
T T>C (A>G) T
G G
C C

A A
T T>G (A>C) T
G G
C C

Signature mutationnelle liée à l’âge

Signature mutationnelle liée au tabac

Signature mutationnelle liée à l’aflatoxine

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures


Bénéfice avéré dans les cancers de l’ovaire

Actuellement, AMM pour inhibiteurs de PARP en maintenance après réponse au platine dans 
les cancers de l’ovaire avec mutation BRCAg/s ou HRD 

Bénéfice émergeant dans divers types de cancer

Bénéfice des PARPi dans d’autres types de cancers mutés BRCA : sein, prostate, pancréas

Homologous Recombination Deficiency

Instabilité Génomique
Profil spécifique HRD

Phénotypes induits

Signature Mutationnelle
Cosmic SBS3

Inactivation d’un gène de la 
recombinaison homologue (HR)

Evénement initial

BRCA1
BRCA2
Autres? BARD1, ATR, ATRX, ATM, BAP1,

RAD51B, RAD51D, BRIP1, NBN, CHEK1,
CHEK2, FANCA, FANCC, MRE11, …

Westphalen et al. Clin Cancer Res (2022)

RAD51C
PALB2

=> Réel intérêt théranostique d’identifier les tumeurs HRD

D’après Dr L. Marisa



Outils disponibles

§ Genomic Instability Scar (GIScar)
§ Centre François Baclesse Caen
§ Panel de 127 gènes + bio-informatique

• Number of large genomic events
• Structurale instability score
• Allelic imbalance

§ ShallowHRD v2
§ Institut Curie
§ Low pass WGS

• Large genomic alterations

§ scarHRD
Sztupinszki et al., npj Breast Cancer 4,16 (2018

§ HRDetect
Davies et al., Nat.Med. 23,517–525 (2017)

§ CHORD
Nguyen et al., Nat. Commun. 11:5584 (2020)

Leman et al. Clin. Cancer Res. 2023

Callens et al. Oncogene. 2023



PFMG fin 2023 : où en sommes-nous ?



Un effort sur la réduction des délais

/2



Une activité cancer en retrait 
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n=13310 examens

• Activité SeqOIA au 1er novembre 2023



Et maintenant ?



Interprétation des altérations génomiques : Le challenge PFMG
biologiste Etablissement Nbre CR octobre 2023 % de contribution

Biologiste 1 Centre 1 32 29.4
Biologiste 2 Centre 2 20 18.3
Biologiste 3 Centre 3 15 13.8
Biologiste 4 Centre 4 10 9.2
Biologiste 5 Centre 5 7 6.4
Biologiste 6 Centre 6 6 5.5
Biologiste 7 Centre 5 5 4.6
Biologiste 8 Centre 3 3 2.8
Biologiste 9 Centre 5 2 1.8

Biologiste 10 Centre 7 2 1.8
Biologiste 11 Centre 1 2 1.8
Biologiste 12 Centre 5 1 0.9
Biologiste 13 Centre 8 1 0.9
Biologiste 14 Centre 8 1 0.9
Biologiste 15 Centre 9 1 0.9
Biologiste 16 Centre 4 1 0.9

83% 
6 biologistes
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