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Résumé

Alors que les technologies de séquengage de '’ADN et de I’ARN se démocratisent, les
données produites par les laboratoires se démultiplient. Les besoins de méthodes capables
de traiter ces données, sans nécessiter le recours a des infrastructures de calcul gigantesques,
est alors criant.

Mes recherches, comme maitre de conférences dans ’équipe de bioinformatique Bonsai
depuis 2010, ont eu pour but d’offrir la capacité aux équipes intéressées de tirer parti, a
moindre coft, de ces données produites. Deux axes principaux de recherche correspondent
a mes travaux sur la période afin de remplir cet objectif.

L'un de ces axes consiste a proposer des méthodes de comparaison qui évitent de recou-
rir a de cotiteuses étapes d’alignement, il s’agit des méthodes sans alignement. Avec mes
collegues, j'ai proposé des méthodes d’analyse sans alignement, efficaces en temps et en
espace qui fournissent des résultats pertinents pour les recherches ou les soins en oncolo-
gie. L'un de ces projets, Vidjil, est un logiciel désormais utilisé par des dizaines d’hopitaux
autour du monde dont certains financent deux ingénieurs qui continuent a maintenir et
améliorer le logiciel.

L’autre axe correspond a l'indexation des données de séquengage avec 1’objectif de fa-
ciliter leur exploitation, voire leur réexploitation. L'indexation de données est une étape
indispensable afin d’obtenir rapidement des informations recherchées. Néanmoins, le type
d’information qui peut étre recherché dépend de la nature de I'indexation. Les méthodes
présentées sont de différentes natures : certaines visent a offrir des recherches plus souples,
tandis que d’autres ont pour objectif de favoriser la réexploitation de données existantes.

Enfin, j’aborde également succinctement mes activités de diffusion de la culture scienti-
fique aupres du grand public ou dans le cadre de formations de journalisme.






Table des matiéres

Table des matiéres
Table des figures

1 Introduction

1.1 Comparaison de séquences sans alignement. . . . ... ..............
1.2 Indexation de séquences nucléiques . . . ... ... ... ... ... ... ..
1.3 Des conséquences denostravaux . . . . . . .. ... ...

Méthodes sans alignement pour 1’oncogénétique

2.1 Analyse de données de séquencage transcriptomique . . . ... ... ... ...
21.1 Impactsdesrecherches. . ... .. ... ... .. .. .. .. .. ......

2.2 FEtude des recombinaisons VID)] . . . . . . . oo i
221 Biologie des recombinaisons V(D)] . . .. ... ...... ... ......
2.2.2 Historique des méthodes d’identification de recombinaisons V(D)] . . .
2.2.3 Conception de notre méthode d’identification - Vidjil . . . . .. ... ..
224 Vers une application utilisable en routine clinique . . . . . ... ... ..
225 Miseenceuvreetrésultats . . . ... ... ... L oL
22.6 Impactsdesrecherches. .. ... .. ... ... ... .. ... ......
227 Pistesderecherches .. ............ .. .. .. .. .. .. ...,

2.3 Identification des duplicationsentandem . . . . . ... ... .. ... ......
23.1 Atténuer I'impact des faux positifs . . . . . ... ..o L Lo
232 Rectifier la quantification . . .. ... ... ... .. . . 0 L.
233 Améliorer les performances de 'algorithme . . . ... ... ... .. ..
234 Miseen euvre . . . .. ... ...
235 Impactsdesrecherches. .. ... ... ... ... .. ... ... ......

Indexation de données nucléiques
3.1 Méthodesd’indexation . . . ... ......... .. .. .. .. .. . ...
3.1.1 Indexation d'une seule séquence de référence . .. ... ... ... ...
3.1.2 Indexation de plusieurs séquences de référence . .. ... ... ... ..
3.1.3 Indexation de données de séquengage . . . . ... ... ... .. .....
3.1.4 Indexation pour la recherche approchée . . . . ... ... ... . ... ...
3.2 De nouvelles graines pour la recherche approchée . . . ... ... ... ... ..
3.2.1 Adaptation du principe du pigeonnier . . . . . ... ... ... .. ...
3.2.2 Avantages et inconvénients des graines01*0 . . . . . ... ... ... ..
3.2.3 Indexation pour I'emploi de graines01*0 . . . . .. ... ... ......
324 Miseenceuvreetrésultats . . . ... ... ... L L L oL
325 Impactsdesrecherches. . ... ... ..... .. .. .. .. .. .. ....
3.3 Indexation de recombinaisons V(D)] . . . ... ... ... ... ... .. ...
331 Miseenceuvreetrésultats . . . . ... ... ... ... .. L.
3.32 Impactsdesrecherches. . ... ... ... ... ... .. .. .. .. ....
3.4 Indexationdejeuxdeséquencage. . . . ... ... ... .. ... ... .
341 Comparaison différentielle de jeux de séquencage . . . . ... ... ...
3.4.2 Index pour la quantification de séquences dans des collections de jeux
dereads . . ... ... .. ...
343 Miseenceuvreetrésultats . . . . ... ... ... L Lo
344 Impactsdesrecherches. . .. ... .. ... ... ... ... ... .....

B~ QW N =



3.45 Pistesderecherche . . . . .. .. .. . . . . ... ...

4 Diffusion de la culture scientifique

41 Enseignement de l'esprit critique . . . ... ... ... ... .. 000
41.1 Dans une formation de journalistes
41.2 Enlicenceinformatique . . . ... ... ... ... .. .. .. .. ...
42 Activités de médiation scientifique . . . . . ... ... Lo L oL

42.1 Autour de la bioinformatique

422 Autourdelespritcritique . . . .. ... ... oo

Conclusions et perspectives

Bibliographie

vi

43
44
44
45
46
46
46

49

57



Table des figures

1.1
1.2

2.1
22
23
24

2.5
2.6
2.7
2.8

29
2.10

2.11
2.12

3.1
3.2
3.3
34
3.5
3.6

3.7

3.8
3.9

4.1

Evolution du nombre de nucléotides disponibles dans SRA. . . . . .. ..... ..
Articles « alignment-free » publiés . . . . . ... ... oL L L L oL

Distinguer les événements biologiques sans alignement . . . . . ... ... .....
Les étapes d'une recombinaison VD] . . . . .. ... ... L L L L oL
Détail d'une recombinaison VD] . . . . . .. .. ... ... oo
Nombre d’occurrences des k-mers d'un read contenant une recombinaison V(D)]
parmi la collection complete de k-mersdesreads. . ... ... ............
Heuristique pour définir les clonotypes sur la base de leur recombinaison V(D)J . .
Automate d’Aho-Corasick pour la graine espacée #-# sur la séquence ACAC

Vues de l'applicationweb Vidjil . . ... ... ... ... .. .. .. . ...
[lustration d"une heuristique plus souple de détections de séquences appartenant
adifférentsgroupes . . . . . ...
Détection de sous-clonotypes sur la base du spectre de k-mers d"un clonotype.
Identification de duplication d’une séquence de référence T dans un read R avec
desk-mers (k =3) . . . . . . . e
Localisation des k-mers d’un read lorsque celui-ci contient une duplication.
Déduction de la longueur de la duplication a partir des occurrences des k-mers. . .

La transformée de Burrows-Wheeler rapproche les lettres identiques . . . . . . ..
Hlustration du calcul d'une transformée de Burrows-Wheeler . . . . ... ... ..
Le wavelet tree de AAGGGA$CAC . . . . . . . e e
Unpigeonnieraneufcases. . . . . ... ... ... ..
Répartition possible de trois erreurs parmi cinqgblocs. . . . ... ... ... ... ..
Répartition des erreurs dans une séquence découpée en p blocs, a partir de ’occur-
rencedune graine 01*0. . . . . ... ... ... L L L L
Temps pour rechercher 100 séquences de taille 20 avec 3 erreurs dans des séquences
delongueur 1042107 . . . . . . .. . L
Indexation d'une séquenceannotée . . . . . . ... ... L Lo
Indexation de jeux de données de séquengage . . . . . . ... ... ... .. ... ..

« Ledoute est notre produit » . . . . . ...

vii






Chapitre 1

Introduction

Les données produites par les séquenceurs d’ADN a haut débit ont suscité un intense effort
de recherche, afin de concevoir des méthodes capables de faire face aux volumes disponibles
croissants. Dans la communauté, il est de coutume d’illustrer cette évolution par la courbe de
la figure 1.1, montrant l'augmentation du volume de données dans les banques de données
publiques, comme SRA ! qui donne acces a ces données de séquengage.

A la place, opérons un pas de coté ‘ ‘ ‘ ‘

en comparant l’arrivée des données de
séquengage avec un projet pharaonique 1016
de la recherche en physique des parti-

1017

cules. La construction du grand colli-  § 10%
sionneur de hadrons (LHC), un accé- E 1014
lérateur de particules de 27 km de cir- 3

conférence situé a la frontiere franco- § 101
helvétique, a cotité pres de 4,5 milliards 4 1012

de francs suisses?, soit un peu moins

de 4 milliards d’euros. Le projet génome 1011
humain (Human genome project), démarré

— Tout SRA
== = Acces libre uniquement

Qkpmu\ T T R AT M MMRTIT

: B g 10
a la fin du XX¢ et achevé au début du 10 \ \ \ \ \ \
s 1 ) ¢ O K P L @
XXI¢, qui visait a établir une séquence S N > DD NN
G ) . N
de référence du génome humain, a quant &P P 0

a lui, cotité environ 3 milliards de dol- FIGURE 1.1 — Evolution du nombre de nucléotides
lars3. Ces investissements ont en par- disponibles dans SRA.
tie permis le développement des séquen-
ceurs a haut débit. Les cofits initiaux des deux projets sont donc du méme ordre de grandeur.
Maintenant en opération, le LHC produit environ 1 Po de données par jour. Le séquenceur
NovaSeq 6000 d’Illumina, I'un des plus productifs, qui génére environ 1,8 To de données par
jour a été vendu a plus de 1800 exemplaires*, ce qui donne un potentiel de plus de 3 Po de
données par jour, qu’on peut ramener par prudence a 1 Po. Sans méme compter les données
produites par tous les autres séquenceurs, le volume de données produit par le LHC semble
donc comparable, voire inférieur, a celui produit par les séquenceurs a haut débit dans le
monde. Le but de cette comparaison, qui a évidemment ses limites, est d’illustrer 1’aspect mas-
sif du séquengage a haut débit, en le comparant & un projet titanesque — et bien plus connu
du grand public — comme le LHC. L'aspect hautement distribué du séquencage a haut débit,
autour du monde, peut nous faire perdre de vue I'ampleur des données produites, dont SRA
n’est que la téte d’épingle, et donc, I'enjeu méthodologique qui se pose a notre communauté.
Les fragments de séquences générés par les séquenceurs a haut débit, que j’appellerai reads
dans la suite, constituent ce volume de données gigantesque auquel faire face. La production
de ces séquences vise a remplir des objectifs divers : 'assemblage de nouveaux génomes pour
établir les séquences de référence pour de nouvelles especes; I’étude d’échantillons environne-
mentaux afin de déterminer les communautés microbiennes qui les composent ; une meilleure

1. Sequence Read Archive (https: //www. ncbi. nlm. nih. gov/ sra)

2. https://home.cern/resources/faqgs/facts-and-figures-about-1lhc

3. https://wuw.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/Sequencing-Human-Genome-cost

4. https://www.genomeweb.com/business-news/illumina-seeing-strong-novaseq-x-demand-reports-
preliminary-q4-revenues-down-10


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
https://home.cern/resources/faqs/facts-and-figures-about-lhc
https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/Sequencing-Human-Genome-cost
https://www.genomeweb.com/business-news/illumina-seeing-strong-novaseq-x-demand-reports-preliminary-q4-revenues-down-10
https://www.genomeweb.com/business-news/illumina-seeing-strong-novaseq-x-demand-reports-preliminary-q4-revenues-down-10

compréhension des relations phylogénétiques entre espéces, en comparant les séquences et en
reconstruisant ’histoire évolutive; le suivi d’épidémies, comme avec le Covid-19; la caracté-
risation des structures d’ARN, afin de mieux identifier leurs roles; la médecine personnalisée,
en identifiant des mutations génétiques susceptibles d’orienter le traitement, etc.

1.1 Comparaison de séquences sans alignement

Dans de nombreux cas, ’analyse des données de séquencage débute, aprés une éventuelle
étape de pré-filtrage, par le mapping des reads sur une séquence de référence, qui consiste a
identifier la probable position d’origine de chaque read dans cette séquence. Or, connaitre la
position exacte de centaines de milliards de nucléotides séquencés n’est en fait pas un pré-
requis indispensable pour tirer des informations pertinentes de ces données. D’autant plus
que la programmation dynamique, utilisée pour cette étape de mapping, n’est pas garantie
d’exactitude. La garantie de trouver la solution optimale avec un algorithme de programma-
tion dynamique est parfois une garantie rassurante. Pour autant, I'optimalité est celle d'une
fonction de score, choisie parfois un peu arbitrairement. De plus, la programmation dyna-
mique a ses propres limites : elle n’est adaptée que pour comparer des séquences colinéaire-
ment similaires. Dans le cas de variations structurales, elle devient moins pertinente, d’autant
que la programmation dynamique sur-estime la similarité : des séquences générées pseudo-
aléatoirement s’aligneront avec des taux d’identité non nuls. De plus, un algorithme de pro-
grammation dynamique ne pourra pas prendre en compte des mutations « inutiles » (par
exemple, un nucléotide qui a été supprimé puis ré-inséré) (Ren et al., 2018). Enfin, la pro-
grammation dynamique est un algorithme quadratique en temps, ce qui en fait une tache tres
lourde lorsqu’elle est appliquée a des centaines de milliards de nucléotides, méme si des opti-
misations ou des heuristiques peuvent améliorer cette complexité.

Afin de dépasser certaines de ces limites, des approches sans alignement sont développées
depuis longtemps, avant méme l'avenement du séquengage a haut débit (Vinga et Almeida,
2003). Ces méthodes, ainsi que celles développées ultérieurement pour des données de sé-
quengage a haut débit (Bonham-Carter et al., 2014), portent dans un premier temps sur des
mesures globales de similarité entre deux séquences ou entre deux jeux de données. Il s’agit
alors de méthodes globales et non de méthodes visant a détecter des événements dans chaque
read.

Pour autant, les approches sans alignement sont également pertinentes a des échelles plus
fines. En effet, I'alignement n’étant pas une fin en soi, il est souvent utilisé comme préalable
afin d’identifier des mutations ponctuelles, des épissages, des variants plus complexes, de dis-
tinguer des sous-ensembles de séquences semblables, etc. Néanmoins, certaines de ces taches
ne nécessitent pas forcément d’alignement. Nous 1’avons montré avec CRAC, publié en 2013
(voir section 2.1 page 6).



On notera que la
chaine antzcontq-
tutionnel ~ apparait
bien sur ma page
web. En revanche un
moteur de recherche
n‘est pour autant

pas  capable de
trouver une occur-
rence approchée

d’anticonstitutionnel
sur ma page.

La quantification d’ARN a également connu un
renouveau avec l'introduction d’approches sans ali-
gnement, plus rapide de plusieurs ordres de gran-
deur et donnant des résultats de bonne qualité (Zhang 80 [
et al., 2017). Ces approches sont de plus en plus sol-
licitées afin de traiter en un temps raisonnable des
quantités de données croissantes. La figure 1.2 illustre
I'intérét pour les méthodes sans alignement. Au-dela
des chiffres absolus (il est possible de publier une
méthode sans alighement sans le mentionner dans le
titre ou le résumé. .. voire sans en avoir conscience),
il est intéressant de noter I'engouement pour ces ap-
proches avec le développement du séquengage a haut 0
débit.

Eviter de recourir a une étape d’alignement, ou
la limiter a un sous-ensemble de données le plus res-
treint possible, a été une ligne directrice que j'ai sui-
vie lors de mes recherches, celles-ci sont présentées
dans le chapitre 2 (page 5). Ces recherches ont dé-
buté avec le logiciel CRAC, évoqué précédemment,
que j’aborde rapidement dans la premiere partie. En-
suite, j’ai contribué avec Mathieu Giraud au logiciel Vidjil, dédié a la recherche de recombi-
naisons propres aux lymphocytes. Ce logiciel, réalisé en collaboration avec le CHU de Lille,
s’appuie également sur une heuristique sans alignement, ce qui le rend particuliéerement ra-
pide. Enfin, j’ai récemment introduit un nouveau logiciel, FiLT3r, dans le cadre d’'une autre
collaboration avec le CHU de Lille, afin de détecter des duplications en tandem. La encore, le
choix d"une approche sans alignement le rend tres efficace.

Nombre d’articles « alignment-free »
publiés par an

60

40 -

20|

| | | |

2000 2005 2010 2015 2020
FIGURE 1.2 — Articles publiés dans la
littérature et indexés par Web of Science
ayant « alignment-free » dans le titre
ou le résumé (articles autour de la phy-
sique, des communications sans fil re-
tirés).

1.2 Indexation de séquences nucléiques

La constitution d’un index est la clé pour accéder rapidement a des informations d’intérét
dans un grand jeu de données, le plus souvent statique. Plus le volume de données a interroger
est important, plus l'utilisation d’un index est pertinente. Sans étre spécialiste, la question
de l'indexation pourrait sembler résolue. En effet, des structures d’indexation pour le texte
existent depuis plus d’un demi-siecle (Weiner, 1973); des moteurs de recherche internet ont
la capacité d’'indexer des dizaines de milliards de pages webs et de répondre en une fraction
de seconde a n'importe quelle requéte. Pourtant, ces moteurs de recherche sont tres limités et
ne peuvent répondre qu’a des requétes trés contraintes. Ils sont incapables de répondre a des
requétes comme : quelles pages webs contiennent la chaine nformati (qu’elle apparaisse dans
informatique ou dans information) ? Quelles pages webs contiennent la chaine anticonstitutionnel
a trois erreurs preés (donc y compris si la page web contient par exemple antzcontqtutionnel)?
D’autre part, ces moteurs de recherche sur internet jouent sur un terrain qui présente des
facilités : celui de la langue naturelle, composée de phrases, de mots, qui peuvent eux-mémes
étre normalisés.

En bioinformatique, la recherche sur l'indexation reste tres active tant les problématiques
sont nombreuses. Les questions auxquelles doivent répondre de telles structures sont pourtant
trés basiques et se résument a trois types de requétes, de la plus simple a la plus riche :

existence tel élément est-il indexé?
comptage combien de fois tel élément a-t-il été indexé?
localisation a quel(s) endroit(s) cet élément est-il présent dans mes données indexées?

La difficulté du probleme dépend des données qui sont indexées et, généralement du vo-
lume qu’elles constituent. Aussi, indexer un génome comme celui du génome humain (d’en-
viron trois milliards de nucléotides) ne pose plus de probléme, grace d'une part a 'augmenta-
tion des ressources de calcul mais surtout grace a la mise au point du FM-index (Ferragina et
Manzini, 2000), reposant sur la transformée de Burrows-Wheeler (Burrows et Wheeler, 1994),
qui utilise entre 1 et 2 Go pour indexer un génome humain, selon les implantations et les para-
metres utilisés. En revanche, indexer des centaines de milliers de génomes d"une méme espéce,
présentant donc une redondance extréme, reste un sujet de recherche contemporain.
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Le sujet peut encore étre complexifié en ajoutant des requétes plus sophistiquées : plutot
que de se poser la question de l'existence, du comptage ou de la localisation d'un élément,
elle peut également étre posée pour des éléments qui ressemblent a I’élément recherché. On
cherche alors a connaitre toutes les occurrences d’un élément en tolérant un nombre ou un
pourcentage donné d’erreurs. Ce type de recherche approchée rend les solutions beaucoup
moins rapides et donc beaucoup moins aptes a passer a I’échelle : en terme de complexité, les
solutions sont souvent exponentielles dans le nombre de différences prises en compte.

A titre d’illustration, lorsqu’il s’agit d’indexer des jeux de données de séquencage bruts et
qu’on désire autoriser un nombre défini d’erreurs entre la requéte et ses occurrences, il n'y a,
a I'heure actuelle et 8 ma connaissance, pas de solution exacte garantissant de trouver toutes
les occurrences.

Sur cette thématique de I'indexation, j’ai co-encadré deux théses et un post-doctorat, dont
les thématiques sont plus détaillées dans le chapitre 3 page 27.

1.3 Des conséquences de nos travaux

Dans ce manuscrit, pour chacun des travaux que je présenterai, je ne rentrerai pas dans le
détail des résultats que nous avons obtenus, ni ne discuterai de 1'influence de tel parametre
sur la sensibilité, la spécificité ou l'efficacité de la méthode. A la place, je préfere donner une
vision un peu plus globale des résultats de ces méthodes, les résultats détaillés se trouvant de
toute fagon dans les articles publiés. Dans ce but de prise de distance, une section Impacts des
recherches résumera les conséquences qu’ont eues ces recherches auxquelles j'ai contribué et
que j’ai co-encadrées.
Pourquoi présenter une telle section? La recherche doit-elle nécessairement avoir des im-
pacts, a fortiori a court ou moyen terme, puisque je n’ai pas le recul nécessaire pour en donner a
long terme ? Evidemment que non, toutes les contributions que j’'évoque ne donnent d’ailleurs
pas lieu a des impacts de méme nature. Certains peuvent étre plutdt théoriques, d’autres plus
concrets. En cohérence avec la déclaration DORA °, notamment signée par le CNRS, je ne four-
nis pas d’évaluation bibliométrique quantitative, mais je mets plutdt 'accent sur des aspects
qualitatifs.
Mes recherches sont, pour la quasi-totalité, menées en collaboration avec d’autres équipes
en biologie, en santé ou en bioinformatique. Les résultats de nos recherches, proposer des
méthodes adaptées a la question posée, sont importants pour que nos colléegues puissent éga-
lement avancer dans les leurs. Aussi, dans un tel contexte, des impacts a relativement court
terme peuvent étre attendus. D’autre part, lorsque nous publions un logiciel, c’est dans 1’es-
poir qu'il soit utilisé au-dela de nos collegues proches. De méme, lorsque nous publions un
article, c’est aussi pour que des collegues le lisent et puissent s’appuyer dessus.
La raison d’une telle section tient aussi au retour d’expérience que je juge utile de faire.
Quelles sont, selon moi, les raisons qui ont pu conduire au succes différencié de mes contri-
butions? Comme le disent Douglas et al. (2011), nous devons nous intéresser aux facteurs
socio-culturels qui influent sur 1'utilisation de nos logiciels. Il n’y a en effet pas que les quali-
tés intrinseques d’un algorithme ou d'une implantation qui participent a son utilisation mais
également bien d’autres aspects comme son accessibilité, son utilité et sa portabilité, selon les
criteres définis par Douglas et al. (2011) (qu’ils appliquent plutdt aux bases de données en
bioinformatique) :
accessibilité : 'ouverture du logiciel, la compréhension mutuelle de la problématique et de
la réponse apportée, la réputation de I'équipe de recherche;

utilité :la confiance dans les résultats obtenus et la maintenance, 1'intégration de la solution
dans les pratiques de recherche, I'interface dutilisation;

portabilité : l'utilisation de formats de donnée standards, la maintenance de long terme,
I'application a d’autres contextes.

A partir de la grille d’analyse de Douglas et al. (2011), j’identifierai les critéres remplis dans les

méthodes auxquelles j’ai contribué et que je vais passer en revue dans la suite de ce document.

Enfin, dans un dernier chapitre j’évoquerai la diffusion de la culture scientifique, en dé-
crivant quelques activités que j’ai entreprises et les raisons pour lesquelles je les ai initiées
(chapitre 4 page 43).

5. https://sfdora.org/read/
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Chapitre 2

Méthodes sans alignement pour
I’oncogénétique

Bien que mon sujet de doctorat! était plutot orienté algorithmique du texte que bioinfor-
matique, j’ai commencé a collaborer en parallele de ma thése avec des équipes de Montpellier
(au LIRMM (Laboratoire d'informatique, de robotique et de microélectronique de Montpellier)
et a I'IRMB (Institute for Regenerative Medicine and Biotherapy)) sur une problématique bioinfor-
matique d’analyse de données de séquencage d’ARN, notamment dans le cadre de cancers du
sang.

A la fois par les hasards que ne manquent pas d’émailler une carriére, mais également
en conséquence de collaborations pré-existantes, nombreuses de mes contributions en bio-
informatique ont continué a porter sur ces thématiques : celles de la génétique des cancers
(oncogénétique) et méme, plus précisément, la génétique des cancers du sang.

Les cancers sont généralement définis comme une prolifération anormale et incontrolée
de cellules. Cette perte de contrdle peut notamment étre due a des mutations dans des génes
clés. La nature des mutations est diverse. Il peut a la fois s’agir de mutations ponctuelles (la
substitution, I'insertion ou la délétion de quelques nucléotides) ou de variations structurales
(par exemple des translocations entre chromosomes, qui peuvent donner lieu a des transcrits
de fusion si le résultat de la translocation est transcrit en ARN).

De telles mutations ont été identifiées des le milieu du XX¢ siécle pour certains cancers (Pane
et al., 2002). Ces mutations peuvent alors jouer le role de marqueurs moléculaires qui offrent
un moyen détourné d’identifier une maladie ou un facteur de risque (comme avec la trans-
location BCR-ABL pour les leucémies myéloides chroniques (Preudhomme ef al., 1999) ou les
leucémies aigués lymphoblastiques (Maurer et al., 1991)). Ces marqueurs sont d’autant plus
importants pour des cancers du sang, qu’ils ont cette particularité d’étre diffus et, donc, de ne
pas bénéficier de I'imagerie médicale afin de les diagnostiquer ou d’évaluer leur évolution.

L’avenement du séquengage a haut débit a permis des analyses a plus large spectre, en
ciblant des centaines de génes chez des dizaines de patients en un seul séquencage, ainsi que
des analyses plus fines en recherchant par exemple des transcrits de fusion, sans a priori sur
le type de fusions a rechercher. La quantité de données qui en découle n’est évidemment plus
la méme que lorsqu'il s’agissait de « simples » PCR quantitatives 2. Il devient indispensable
pour les laboratoires médicaux de recourir a des outils bioinformatiques afin d’en extraire les
informations pertinentes.

D’un point de vue bioinformatique se pose la question de méthodes adaptées a ces besoins.
En terme de résultat, pour des questions de soin évidentes, il est indispensable d’obtenir des
informations au moins aussi bonnes qu’avec les méthodes plus anciennes. En terme de mé-
thodologie, des questions se posent également : en bioinformatique la boite a outils est riche
de méthodes plus ou moins précises (et plus ou moins efficaces, les deux dimensions pouvant
étre inversement corrélée). Nous verrons que ces questions ne sont pas si anodines et peuvent
avoir des conséquences sur I'adoption (ou non) d’'une méthode dans un cadre clinique. Dans la

1. Qui portait sur la mise a jour des structures d’indexation compressées pour le texte.

2. La PCR quantitative est une technique de biologie moléculaire cherchant a quantifier le ratio d"une séquence
ADN donnée dans un échantillon. C’est le type de technique qui est utilisée dans le désormais fameux « test PCR »
cherchant a identifier la présence (et, en réalité, a la quantifier) de fragments de génomes du SARS-CoV-2.
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suite, je présente trois méthodes d’analyse sans alignement pour des données de séquencage
a haut débit de patients dans le cadre de 'oncohématologie.

2.1 Analyse de données de séquencage transcriptomique

Dans le cadre d’une collaboration commencée en 2009 avec Nicolas Philippe, alors doc-
torant au LIRMM, a Montpellier, sous la co-direction d’Eric Rivals (LIRMM) et de Thérese
Commes (IRMB), nous avons réfléchi a la maniere d’identifier des événements biologiques
pertinents (mutations ponctuelles, épissages, translocations) dans des reads de RNA-seq?>.
L’équipe de Thérese Commes est spécialisée dans la biologie des ARN, en particulier dans le
contexte de cancers hématologiques ot ces transcrits de fusion peuvent servir de marqueurs
pour le suivi de la maladie, voire de facteurs pronostiques de 1’évolution du cancer (Chwalenia
et al., 2017).

A 1’époque ot la collaboration a débuté, ni Bowtie, ni BWA (outils depuis devenus incon-
tournables pour localiser des reads sur un génome de référence) n’étaient publiés (Langmead
et al., 2009 ; Li et Durbin, 2009). L'outil phare était alors SOAP qui proposait une approche que
'on considérerait aujourd’hui comme rudimentaire. Les reads étaient recherchés soit avec au
maximum deux substitutions soit avec une insertion ou délétion de 1 a 3 nucléotides (Li et al.,
2008). Le génome était indexé dans une table de hachage, ce qui nécessitait de I’ordre de 14 Go
de mémoire pour le génome humain, soit bien au-dela des capacités des machines de bureau
de I'époque.

Probléeme

Proposer une méthode rapide et plus économe en mémoire pour identifier des événements
biologiques dans des données de séquengage transcriptomique (RNA-seq).

L’étude de données transcriptomiques ajoute la difficulté d’avoir a traiter des données épis-
sées, c’est-a-dire dans lesquelles des parties des génes ont disparu (les introns). Dans un read,
il faut donc pouvoir identifier des régions qui ne sont pas nécessairement contigués sur le
génome de référence.

La méthode que nous avons proposée reposait sur plusieurs idées :

1. indexer la référence en utilisant une transformée de Burrows-Wheeler afin d’économiser
de I'espace mémoire, bien moins abondant a cette époque;

2. découper chaque read en séquences chevauchantes de longueur k, des k-mers, afin d’étre
robuste a tout type de mutations (substitution, insertion ou délétion) ainsi qu’aux épis-
sages ou fusions;

3. prendre en compte le nombre d’occurrences de chaque k-mer provenant des reads pour
distinguer les erreurs de séquencage;

4. réaliser un micro-assemblage des reads afin de pouvoir identifier des événements biolo-
giques qui surviennent aux extrémités d"un read.

L'intérét de réaliser un micro-assemblage s’explique par l'utilisation de k-mers. En effet,
pour identifier correctement un événement biologique (ou une erreur de séquengage), il est
nécessaire d’avoir un k-mer avant et apres I'événement correctement localisé sur le génome
(voir figure 2.1 page ci-contre). Dans le cas d’un événement séquencé a 'extrémité d’un read,
il n’est pas possible que des k-mers soient identifiés avant et apres celui-ci, rendant impossible
sa détection. Ce probléme était d’autant plus saillant que les reads étaient particuliérement
courts en 2009 (et pouvaient souvent faire moins de 100 nucléotides (nt)).

Afin de pouvoir a la fois connaitre le nombre d’occurrences de k-mers et naviguer dans
les reads pour trouver ceux qui chevauchent celui qu’on aimerait étendre, nous avions besoin
d’une structure d’indexation de reads idoine. Nous avons congu une structure d’indexation
pour des reads qui permette a la fois de connaitre les occurrences de k-mers de reads, mais
également de trouver tous les reads qui comportent un k-mer donné. Cette structure d’indexa-
tion, appelée Gk-arrays (Philippe et al., 2011), s’appuie sur une table des suffixes modifiée, une
table inverse et une table de comptage.

3. Le RNA-seq est le séquengage a haut débit des ARN présents dans un échantillon, c’est-a-dire des séquences
transcrites d’un ensemble de cellules. L’analyse de ces données permet de connaitre les génes qui sont exprimés et le
niveau de ces expressions.
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FIGURE 2.1 - En bleu foncé, sont représentées les positions de début de k-mers dans les reads
qui sont localisés de maniere unique sur le génome, en orange sont représentées les positions
de début de k-mers qui ne sont pas localisées sur le génome, en bleu clair sont schématisées
les localisations sur le génome du k-mer qui précede et qui suit la rupture de localisation.
La différence entre 1’écart de positions de ces k-mers sur le read et sur le génome permet de
déduire le type d’événement biologique en cause, sans réaliser d’alignement (figure issue de
Philippe et al. (2013)).

La méthode de localisation des reads et de détection d’événements biologiques a été mise
en ceuvre dans un logiciel libre appelé CRAC, et publiée ensuite (Philippe et al., 2013). Néan-
moins, 1'idée de micro-assemblage des reads a été abandonnée faute de temps pour la déve-

lopper.

2.1.1 Impacts des recherches

Ce projet est d'une certaine maniére assez emblématique de la suite de mon parcours en
bioinformatique. C’est d"une part un projet assez appliqué puisqu’il consiste & produire un lo-
giciel pouvant étre utilisé par toute équipe de bioinformatique intéressée. D’autre part, CRAC
s’appuie sur des fondements théoriques qui permettent de proposer un logiciel efficace en
temps et en mémoire. Enfin, la concrétisation méme des idées sous-jacentes a CRAC a néces-
sité de revenir sur des considérations théoriques et de proposer une nouvelle structure d’in-
dexation. Cela illustre — si besoin était — la maniere dont recherche théorique et appliquée
peuvent étre particulierement intriquées, si tant est qu’on arrive a les distinguer, y compris au
sein d’'un méme projet. Cela montre également que le découpage choisi au sein de ce manus-
crit est forcément en partie artificiel, méme s’il a aussi sa cohérence.

Plus fondamentalement, la réalisation du logiciel CRAC a été tres riche d’enseignements.
La collaboration avec un laboratoire de biologie est primordiale afin de proposer un logiciel
qui puisse répondre a des questions pertinentes, plutdt qu’a des mirages. Revenir aux don-
nées, comprendre les résultats produits par le logiciel sur des séquences caractéristiques a
été primordial afin d’améliorer le logiciel et pour combler le fossé qui sépare les belles idées

7



théoriques et leur confrontation a la dure réalité des suites de nucléotides séquencées. Vouloir
produire un logiciel utilisable par toute équipe de bioinformatique * requiert des efforts qui
sont probablement incompatibles avec une éventuelle volonté de publier a un rythme effréné
(les premiers développements ont eu lieu en 2009 et le papier a été publié en 2013) mais ils
favorisent sans doute une adoption plus large du logiciel. Pour autant, afin qu’il soit utilisé
dans le long terme, un logiciel doit non seulement étre maintenu mais il doit également évo-
luer avec les avancées méthodologiques, ce qui demande un investissement conséquent qui
n’a pas été possible sur ce logiciel.

Plus concretement, le logiciel a été bien accueilli (Melton, 2013) et a été utilisé dans divers
laboratoires a travers le monde avec lesquels nous n’avions aucun lien. Le développement
autour de CRAC a continué, surtout a Montpellier, avec des étapes de post-traitement afin de
raffiner la recherche de génes ou transcrits de fusion et d'intégrer des informations obtenues
a partir des annotations. Il a aussi donné lieu a la création d"une startup (SeqOne) par Nicolas
Philippe, depuis devenue une PME, méme si au final 'entreprise n'utilise pas CRAC en interne
(leurs applications portant peu sur du RNA-seq).

2.2 FEtude des recombinaisons V(D)]

Fin 2010, Martin Figeac, qui était ingénieur de recherche a l'institut de recherche en can-
cérologie de Lille (IRCL), a contacté notre équipe de bioinformatique Bonsai (que je venais
de rejoindre en tant que maitre de conférences) afin d’initier une collaboration pour étudier
des données de séquengage a haut débit portant sur les recombinaisons V(D)J. Nous avons
répondu a cette demande, avec Mathieu Giraud, qui était CR CNRS dans 1'équipe a cette
époque.

Les recombinaisons V(D)] sont un mécanisme de recombinaison de I’ADN survenant dans
les lymphoblastes, les lymphocytes immatures. Ce mécanisme, mis en évidence par Tonegawa
(1983), est a I'origine de la production d’anticorps ou de récepteurs des lymphocytes T, impli-
qués dans la réponse immunitaire adaptative (Murphy et Weaver, 2016).

Au-dela de l'intérét évident pour I'immunologie, I’étude de ces recombinaisons a aussi un
grand intérét pour le suivi, voire le pronostic, de cancers du sang. En effet, une recombinai-
son V(D)] peut étre vue comme un processus aléatoire qui va engendrer un segment d’ADN
hautement spécifique de la cellule dans laquelle elle s’est produite. Ainsi, la recombinaison
V(D)J peut servir de marqueur de cette cellule, et de toutes ses descendantes, ce qui est tres
utile quand il s’agit de suivre I’évolution d’un cancer au cours du temps. En effet, si un lym-
phoblaste ou un lymphocyte devient cancéreux, toutes ses cellules descendantes partageront
la méme recombinaison V(D)J?, on parle alors de clone. Une fois la recombinaison V(D)] de la
population de cellules cancéreuses identifiée, il suffit ensuite de suivre, avec une PCR quantita-
tive, sa concentration par rapport aux autres cellules, pour connaitre 1’évolution de la maladie.
Il s’agit de la quantification de la maladie résiduelle.

Pour initier un tel projet, comprendre plus précisément la biologie des recombinaisons
V(D)]J est indispensable.

2.2.1 Biologie des recombinaisons V(D)]

Tous les vertébrés a machoire disposent d’'un ensemble de geénes V (Variable), D (Diver-
sity) et J ( ) (Hsu, 2009). Lors de la maturation des lymphocytes, seul un exemplaire de
chaque catégorie est aléatoirement sélectionné et ils sont juxtaposés sur le génome, a travers
un mécanisme de recombinaison, de telle maniére qu'une seule protéine sera produite a partir
de la recombinaison de trois genes (Murphy et Weaver, 2016), voir figure 2.2 page suivante.
Ce mécanisme de recombinaison VD] est a I'origine, chez 1’étre humain, des chaines lourdes
des immunogobulines (IGH, pour ImmunoGlobulin Heavy) et des chaines f et § des récepteurs
des lymphocytes T (TRB et TRD, pour T-cell Receptor Beta/Delta). Un mécanisme similaire de
recombinaison (la recombinaison VJ) existe pour les chaines légeres des immunoglobulines

4. Ce que certains qualifieraient de TRL (Technology Readiness Level) 7 ou plus.

5. Par souci de simplicité, on considérera que la recombinaison V(D)] d’une population de cellules cancéreuses
reste la méme. Ce n’est que partiellement vrai puisque des mutations, voire des changements de génes V peuvent
survenir. Sans méme parler des cas oil les tumeurs sont hétéroclites et oit des populations initialement minoritaires se
révelent étre résistantes au traitement, leur conférant un avantage sélectif évident.
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a) Dans le génome d'une cellule n’ayant pas eu de recombinaison VDJ.

i W Vs o Ves D1 D, Ds...Dxy Ji J2 J3 Ja Js... Je

i

b) Apres la premiére étape de la recombinaison

i W Vi oo Vs D1 Dy Ds.. Di2s I Js

T

c) A la fin de la recombinaison

i » V... VDl Js... Je

!

FIGURE 2.2 — Les étapes d’"une recombinaison VD], qui recombinent un ensemble de genes V
(Variable), D (Diversity) et] (Joining). a) Dans un génome n’ayant pas eu de recombinaison VD]
(ce qui est le cas de toutes les cellules sauf les lymphoblastes ayant entamé leur maturation), les
geénes V, D et ] ne sont pas recombinés. b) La recombinaison VD] débute par la recombinaison
d’un gene D avec un gene J. ¢) Ensuite le méme processus a lieu entre un gene V et les génes
D-J déja recombinés. C’est la fin de la recombinaison.

ATTA GTC

FIGURE 2.3 — Détail d'une recombinaison VD]J. De la diversité est ajoutée lors de la recombi-
naison : des nucléotides sont supprimés au niveau de la jonction entre les genes et d’autres
nucléotides peuvent étre aléatoirement insérés. Ici 7 nucléotides sont supprimés a la fin du
geéne V recombiné, 2 nucléotides sont supprimés au début et 1 a la fin du gene D recombiné
et 4 nucléotides sont supprimés au début du gene ] recombiné. De plus, les nucléotides ATTA
sont ajoutés entre le géne V et D, les nucléotides GTC sont ajoutés entre les genes D et J.

(IGL ou IGK) et les chaines « et y des récepteurs des lymphocytes T (TRA et TRG), dans les-
quelles il n'y a pas de géne D. La recombinaison V] s’effectue donc uniquement entre un géne
Vet un géne]J.

Chez I'étre humain, pour la chaine lourde des immunoglobulines, 194 genes V, 37 génes
D et 9 genes ] sont recensés par la base de données de références d'IMGT®, IMGT/GENE-
DB (Giudicelli et al., 2005). D’un point de vue combinatoire, pres de 65000 recombinaisons
différentes sont possibles. Ce nombre peut sembler élevé, il est en fait ridiculement faible au
regard de la diversité des épitopes ® a reconnaitre.

En réalité, la recombinaison VDJ ne consiste pas uniquement en une recombinaison de
trois ensembles de genes, mais également en un enrichissement en diversité. Au moment de
la recombinaison d"un gene D et d"un gene J, ainsi que lors de celle d"un gene V avec les génes
D-J déja recombinés, des nucléotides sont retirés au niveau de la jonction entre les geénes re-
combinés. De plus, des nucléotides sont aléatoirement ajoutés au niveau de ces jonctions (voir
figure 2.3). Au final, la recombinaison V(D)] est longue de 250 a 550 nucléotides, avec une
région hautement spécifique (de la fin du V au début du J) qui fait, au maximum, quelques
dizaines de nucléotides. Cette région, délimitée par une cystéine a la fin du V et une trypto-
phane au début du J, s’appelle le CDR3 (Complementary-Determining Region 3). Cest la région
la plus importante d'un point de vue immunologique car c’est elle qui sera le plus en contact
avec I’épitope.

D’un point de vue combinatoire, cette diversité de recombinaisons VD] ou V] (ensuite no-
tées V(D)]), constitue pour les lymphocytes B un répertoire d’anticorps potentiels estimé a
10'2 et de 10'° 4 10'® en tenant compte des mutations somatiques (Briney et al., 2019). Bien en-
tendu, il s’agit d"un répertoire théorique et ne représente pas le nombre d'immunoglobulines
différentes qu'un individu peut avoir a un instant donné (Rees, 2020). Néanmoins, cela donne
une idée de I'immensité de la diversité des répertoires des recombinaisons V(D)] et cela aide
a comprendre en quoi une recombinaison V(D)] peut servir a identifier de maniere probable-

6. Les épitopes sont des fragments de protéines auxquels se lient les immunoglobulines (ou anticorps) et les
récepteurs des lymphocytes T.



ment unique une population de cellules, par exemple cancéreuse. Pour autant, il faut prendre
garde au fait que certaines recombinaisons sont retrouvées chez de nombreux individus dif-
férents, possiblement en raison de réponses convergentes a de mémes épitopes (Briney et al.,
2019).

2.2.2 Historique des méthodes d’identification de recombinaisons V(D)]

L’obtention de séquences nucléiques de recombinaisons V(D)J n’a pas attendu le séquen-
cage a haut débit mais a débuté avec le séquengage Sanger. Des outils bioinformatiques adap-
tés a I’analyse de quelques dizaines ou centaines de recombinaisons ont été développés a cette
époque. Le premier, dés le début des années 1990, semble étre DNAPLOT (Miiller et Althaus),
ensuite rendu utilisable plus simplement via une interface par IMGT (Giudicelli ef al., 1997),
puis renommé en IMGT/V-QUEST. Ensuite, le logiciel Blast a été adapté a la question des
recombinaisons V(D)], dans une déclinaison appelée IgBlast a partir de 1’an 20007, mais for-
mellement publié bien apres (Ye et al., 2013). Pour le premier, DNAPLOT, la méthodologie n’est
que peu décrite mais il s’agit a priori d’alignement d’une recombinaison vis-a-vis des bases de
données de génes V, D et ] de référence.

Vont ensuite suivre JOINSOLVER (Souto-Carneiro et al., 2004), SoDA (Volpe et al., 2006),
VDJSolver (Ohm-Laursen et al., 2006), iHMMune-align (Gaéta et al., 2007) et AB-origin (Wang
et al., 2008). Dans ces logiciels, les approches sont diverses (Blast, maximum de vraisemblance,
HMM, simulations de Monte-Carlo, ...) mais le but reste le méme : caractériser le mieux pos-
sible quelques recombinaisons V(D)].

La logique va changer avec le développement du séquencage a haut débit. Alors qu’au-
paravant une seule séquence était obtenue par séquencage Sanger, a partir d'un ensemble
de molécules a priori semblables et issues d’'un méme clone, désormais chaque molécule est
séquencée et un méme clone biologique peut étre a l'origine de milliers, voire millions, de
séquences produites par le séquenceur.

D’une part il devient important de rassembler les séquences qui proviennent probablement
d’une méme population clonale, on parlera de clonotypes. D’autre part, il est indispensable de
proposer des méthodes capables de passer a I’échelle.

C’est dans ce contexte que nous avons commencé a travailler (Mathieu Giraud et moi-
méme) sur la question de l'identification de recombinaisons V(D)] dans des données de sé-
quengage a haut débit, en collaboration avec le CHU de Lille qui avait sollicité notre expertise
a ce sujet fin 2010.

Probléme

A partir d’un ensemble de reads issus d'une expérience de séquencage a haut débit, proposer
une méthode efficace en temps rassemblant ces reads par clonotype et caractérisant ces
clonotypes par leur recombinaison V(D)].

2.2.3 Conception de notre méthode d’identification - Vidjil

Avant d’aborder la méthode que nous avons congue pour détecter les clonotypes et identi-
fier les recombinaisons V(D)J, je vais brievement commencer par décrire la méthode que nous
n’avons pas retenue. Il existera ainsi au moins un endroit ot1 sera présent ce résultat négatif!

Inspirés par CRAC, nous avons imaginé une approche sans a priori dans laquelle nous
pourrions découper les parties V, D et ] d’'une recombinaison ADN juste en comptant les
occurrences des k-mers dans tous les reads. L'évolution de ce comptage le long du read de-
vrait nous permettre d’identifier la zone hautement spécifique de la recombinaison V(D)], qui
contient les insertions et le géne D le cas échéant. En effet, les k-mers faisant partie de cette
région devraient étre de bien plus faible occurrence que les k-mers avoisinants qui ne se trou-
veraient que dans le géne V ou que dans le géne J. De méme, comme il existe plus de génes V
que de geénes J, un k-mer provenant d’un gene V devrait avoir une plus faible occurrence dans
le jeu de reads qu'un k-mer provenant d'un gene J. L'étude du nombre d’occurrences des k-
mers dans un read comportant une recombinaison V(D)] devrait donc avoir le profil suivant :
d’abord le gene V avec un nombre d’occurrences relativement élevé, puis une région assez
courte, entre le géne V et le gene J, olt le nombre d’occurrences s’effondre (la région contenant

7. On ne retrouve pas de trace du logiciel avant.
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FIGURE 2.4 — Nombre d’occurrences des k-mers d"un read contenant une recombinaison V(D)]
parmi la collection complete de k-mers des reads. L'évolution de la courbe permet de constater
une chute soudaine du nombre d’occurrences de k-mers vers la fin de la séquence pendant
une quarantaine de nucléotides, légerement interrompue par un bref sursaut. Cette évolution
permet d’identifier relativement précisément la fin du gene V, et le début du gene ], dont le
nombre d’occurrences est trés élevé car il existe peu de geénes J, il y a donc une faible diversité.
Le petit sursaut entre le géne V et le géne ] peut étre dti a la présence d’'un gene D. Les k-mers
présents a la jonction V-D et D-J sont tres spécifiques de ce clonotype et donc relativement
rares.

les jonctions, avec leurs insertions et délétions) puis une région correspondant au géne J ot
le nombre d’occurrences devient élevé. Ce travail a été mis en ceuvre par un stagiaire de M2,
David Chatel, encadré par Mathieu Giraud et moi-méme (voir figure 2.4). Malheureusement,
les bornes de la fin du V et du début du | n’étaient pas détectées suffisamment finement avec
une telle méthode, en particulier en présence d’un clone ultra-majoritaire, ot1 tous les k-mers
sont tres fortement retrouvés.

2.2.3.1 Une approche qui constitue d’abord les clonotypes

Néanmoins, nous avons gardé un principe de cette approche : nous considérons qu’il n’est
pas indispensable d’aligner tous les reads contre les génes V, D et ] de référence. En effet, en
partant du postulat que nous pouvons arriver a reconstituer les clonotypes correctement, alors
chaque clonotype correspond a un ensemble de reads qui contiennent une méme recombinai-
son V(D)] (éventuellement a quelques menues différences pres). Il suffit alors de désigner un
read comme bon représentant de cet ensemble et d’identifier sa recombinaison V(D)]. Une
telle approche a le gros avantage de limiter drastiquement les calculs, puisque dans les cas
pathologiques que nous avons a traiter un méme clonotype peut étre constitué de dizaines de
milliers voire de centaines de milliers de reads.

Il reste alors a identifier les clonotypes sans avoir a aligner tous les reads contre les sé-
quences de référence. Pour cela nous allons nous contenter de détecter une « fenétre » de taille
fixe centrée entre la fin du V et le début du J. Tout read possédant la méme séquence nucléique
dans la fenétre sera considéré comme faisant partie du méme clonotype. L'approche requiert
d’identifier la fin du V et le début du J dans le read. En découpant chaque read en graines
chevauchantes (en k-mers, par exemple) et en recherchant ces graines parmi les génes V ou ]
de référence, nous allons pouvoir identifier le début ou la fin (approximative) des genes V et J.
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Geénes V Gene ]

V; GTACCACAGCTC \ J, AACGTGACCAT
V, GTCCCACACCTC \

1Indexation par graine ##-##

AA-GT, AC-AC, AC-AT, AC-CC, AC-GC, AC-TC, AC-TG
CA-AC, CA-AG, CA-CT, CC-AC, CC-CA, CG-GA
GA-CA, GT-AC, GT-CC

TA-CA, TC-CA, TG-CC

Index des instances de la graine

##-## pour les Vet ]

read

GTACCACTGCGTTCGTGACTAC

Instances de graine

identifiées dans le read = —" — ! D e —
Fin identifiée du V "~ Début identifié du ]
|[CACTGCGTTCGTGAC|

Fenétre identifiant
le clonotype

FIGURE 2.5 — Illustration de 'heuristique employée pour définir les clonotypes. Une ou plu-
sieurs graines sont utilisées pour indexer le répertoire des genes V et ] connus. Chacune des
instances de graine dans le read est recherchée dans l'index, afin de déterminer s’il s’agit d"une
instance V ou ] ou si elle nappartient a aucun des deux. Par exemple pour GTACC, au début
du read, l'instance de la graine ##-## est GT-CC, qui apparait parmi les instances de graines
V. La position du milieu de la fenétre, de taille fixe, identifiant le clonotype, est définie comme
le milieu entre la fin identifiée du V et le début identifié du J.

Une telle approximation suffira a définir nos clonotypes, qui seront identifiés par une fenétre
de w nucléotides centrée sur la position centrale entre la fin du V et le début du J (voir fi-
gure 2.5). Les graines employées peuvent aussi bien étre des k-mers que des graines espacées.
En pratique, nous utilisons des graines espacées, que l'on peut voir comme des k-mers dans
lesquels certaines positions ne sont pas considérées (des jokers). Dans notre cas, nos graines
ont un seul joker, il est au milieu. Ainsi, en un temps linéaire dans la taille du jeu de reads en
entrée nous identifions les clonotypes de ce jeu de reads.

Cette approche, oli on commence par constituer les clonotypes avant de procéder a l’ali-
gnement, est a rebours des autres méthodes, notamment IMGT /HighV-QUEST (Alamyar ef al.,
2012), MiXCR (Bolotin et al., 2015), IMSEQ (Kuchenbecker et al., 2015), partis (Ralph et Mat-
sen 1V, 2016), IgRec (Shlemov et al., 2016) pour citer les plus connues. En effet, I'approche
classique que suivent ces autres méthodes est, dans un premier temps, d’aligner chaque read
contre les séquences de référence, puis, une fois la recombinaison V(D)] bien caractérisée, de
constituer les clonotypes selon différents criteres (identité du CDR3 en acides aminés, prise en
compte de mutations, etc.).

Notre constitution de clonotypes est une méthode sans alignement. Pour la mener & bien,
une table de hachage sulffit a identifier les instances de graines espacées qui sont présentes
dans un geéne V ou J. Lapproche est donc linéaire 8, mais pour une seule chaine (de récep-
teurs) donnée. En effet, le répertoire des genes V et ] change pour chaque chaine et il faut donc
renouveler l'opération pour chacune, notamment car des graines différentes peuvent étre uti-
lisées selon les chaines (des graines plus courtes sont utilisées pour des chaines ayant peu de

8. Si on suppose le temps d’acces aux tables de hachage constant.

12



FIGURE 2.6 — Automate d’Aho-Corasick pour la graine espacée #-# sur la séquence ACAC.
Les instances de la graine sont donc A-A et C-C, qui seront indexées comme {AAA, ACA,
AGA, ATA, CAC, CCC, CGC, CTC}. Chaque fleche grisée correspond au résultat de la fonction
d’échec, telle que définie par Aho et Corasick, pour I'état de départ.

genes). Il s’agit de la méthode que nous avons initialement développée et publiée dans le lo-
giciel Vidjil (Giraud et al., 2014). Au final, notre complexité ne dépend pas que de la longueur
de la séquence donnée en entrée mais également du nombre de chaines a analyser, ce qui est
peu élégant en théorie, et plus cotliteux en pratique.

Indexation multi-graines

Pour remédier a cet écueil, il est indispensable d’indexer les instances de graines des diffé-
rentes chaines dans un méme index. Une table de hachage n’est donc plus adaptée puisqu’il
faudrait tester explicitement les différentes longueurs de graines possibles. A la place, nous
avons besoin d"une solution pour trouver toutes les occurrences de graines (peu importe leurs
tailles) dans un read. Cela correspond donc au probleme de rechercher plusieurs motifs dans
un texte, pour lequel il existe une solution dont le temps ne dépend pas du nombre ou de la
longueur des motifs a rechercher : I'automate d”Alfred Aho et Margaret Corasick (1975).

En effet, chaque instance de graine peut étre vue comme un motif a ajouter dans ’automate
d’Aho-Corasick et le read est le texte dans lequel rechercher ces instances de graines. L'auto-
mate est donc construit une seule fois sur I'ensemble des génes V et ] de toutes les chaines.
Les instances des graines espacées sont gérées de maniére naive : chaque trou de la graine est
remplacé par chacun des 4 nucléotides possibles, le nombre d’instances de graines est donc ex-
ponentiel dans le nombre de trous de la graine espacée d’origine, mais en pratique les graines
que nous utilisons n’ont qu’un seul trou (voir figure 2.6).

Pour chaque read, 'automate d’Aho-Corasick permet d’avoir ’ensemble des instances de
graines qui ont été retrouvées, parmi 1’ensemble des chaines existantes. Parmi les instances
retrouvées, certaines probablement juste par chance, il reste a identifier de quelle chaine est le
plus probablement issu notre read. Le nombre de hits ne suffit pas a identifier cela, puisque les
graines peuvent étre de tailles variables. A la place, nous utilisons un calcul de probabilités qui
a pour but d’évaluer si le nombre de graines retrouvées differe de ce qu’on aurait pu attendre
par hasard. Nous considérons qu'une seule graine d’une chaine donnée a une probabilité «
d’apparaitre dans une séquence aléatoire a une position donnée, ot a est le taux de chargement
de I'index (c’est-a-dire le nombre d’instances de graines de cette taille indexées pour cette
chaine par rapport au nombre total d’instances possibles de cette taille). Ainsi, nous calculons
la probabilité d’avoir, par chance, au moins x instances de graines avec une probabilité «,
dans une séquence de 7 k-mers, avec Y/ (#)a’(1 — a)"~". Une fois la chaine identifiée, celle
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ayant la probabilité minimale, il reste a déterminer la derniere instance pertinente de graine
appartenant au gene V et la premiére pertinente appartenant au géne J afin d’identifier la
« fenétre » qui nous sert a définir un clonotype.

Atténuer I'influence des faux positifs

Loin de l'idéal théorique qu’on pourrait imaginer, les génes V et ] peuvent présenter des
similitudes, plus que ce qui pourrait étre attendu par hasard. Aussi, il est possible que, par
malchance, une instance de graine J soit identifiée au milieu d’un V, ou inversement. Ce cas
est illustré dans la figure 2.5 page 12 : la derniere instance de graine identifiée dans le J vient en
fait d'un géne V. Afin de ne pas méprendre cette occurrence pour la fin du V, la fin identifiée
du V est définie comme la position de fin de la derniére instance de graine V qui maximise
le nombre d’instances de graines V a sa gauche et d’instances de graines ] a sa droite. On
définit de maniere similaire la position de début du J. Dans la figure 2.5 page 12, a la position
identifiée de fin du V, il y a quatre instances de graines V a gauche et deux instances de graine
J a droite (soit un total de six). Cela maximise bien le nombre d’instances de graines, car si
nous avions choisi la derniére instance de graine V, nous aurions eu cinq instances V a gauche
et zéro instance J a droite.

Conséquence des faux négatifs

Les erreurs de séquengage ou des mutations non documentées dans les bases de référence
peuvent induire des faux négatifs, c’est-a-dire des instances de graines non identifiées. La
pire des situations correspond a une différence qui apparaitrait dans ce qui aurait da étre la
derniére instance de graine V ou la premiére instance de graine J. Dans cette situation, un faux
négatif aura pour effet de légerement décaler la fenétre par rapport a la position qu’elle aurait
dt avoir.

Nous atténuons cet effet en utilisant des graines espacées, dont le joker est au milieu. Ainsi,
le décalage maximal induit par une différence mal placée sera au maximum de la moitié de la
taille de la graine.

Dans le cas d'une erreur de séquencage a proximité de la fenétre, le read ne fera pas partie
du clonotype auquel il aurait di appartenir et cela aura pour effet de minorer la taille absolue
des clonotypes. La taille relative ne sera que peu affectée, 4 moins qu'un clonotype soit par-
ticulierement touché par des erreurs de séquencage. Nos usagers hospitaliers étant intéressés
par les clonotypes les plus abondants, ce point na pas été identifié comme critique.

Dans le cas d’une différence due a une mutation, le décalage de la fenétre sera reproduc-
tible pour tous les clonotypes présentant la mutation. Le clonotype sera donc bien identifié. Le
risque est que la fenétre se retrouve intégralement dans le V ou dans le J (et non a cheval entre
les deux), ce qui pourrait la rendre non spécifique. Néanmoins, puisque le décalage maximal
induit par une telle différence est de la moitié de la taille de la graine, ce risque est improbable
avec une taille de fenétre suffisante.

2.2.3.2 Caractérisation de la recombinaison V(D)] d’un clonotype

Une fois les clonotypes constitués, il reste indispensable d’identifier la recombinaison V(D)]
qui correspond au clonotype. En effet, la recombinaison V(D)] n’est pas seulement un moyen
de distinguer les populations de lymphocytes, mais les génes utilisés, leurs bornes de début
ou de fin, le taux de mutations, sont des informations utiles pour le pronostic ou le suivi de la
maladie.

Heuristique a base de k-mers pour l'identification de la séquence représentative d’un clo-
notype

A partir d’un clonotype, correspondant a m reads pour lesquels une fenétre identique a
été identifiée, nous calculons une séquence représentative de ces reads, ce qui est une heuris-
tique pour éviter le calcul d’une séquence consensus qui serait trop cotiteux. A la place, si le
nombre de reads est élevé dans le clonotype, seul un échantillon des reads aléatoire, donc re-
présentatif, est considéré. Ensuite, par définition, tous les reads partagent une méme séquence
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Fonction representativeClonotype(R, w, k):
Entrées : R : reads (éventuellement échantillonnés) constituant le clonotype

Entrées : w : séquence de la fenétre identifiant le clonotype
Entrées : k : taille des k-mers

representative <— ;
index < countKmers(R, k);
pour chaque read dans R faire
seq < plusLongueSequenceRepresentative(read, index, |R|, w, k);
si [seq| > |representative| alors
representative <— seq;
fin
fin
retourner representative;
Fonction plusLongueSequenceRepresentative(read, index, w, nb, k):
Entrées : read : séquence d’un read
Entrées : index : comptage des k-mers sur 'ensemble des reads
Entrées : nb : nombre de reads pris en compte
Entrées : w : séquence de la fenétre, considérée unique
Entrées : k : taille des k-mers

pos +— read find(w);
debut < pos — 1;
tant que debut > 0 et index[read[debut . . debut + k — 1]] > ”71’ faire
| debut — —;
fin
debut + +;
fin < pos + |w|;
tant que fin < |read| et index[read[fin . .fin +k — 1]] > ”7’” faire
| fin++;
fin
fin——;
retourner read[debut . . fin];
Algorithme 1 : Algorithme de calcul d"une séquence représentative pour un ensemble de
reads partageant une séquence w commune. On considere que la fonction countKmers existe
par ailleurs et construit un index des k-mers de la collection de reads fournie en parametre.

correspondant a la fenétre. Il s’agit donc du point de départ au calcul de la séquence représen-
tative et celle-ci est étendue autant que possible vers la droite ou la gauche, tant que le résultat
est suffisamment consensuel (tant qu’on ajoute des k-mers qui sont vus dans au moins 50 %
des reads?). La séquence représentative la plus longue est conservée (voir I'algorithme 1).

Par simplicité, nous considérons que la séquence représentative doit apparaitre dans un
read. L'hypothése est moins forte qu’il n’y parait. A 0,5% d’erreur (le taux habituel pour un
séquenceur MiSeq (Stoler et Nekrutenko, 2021)), un read de 500 nt a 8 % de chances d’étre sans
erreur. Méme pour un clonotype de seulement 10 reads, la probabilité d’avoir un read sans
erreur est de 57 % 1°. En pratique, les clonotypes les plus abondants, qui sont ceux investigués
par les biologistes sur un échantillon diagnostic, sont généralement constitués de milliers de
reads.

9. Ce n’est pas exactement ce qui est indiqué dans I'algorithme : le nombre d’occurrences du k-mer ajouté doit
représenter au moins la moitié du nombre de reads du clonotype. S'il existe des k-mers fortement répétés, la condition
pourrait étre atteinte sans que la moitié des reads du clonotype présente le k-mer. Néanmoins les recombinaisons
V(D)J sont peu répétées (elles sont codantes). L'approximation est donc raisonnable, a partir du moment o1 k est
suffisamment élevé.

10. En pratique les reads sont plus courts et chevauchants, ce qui permet de corriger une partie des erreurs. Les hy-
pothéses présentées ici sont donc plutdt défavorables, méme si I’hypothése sous-jacente d’indépendance des erreurs
n’est pas totalement acquise.
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Comparaison de la séquence représentative aux génes de référence

Une fois la séquence représentative obtenue, ce qui nous intéresse est de connaitre les ca-
ractéristiques de la recombinaison V(D)J qu’elle contient. Plutét que d’aligner la séquence re-
présentative obtenue directement contre tous les génes V et J de la chaine considérée, nous
utilisons a nouveau I’heuristique qui identifiait le clonotype, consistant a trouver des graines
provenant des génes V ou J. Néanmoins, cette fois nous ne nous intéressons pas uniquement
a savoir si une graine du read provient d'un géne V ou d’un gene J, mais également de quel
gene il s’agit. Cette opération permet d’identifier en temps linéaire les genes V les plus pro-
bables (cette opération n’est pas réalisée pour les genes J car ils sont beaucoup plus courts et
moins nombreux, 'alignement sur ceux-ci est donc peu cofiteux). Cela limite I’alignhement par
programmation dynamique a ces génes (et a leurs différents alleles).

A I'heure actuelle, prés de 200 genes V différents sont recensés par IMGT, la base de réfé-
rence, pour la chaine lourde des immunoglobulines (IGH). Au lieu d’aligner chaque séquence
contre ces 200 genes (et leurs alléles!), il suffit, dans le meilleur des cas, de n’aligner que contre
un seul geéne. En pratique, cette heuristique permet d’accélérer I'alignement sur les IGH (la
chaine la plus diverse) par un facteur 20.

2.2.4 Vers une application utilisable en routine clinique

L'importance clinique des résultats produits par Vidjil (I'identification de séquences, ser-
vant comme marqueurs utilisés pour le suivi de leucémies) rend indispensable la mise en
place de certaines pratiques pour assurer une qualité adéquate du logiciel.

Il est indispensable de s’assurer que les recombinaisons V(D)J identifiées par Vidjil sont
correctement annotées, c’est-a-dire que les génes V, D et ] sont correctement positionnés sur la
séquence. En effet, dans cette recombinaison de plusieurs centaines de nucléotides, seule une
quinzaine de nucléotides consécutifs seront utilisés afin de concevoir la sonde qui servira a
la quantification par PCR lors des suivis du patient. Cette séquence se doit d’étre spécifique
du patient et, plus précisément, du clonotype identifié afin de bien suivre I'évolution d'une
population de cellules cancéreuses. Or, mal positionner les génes V, D et ], c’est risquer de
laisser penser a un-e biologiste qu'une séquence n’est pas présente dans un gene V, D ou J,
alors qu’elle I’est. Si la sonde utilisée par le laboratoire correspond a une séquence d’un gene
V, D ou ], il est évident que la quantification ne refletera pas celle de la population cancéreuse.
Nous avons mis a contribution les biologistes utilisant Vidjil : nous leur avons demandé de
recenser des recombinaisons V(D)J et d'indiquer les annotations qui leur semblent pertinentes.
Une demi-douzaine de collégues ont contribué, ce qui nous a initialement permis d’intégrer
plus de 200 séquences réelles a un jeu de tests (Salson et al., 2016) sur lequel les résultats de
Vidjil sont systématiquement vérifiés, en plus de tests unitaires ou fonctionnels plus classiques.
Désormais, ce sont plus de 500 séquences qui composent ce jeu de tests.

2.2.5 Mise en ccuvre et résultats

La partie analyse de séquences a été codée en C++ dans un logiciel libre, désormais ap-
pelé Vidjil-algo. Dans notre article initial (Giraud et al., 2014), nous montrons sur des données
simulées que notre heuristique est autant en concordance avec des logiciels commencant par
aligner chaque read sur les geénes de référence, que ces logiciels entre eux (IMGT/V-QUEST et
IgBlast), y compris avec des taux de mutations élevés atteignant 9 %. Dans un article en pré-
paration, nous montrons que notre nouvelle heuristique, utilisant I’automate d’Aho-Corasick,
est jusqu’a cing fois plus rapide que notre heuristique précédente. Elle peut traiter 2 millions
de séquences en moins de 3 minutes, 1a ot MiXCR, un logiciel tres utilisé, y passe un peu
moins de 3 heures, mais fournit des informations plus complétes.

D’autre part, afin d’assurer une adoption plus aisée du logiciel par les biologistes ou tech-
niciens hospitaliers, et en lien avec la notion d’utilité développée par Douglas et al. (2011),
nous avons entrepris de proposer une application web pour gérer les aspects serveur (upload
de fichiers, lancement de jobs avec file d’attente, enregistrement des métadonnées, etc.) ainsi
que client (visualisation interactive des résultats d’analyse de Vidjil). Cette application libre a
été développée en Python et Javascript (voir figure 2.7 page suivante). Marc Duez, stagiaire
de M2 ensuite recruté comme ingénieur en CDD, a travaillé sur ces aspects (Duez et al., 2016),
puis différents contrats ingénieurs ont permis de continuer le développement. Cette applica-
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diagnosis day 61 day 92

TRGV2 TRGV3 TRGV4 100%
: oole
TRGJ1 o2 .. o8 10%
‘ 1%
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FIGURE 2.7 — Trois vues de l'application web Vidjil : en haut a gauche, la vue en scatterplot
ol chaque cercle représente une population de séquences ADN partageant la méme fenétre
(un méme clonotype), arrangé selon les génes V et ] du clonotype, avec la taille des cercles qui
correspond a la quantification associée a chaque clonotype; en haut a droite, le graphique de
I’évolution au cours du temps des différents clonotypes; en bas, la sélection de quelques-unes
des courbes/ cercles permet de visualiser les séquences ADN correspondantes et de les aligner,
voire de les envoyer a des outils externes pour confirmer les analyses ou pour obtenir de plus
amples informations.

tion web est également testée fonctionnellement par interaction automatique avec le naviga-
teur, y compris sur des navigateurs anciens reflétant 1'usage dans les hopitaux, afin d’éviter
le plus possible des problemes bloquants qui impacteraient les hopitaux dans leur utilisation
quotidienne.

Le code de l'application globale est accessible sur un dépdt Gi
pour 'application web sont fournies sur Docker Hub.

t!! et des images Docker

2.2.6 Impacts des recherches

Le projet a été initié par une collaboration avec 'IRCL et le département d’hématologie du
CHU de Lille. De fait, I'outil que nous avons développé avec Mathieu Giraud était donc des-
tiné a une utilisation probable en hopital. Des études rétrospectives, en lien avec nos collegues
du CHU de Lille, ont permis de s’assurer de la fiabilité des résultats obtenus, y compris pour
le suivi de maladie résiduelle (Salson et al., 2017).

Rapidement, le CHU de Lille a pu prendre possession du logiciel, en toute indépendance,
et 'utiliser en parallele de la méthode conventionnelle dés janvier 2015 afin de vérifier la ro-
bustesse des résultats obtenus avec Vidjil sur les données de séquengage a haut débit (Ferret
et al., 2016).

En parallele, d’autres hopitaux ont eu connaissance de 1’application. En particulier, des ho-
pitaux parisiens (Necker, Pitié-Salpétriere) ont rapidement évalué 'application et I'ont adop-
tée. L'un de ces hopitaux a d’ailleurs recruté un ingénieur, Florian Thonier, afin de travailler
sur 'application web Vidjil. L'application web intuitive n’est pas étrangere a ’adoption pré-
coce et rapide de Vidjil.

Néanmoins, je pense que l'algorithme y a joué un role également. Loin de I'image d’utili-
sateurs qui voient l'application comme une boite noire, nos collegues biologistes ou hémato-
logues cherchent a comprendre le fonctionnement interne de notre algorithme, afin d’en cerner
les limites. Pour autant, je ne prétendrais pas qu’il s’agit d’algorithmicien-ne-s sensibles a la
beauté d'une heuristique et que c’est cet aspect qui aurait suscité leur adhésion mais, a 1'in-
verse, l'aspect « boite noire » de certaines solutions commerciales peut les rebuter. De plus, si
nous avons pu proposer une application web ouverte publiquement, sans financement dédié,
pour lancer des analyses sur des données de séquengage a haut débit, c’est que 1'heuristique

11. https://gitlab.inria.fr/vidjil/vidjil
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de notre logiciel Vidjil-algo était frugale. Aussi, un simple serveur, loué quelques euros par
mois, moins puissant que mon ordinateur portable de 1’époque suffisait a répondre aux be-
soins. Il n’en aurait pas été de méme avec les logiciels qui utilisent I'autre approche, celle de
commencer par aligner tous les reads.

Avec 'aide des responsables des départements d’hématologie de ces hopitaux parisiens
(Elizabeth Macintyre et Frédéric Davi), nous avons intégré en 2014 le consortium européen
EuroClonality-NGS, chargé de développer, standardiser et valider des protocoles d’analyse
de recombinaisons V(D)] dans le cadre du suivi des cancers hématologiques. Ce consortium
nous a ouvert la porte de laboratoires européens qui ont commencé a utiliser Vidjil (Allemagne,
Italie, République Tcheque, Royaume-Uni), méme si ce consortium développait également un
logiciel en interne. Grace a cette implication dans le consortium, I’application Vidjil figure dans
les recommandations du consortium (méme si, évidemment, de maniére moins percutante
que pour le logiciel interne) (Briiggemann et al., 2019). D’autre part, il s’agit du seul logiciel
cité dans deux chapitres, portant sur I'identification de marqueurs dans les leucémies aigués
lymphoblastiques et sur 1’évaluation du statut mutationnel dans les leucémies lymphoides
chroniques, dans un livre édité par le consortium EuroClonality-NGS (de Septenville et al.,
2022 ; Villarese et al., 2022).

Une structure pour pérenniser l’application

Avec I’adoption croissante de notre application Vidjil, en particulier par des structures hos-
pitalieres ayant des contraintes réglementaires d’accréditation, son support par une équipe
de recherche n’était ni raisonnable ni envisageable. En effet, en 2019, ce sont chaque jour pas
moins d’une cinquantaine de lancements de notre algorithme (Vidjil-algo) que nous avons re-
censés sur notre serveur principal. Ce sont également plusieurs hopitaux qui sont passés au
séquengage a haut débit et a l'utilisation de Vidjil pour 1’analyse des recombinaisons V(D)]
en routine hospitaliere. En 2023, ce sont au moins les hopitaux de Lille, Paris (Necker, Pitié-
Salpétriere, Robert Debré, Saint-Louis), Caen, Nantes, Limoges, Lyon, Nice, Rennes, Toulouse,
Bruxelles (Belgique), Monza (Italie), Padoue (Italie), Vilnius (Lituanie), Londres (Royaume-
Uni) et Boldrini (Brésil) qui ont recours a Vidjil en routine hospitaliere. D’autres, comme Stras-
bourg ou Lausanne, sont en phase d’expérimentation.

Nos tutelles nous ont fortement incités a monter une start-up afin de pérenniser l'activité
autour de Vidjil. Néanmoins, une telle demande me semble éthiquement questionnable, pour
des raisons bien mises en avant dans les recommandations de justice sociale du comité éthique
de HUGO (Human Genome Organisation) :

Therefore, genomic research should be a reciprocal exchange between individuals and com-
munities, with researchers, funders, and sponsors, so that all participants (human beings
as originators of sequences) share in the benefits of the research through knowledge disse-
mination and progress, and not just as end-product users, for the reason that may create
inequity because of commercial interests and differential access.

Capps et al. (2019)

Pour ces raisons éthiques d'une part, pour des raisons pratiques d’autre part, ce n’est pas
la solution que nous avons privilégiée. Nous avons cherché a monter une structure la plus
ouverte possible, afin de rester dans l’esprit du logiciel libre que nous avions mis au point, et
afin de poursuivre l'aspect collaboratif fort, que nous avons eu des le démarrage de ce projet.

A partir de 2018, nous avons construit un consortium sans but lucratif, VidjilNet, au sein de
I'action InriaSoft, conduite par 1'Inria, destinée a pérenniser les logiciels libres développés au
sein d’équipes Inria. Nous avons ainsi pu monter une structure répondant a nos aspirations,
a laquelle des hopitaux adherent (en fonction de leur usage du logiciel) et qui leur offre une
écoute, une co-construction du logiciel, ainsi qu'une garantie sur des aspects réglementaires.
Les adhésions des hopitaux servent ensuite a financer les salaires des ingénieurs qui travaillent
sur le projet (1,5 a 2 ETP), ainsi que les frais annexes. Florian Thonier a été le premier ingé-
nieur ainsi financé des 2019, ensuite rejoint par Marc Duez en 2020. Le contrat de Marc s’est
terminé et il n’a pas souhaité continuer. Un nouvel ingénieur rejoint 1'équipe fin 2023, Clément
Chesnin. A terme, notre but est que le consortium VidjilNet puisse a la fois s’auto-financer et
s’auto-gérer sans que Mathieu Giraud ou moi n’y ayons de role d’encadrement.

Le lien que nous avons tissé avec notre communauté d’utilisateurs hospitaliers a été re-
connu par la remise de l'accessit du prix du logiciel libre de la recherche dans la catégo-
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rie « communauté » remis en 2022 par le ministére de 'enseignement supérieur et de la re-
cherche 2.

2.2.7 Pistes de recherches

L'utilisation importante de Vidjil en milieu hospitalier a inévitablement amené un certain
nombre de questions, certaines soulevant des aspects algorithmiques intéressants.

2.2.7.1 Indexation

La quantité importante de données que nous avons accumulée au cours du temps (début
2023, ce sont plusieurs dizaines de milliers d’échantillons qui ont été analysés) a rapidement
posé la question de I'indexation de ces données.

En effet, afin d’assurer le suivi des patients, les biologistes médicaux utilisent Vidjil pour
identifier les clonotypes majoritaires et utilisent les séquences ADN de ces clonotypes afin de
définir des sondes pouvant étre utilisées en PCR quantitative pour mesurer la maladie rési-
duelle. La conception de sondes pose la question de la spécificité d'une telle sonde. Or, on sait
que certains clonotypes peuvent étre relativement courants (on parle de clonotypes publics ou
partagés (Briney et al., 2019 ; James et King, 2020)), il s’agit par exemple des clonotypes avec
peu ou pas d’insertion/délétion. Pour le suivi d'un cancer, il serait ennuyeux d’utiliser une
séquence ADN qui corresponde a un clonotype public. Dans un tel cas, la maladie résiduelle
quantifiée correspondrait-elle vraiment a de la maladie résiduelle ou a la présence habituelle
de clonotypes publics?

Pouvoir rechercher dans les données déja séquencées permet de s’assurer qu'un clonotype
particulier n’a jamais été rencontré auparavant parmi les séquences des patients déja analy-
sés. Cette solution d’indexation, qui associe a la fois des données de séquencage et certaines
métadonnées, est détaillée en section 3.3 page 36.

2.2.7.2 Exploitation des données existantes

Certains facteurs pronostiques ont été établis en fonction des décennies de recul a partir
de I’analyse de données de recombinaisons V(D)] obtenues par électrophorese sur gel ou sé-
quengage Sanger. Ainsi, pour les leucémies aigués lymphoblastiques (LAL), la quantification
des clonotypes principaux, un mois apres le diagnostic, définit le niveau de risque d’évolu-
tion défavorable de la maladie. Concernant les leucémies lymphoides chroniques, ce risque
est évalué par le taux de mutation du gene V du clonotype principal.

Pour autant, l'avénement du séquencage a haut débit donne accés a des informations d"une
richesse bien plus importante. L'exploitation d"une partie des données analysées par Vidjil, en
les mettant en lien avec des informations de survie ou de rechute des patients, pourraient per-
mettre d’identifier de nouveaux facteurs pronostiques s’appuyant sur la totalité du répertoire
plutdt que sur le ou les clonotypes principaux. Idéalement, ces nouveaux facteurs seraient plus
efficaces a classer les patients a bas risque ou a haut risque, mais ils pourraient aussi servir a
avancer cette stratification des le diagnostic pour les LAL et non plus un mois apres.

Dans un tel projet, le défi n’est pas tant du coté bioinformatique que du cdté clinique,
avec la nécessité de connaitre 1’évolution du patient, alors que les biologistes médicaux n’ont
pas nécessairement cette information. La tenue d’un tel projet nécessiterait des financements,
a la fois pour la partie bioinformatique, mais également pour la partie clinique. En effet, il
serait nécessaire de recontacter les hopitaux d’oli proviennent les patients afin d’avoir des
informations a jour sur leur devenir.

2.2.7.3 Décomposition en blocs

Le mécanisme de recombinaisons V(D)] apparait simple et propre, tel que je I'ai présenté.
Néanmoins, au fur et & mesure de I'évolution du projet, nous avons pu constater que ce mé-
canisme n’était pas toujours aussi bien réglé que la théorie pourrait le laisser penser. Le cas
le plus simple de dérogation a la regle correspond aux recombinaisons incomplétes, pour les-
quelles le mécanisme de recombinaison n’est pas allé a son terme. Des recombinaisons moins

12. https://www.enseignementsup-recherche.gouv.fr/fr/remise-des-prix-science-ouverte-du-
logiciel-libre-de-la-recherche-83576
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FIGURE 2.8 — Illustration du résultat d"une heuristique plus souple de détection de séquences
appartenant a différents groupes. Dans un premier temps, les occurrences des instances des
graines sont identifiées, pour chaque groupe de séquences d’intérét (ici les groupes de genes
V et ] des différentes chaines de récepteurs, dénotés par différentes couleurs). Ensuite, a par-
tir des occurrences ces instances, des zones cohérentes correspondant a un méme groupe de
séquences sont déterminées. Notons que certaines instances peuvent étre ignorées car elles ne
contribuent pas suffisamment pour constituer un groupe en tant que tel. Par exemple, les deux
instances violettes (correspondant a IGLV) dans le premier groupe IGHV sont ignorées (car il
est plus probable qu’il s’agisse d"un groupe IGHV) et l'instance rouge unique, entre le groupe
IGH] et IGLV, est également ignorée.

attendues peuvent survenir comme des recombinaisons ayant de multiples génes D, des re-
combinaisons entre deux genes V (éventuellement dans des sens différents), entre deux genes
D, etc.

Notre heuristique initiale cherchant des instances de graines correspondant a un gene V
d’une part et correspondant a un gene | d’autre part était bien adaptée a une recombinai-
son idéale mais elle I’est moins pour des recombinaisons atypiques. Nous pouvons adapter
I'heuristique pour des recombinaisons incompletes (en fournissant les génes D a la place du
répertoire des génes V, ce sera une recombinaison D] qui sera cherchée), voire des recombinai-
sons VV inversées. Néanmoins, ce bidouillage est intellectuellement peu satisfaisant et montre
ses limites sur des situations plus complexes.

Ala place, il serait plus pertinent de définir une heuristique qui délimite des blocs dans une
séquence a partir d’'un nombre r de répertoires différents (comme dans la figure 2.8). Chaque
bloc, non chevauchant, correspondrait & un facteur de la séquence présentant des similarités
statistiquement significatives avec 1'un des répertoires. Certaines parties de la séquence pour-
raient ne correspondre a aucun bloc. Dans l'état actuel de notre heuristique, nous sommes
limités a r = 2. L'idée serait donc de généraliser 1'heuristique. Avec Mathieu Giraud, nous
avons co-encadré un stage court de M1 mais le sujet nécessiterait un travail plus approfondi.
Un tel travail pourrait trouver des applications au-dela des recombinaisons V(D)]J, dés qu’il
est nécessaire de détecter rapidement des séquences composées de différents blocs.

2.2.7.4 Détection de sous-clonotypes

L’heuristique qui est au cceur de Vidjil regroupe les reads sur la base d’une identité exacte
avec une fenétre centrée sur la région de haute diversité d’une recombinaison V(D)]. Néan-
moins, dans le cadre de 'évolution clonale, et a fortiori pour des cancers, différentes sous-
populations peuvent se développer a partir d'un méme clone, il serait donc opportun de les
identifier. Notre heuristique ne le permet pas.

Plutdt que de songer a une autre heuristique, qui serait probablement plus complexe, nous
avons identifié qu'un spectre de k-mers pourrait suffire a déterminer que différentes sous-
populations ont été mélangées sous un méme clonotype. En effet, un spectre de k-mers est un
histogramme du nombre de k-mers ayant un nombre d’occurrences donné. Les k-mers compris
dans la fenétre sont, par définition, tous présents parmi les reads formant le clonotype. Ces k-
mers constituent un extréme du spectre. A l'autre extréme figurent les erreurs de séquencage.
Au fur et a mesure qu’on s’éloigne de ces extrémes, il devrait y avoir une décroissance rapide
du nombre de k-mers (voir figure 2.9 page ci-contre). Ainsi on ne s’attend pas a ce qu'un k-
mer soit vu dans 60 % des reads. . . sauf si deux sous-populations ont été mélangées. Dans cette
situation, on devrait également voir un k-mer 40 % du temps. Cette observation est une tres
bonne approximation pour déceler les regroupements trop larges.

Pierre Doignies, Marie-Joe Karam et Guillaume Poslednik, pendant leur projet de fin d’an-
née de M2 bioinformatique de Lille, ont mis en place un prototype afin de pouvoir tester cette
hypothese. Agathe Bancquart, stagiaire du M1 bioinformatique, a repris ce prototype 'année
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FIGURE 2.9 — Différents spectres de k-mers pour illustrer la détection de sous-clonotypes.
Chaque spectre montre le nombre de k-mers distincts présents dans un pourcentage donné
des reads du clonotype. Par exemple, il y a une cinquantaine de k-mers qui sont présents dans
100 % des reads du clonotype (ce sont les k-mers de la fenétre). A. Situation ot1 il n’y a pas de
sous-clonotype : les pics a droite correspondent aux k-mers biologiques, les pics a gauche aux
erreurs de séquencage. B. Deux pics symétriques sont présents autour de 40 % et 60 %. Cela
suggere qu'il existe deux sous-clonotypes distincts : celui qui possede les k-mers de gauche
(présents dans 40 % des reads) et celui qui posséde les k-mer de droite (présents dans 60 %
des reads). C. Le dernier cas est plus difficilement distinguable. De nombreux sous-clonotypes
sont probablement mélangés.

suivante. Elle a analysé la pertinence des résultats et a raffiné les critéres pour distinguer les
sous-clones, afin de chercher a avoir des résultats satisfaisants.

Par la suite, il faudra intégrer une telle approche dans le logiciel Vidjil afin qu’elle puisse
étre proposée a nos utilisateurs et utilisatrices.

2.3 Identification des duplications en tandem

Les marqueurs génétiques dans les leucémies ne se restreignent pas aux recombinaisons
V(D)J mais sont nombreux. Dans les leucémies aigués myéloides (LAM), le marqueur le plus
fréquemment identifié est une duplication en tandem dans le gene FLT3, entre les exons 14 &
15. Cette altération est présente dans 12 % a 38 % des cas et est prédictive d"un plus fort risque
de rechute et d’une survie globale réduite (Beitinjaneh et al., 2010 ; Wu et al., 2016). La lon-
gueur de ces duplications est tres variable : de quelques nucléotides & quelques centaines de
nucléotides mais il s’agit quasi-systématiquement d"un multiple de 3, ce qui conserve le cadre
de lecture. La longueur de la duplication semble également étre un facteur pronostique de la
maladie (Polak et al., 2022). Enfin, le ratio allélique de la duplication (le rapport entre la quan-
tification de la version contenant la duplication et la quantification de la version germinale)
est un critere important. Les recommandations européennes mentionnent un ratio allélique de
plus de 0,5 comme facteur de risque (Dohner et al., 2017).

De maniere similaire a la genese de Vidjil, le département d’hématologie du CHU de Lille
nous a sollicités en 2020 afin de mettre au point une méthode fiable. Le but du CHU de Lille
est d’effectuer I'analyse de la duplication en tandem de FLT3 (FLT3-ITD) par séquencage a
haut débit, dans le cadre d'un protocole de capture ciblant d’autres genes pertinents dans les
LAM. Un logiciel doit pouvoir identifier les duplications en tandem dont le ratio allélique
est au moins de 0,5, déterminer leur séquence et estimer correctement le ratio allélique. Des
méthodes existantes et testées par Augustin Boudry, interne en pharmacie a la plateforme de
bioinformatique du CHU, co-encadré avec Martin Figeac, présentent des limites en terme de
sensibilité ou de quantification.

Probléme

A partir d'un ensemble de reads d’une expérience de séquencage a haut débit, proposer
une méthode efficace pour identifier les duplications en tandem issues d’un ou plusieurs
courts genes de référence, caractériser la longueur de ces duplications et quantifier cette
duplication par rapport a la version germinale.

Un article de synthese de 2021 résume les différentes approches alors existantes (Yuan
et al., 2021). L'ensemble des approches recensées s’appuient sur l'information venant de 1’ali-
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FIGURE 2.10 — Identification de duplication d'une séquence de référence T dans un read R
avec des k-mers (k = 3). La ligne du bas représente les positions des k-mers de R dans T. Par
exemple, le premier élément (3) correspond au k-mer CAG qui apparait en position 3 dans T.
Les tirets (-) correspondent aux k-mers de R qui n’apparaissent pas dans T (par exemple ATA
ou TAG). Figure traduite de Boudry et al. (2022).

gnement des reads sur un génome de référence (hormis GetITD qui aligne uniquement sur la
séquence d’intérét). Ensuite, les auteurs distinguent deux catégories : d"une part les approches
qui utilisent les résultats de I'alignement pour détecter la duplication (éventuellement en pro-
cédant a des réalignements), d’autre part les approches qui vont assembler tout ou partie des
reads discordants en contigs correspondant a des duplications potentielles sur lesquelles les
reads pourront étre réalignés. A l'inverse des méthodes présentées dans cette synthése, nous
avons fait le choix d’une approche sans alignement. Ce n’est néanmoins pas la seule, km est
également une approche sans alignement (qui n’était pas intégrée a la synthese) mais qui pro-
céde par comptage des k-mers et utilisation d’un graphe de de Bruijn pour identifier les du-
plications ou d’autres événements biologiques (Audemard et al., 2019).

Ici, I'analyse porte sur une séquence de référence tres courte de moins de 1000nt. L'in-
dexation d'une telle séquence n’est donc pas le défi. Au-dela de la précision de 1’analyse, mon
expérience de Vidjil m’a laissé penser qu’une analyse rapide serait un atout précieux pour deux
raisons :

1. Plusieurs échantillons de patients sont séquencés en une seule fois, les analyses n’ar-
rivent donc pas au fil de I'eau mais en bloc. Une heure de traitement pourrait sembler
dérisoire, mais s’il faut la multiplier par plusieurs dizaines d’échantillons, ¢ca ne I’est plus
tant que ca.

2. Plusieurs genes étant ciblés par le panel de capture, différentes analyses doivent étre
réalisées. L'identification des FLT3-ITD n’est qu'une des diverses analyses a mener.

A ces questions pratiques s’ajoute une question éthique : est-il raisonnable d’utiliser des res-
sources de calcul (pour calculer des alignements, par exemple) dont on aurait pu se dispenser
en utilisant une autre approche ? A la place, ces ressources auraient pu étre allouées a d’autres
projets ou les clusters de calcul sollicités pourraient étre plus frugaux.

L’approche utilisée dans CRAC (voir section 2.1 page 6), bien que tres simple, avait le mérite
de permettre d’identifier des événements variés. En adaptant la stratégie et en la spécialisant
pour la recherche de duplications, nous avons un levier pour une approche sans alignement.

L'idée, comme dans CRAC, ou d’une certaine maniere dans Vidjil, est de découper chaque
read en k-mers et d’utiliser les informations fournies par ces k-mers pour identifier une dupli-
cation. Les k-mers de la séquence de référence, une partie du gene FLT3, sont connus. Détecter
une duplication consiste donc simplement a détecter un retour en arriere dans la localisation
des k-mers d’un read sur la référence. En effet, au fur et a mesure de la lecture des k-mers dans
le read, on s’attend a ce que ces k-mers se suivent dans la séquence de référence. Des qu'un
k-mer nous fait revenir en arriere dans la séquence de référence, nous pouvons soupgonner
une duplication (voir figure 2.10).

Bien que simple, cette méthode est en réalité riche d’informations : en effet les positions des
k-mers suffisent a déterminer la longueur de la duplication et méme a identifier si des inser-
tions ont eu lieu en plus d"une simple duplication. Supposons que nous ayons une duplication
d’une séquence d. Nous avons donc une séquence 4 - d, que nous appellerons d;d, afin de dif-
férencier les deux parties de la duplication. Les k — 1 k-mers chevauchant le point de cassure
entre dq et dy débutent dans d; en positions |d| — (k — 1) a |d| — 1 et, a priori, n’existent pas
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p—1p - p4+ld-k - - - p p+l p+2 - Localisation des k-mers de R dans T.

[slop Lstart

N
Ces g k-mers 1a ne sont pas loca-
lisés (car chevauchant d; et d»).

FIGURE 2.11 - Localisation des k-mers d'un read lorsque celui-ci contient une duplication.
Le read contient une duplication d; = dy, localisée en position p dans T. La localisation des
k-mers de R est indiquée, comme dans la figure 2.10. Le k-mer qui démarre au début de d;
est, par définition, localisé en position p dans T, de méme pour le premier k-mer de d,. Les g
derniers k-mers de d; ne sont pas localisés (ici g = k — 1) car ils chevauchent d; et ds.

dans la référence. Notons g le nombre de ces k-mers non localisés, qui est ici k — 1. Appelons
kstop le dernier k-mer a étre bien localisé dans d, il s’agit du k-mer commencant en position
|d| — k dans d; (et finissant donc en position |d| — 1). Le premier k-mer a étre de nouveau lo-
calisé (appelons-le ktq¢) est le premier k-mer de d,. Supposons que d apparaisse en position
p dans la séquence de référence. Alors, ksiop apparait en position £sop = p + |d| — k dans la
séquence de référence et kgt apparait en position Cgqr = p (voir figure 2.11). La longueur de
la duplication est déduite de {stop +g +1 — lstart = p+ |d| —k+(k—1) +1—p = |d|. Le cas
théorique présenté ici est idéal : le dernier k-mer a étre localisé n’est pas nécessairement celui
en position |d| — k, celui en position |d| — (k — 1) pourrait aussi étre localisé du moment ot
d[0] est identique au nucléotide qui suit d dans la séquence de référence. Dans ce cas, ls1p est
incrémentée de 1, mais g (le nombre de k-mers non localisés) est diminué de 1. L'égalité reste
donc vraie malgré des substitutions, insertions ou délétions au niveau de la duplication (voir
figure 2.12 page suivante). Néanmoins, une approche par k-mers présente nécessairement des
limites auxquelles il convient de préter attention.

2.3.1 Atténuer I'impact des faux positifs

Grace a l'expérience acquise avec CRAC, j’ai rapidement eu conscience du risque de faux
positifs a cause de k-mers erronés qui pourraient par hasard correspondre a un k-mer de la
référence. Dans un tel cas on risquerait de détecter, a tort, une duplication en pensant qu’il y a
eu un retour en arriére dans la séquence de référence.

Pour limiter I'impact de tels faux positifs, nous avons deux stratégies. La premiére consiste
a corriger toutes les substitutions qui peuvent I’étre : dés qu'un k-mer n’est pas localisé, si une
substitution permet de le localiser dans la continuité des précédents, la correction est appli-
quée. La seconde consiste a vérifier la cohérence des positions sur plusieurs k-mers consécutifs
juste avant et juste apres le point de cassure de la duplication. Cela revient a simuler des k-
mers plus grands.

2.3.2 Rectifier la quantification

La quantification est importante pour la stratification des patients, en particulier avec le
critére d’un ratio allélique de 0,5 indiqué précédemment. Aussi, celle-ci doit étre la plus fiable
possible. Or, notre approche fondée sur les k-mers souffre d’un biais : certains événements
présents dans les reads ne pourront étre détectés. En effet, pour qu'une duplication soit détec-
tée, il faut que des k-mers avant et apres la duplication soient localisés sur la référence. Ainsi,
toute duplication a moins de K + 1 nucléotides !* d’une extrémité du read ne sera pas détectée
(en tout cas dans ce read-1a). La couverture étant généralement importante (pour les données
de capture cela peut étre de I'ordre de 1000x), il n'y a pas vraiment de risque de faux négatif,

13. Nous notons K la longueur des k-mers allongés simulés afin d’éviter les faux positifs.
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FIGURE 2.12 - Déduction de la longueur de la duplication a partir des occurrences des k-mers.
Figure adaptée de Boudry et al. (2022). Dans cet exemple, k = 3. A. Le k-mer ksto,=GAT présent,
une premiére fois, en position 2 dans R est localisé en position 5 dans T (ainsi qu’indiqué dans
tr). La longueur de la duplication est déduite de Esmp + g+ 1 — lstarr = 4, soit la longueur
de d. B. Cas o1 une mutation survient dans une région dupliquée. Par rapport a la version
A, kstop apparait deux positions plus tot mais ¢ fait alors deux positions de plus. Les deux se
compensent et on retrouve bien que la duplication est de longueur 4. C. Cas ol la premiére
lettre de la duplication (C) est identique a la lettre qui suit la duplication, en position 10. Dans
ce cas, aussi bien CAGAT que AGATC peuvent étre considérés comme dupliqués. Dans ce cas,
kstop est localisé une position plus a droite que dans le cas A, ce qui est compensé par le fait
que g fait une position de moins.

mais de biaiser la quantification puisque certaines duplications ne seront pas détectées alors
que les reads provenant de la version sans duplication seront, eux, bien comptabilisés. Ce biais
de quantification a donc pour effet de sous-estimer le ratio allélique.

Néanmoins, il existe une correction simple a apporter : elle consiste a estimer le nombre de
duplications qui n’ont pu étre détectées (ce qui dépend directement de la valeur de K choisie
et de la longueur des reads) et de rajouter cette estimation au nombre de reads effectivement
détectés comme présentant la duplication. En supposant que les reads sont uniformément
distribués * le long de la séquence de référence, il y a une proportion de % duplications
qui ne seront pas détectées, avec m la longueur du read. La quantification est donc corrigée
pour prendre en compte ces duplications manquantes. Nos expériences montrent que cette

correction améliore sensiblement la quantification.

2.3.3 Améliorer les performances de 1’algorithme

2.3.3.1 Performances en temps

Concevoir une méthode sans alignement ne garantit pas d’obtenir les meilleures perfor-
mances possibles, méme si les performances seront probablement supérieures aux méthodes
avec alignement.

Dans la situation qui nous concerne, a moins d’avoir des données de séquengage ayant
uniquement ciblé les exons 14 a 15 du gene FLT3, il est tres probable que la grande majorité
des reads ne couvrent pas cette région. Aussi, interroger une table de hachage avec chaque
k-mer du read pour que celle-ci réponde systématiquement que la clé n’existe pas semble re-
lativement peu efficace, bien que la complexité asymptotique d’interrogation d’une table de
hachage a adressage ouvert soit de O(1 + ), oi1 T est le taux de remplissage de la table (Cor-

14. A une échelle de quelques dizaines de nucléotides, 'approximation semble acceptable mais sera vérifiée expé-
rimentalement.
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men et al., 2022). Une alternative consiste en 'utilisation préalable d"un filtre de Bloom (1970),
une structure de données renseignant de maniére approximative (il peut y avoir des faux po-
sitifs) sur la présence ou l’absence de données indexées. Dans le contexte des FLT3-ITD, un
filtre de Bloom de 100000 bits suffit amplement, ce qui en fait une structure pouvant tenir
dans le cache L1 du processeur, le plus rapide. Avec trois fonctions de hachage, la probabilité
d’un faux positif est inférieure a 104, ce qui est largement suffisant. Le filtre sert d’oracle pour
déterminer sil est opportun d’interroger la table de hachage. Le filtre de Bloom sera donc in-
terrogé avec tous les k-mers du read et si, pour une proportion suffisante d’entre eux, le filtre
de Bloom indique une présence dans la séquence de référence, alors la table de hachage pourra
étre interrogée.

Ce simple ajout d"un filtre de Bloom a permis un gain en temps d"un facteur 12 dans nos ex-
périences (Boudry et al., 2022). Le multi-threading n’apporte qu'un faible bénéfice car le facteur
bloquant devient rapidement la décompression des fichiers en entrée (des FASTQ gzippés). En
effet, notre approche ne prend « que » trois fois plus de temps que la seule décompression, avec
GUNZIP, sur les mémes fichiers.

2.3.3.2 Performances en mémoire

L’algorithme passe dans un premier temps sur tous les reads et retient ceux qui présentent
suffisamment de k-mers communs avec la séquence de référence. Dans un second temps, ces
reads filtrés doivent étre analysés afin d’identifier sils présentent une duplication. Ensuite,
seules les duplications détectées un nombre suffisant de fois sont conservées. Enfin, pour
chaque duplication, leur quantification est estimée et les reads correspondants a cette duplica-
tion sont utilisés afin de calculer la séquence de chaque duplication.

Afin d’éviter de reparcourir la totalité du fichier originel de reads, les reads filtrés doivent
étre conservés en mémoire. L'espace mémoire nécessaire est néanmoins limité puisque le
nombre de reads présents dans la région d’intérét est (pour l'instant) restreint. Pour autant,
sur certains jeux de données, cet espace mémoire peut malgré tout atteindre quelques cen-
taines de mégaoctets. Un tel volume peut sembler négligeable en regard de la place utilisée par
d’autres logiciels du méme type (plusieurs gigaoctets). Néanmoins, il n’y a pas de réelle utilité
a conserver ces données dans la mémoire centrale de 1'ordinateur alors que nous avons uni-
quement besoin d’itérer sur les reads, donc sans nécessiter d’acces aléatoire. Par conséquent,
nous avons également développé une version oil les reads filtrés sont stockés sur disque. Dans
cette version, nous n’observons pas de pénalité sur le temps d’exécution. En revanche, 'espace
mémoire utilisé ne dépasse pas la vingtaine de mégaoctets.

2.3.4 Mise en ceuvre

L’approche a fait ’objet d'un prototype en Python par Sasha Darmon, stagiaire de L3 et
de nombreuses expériences ont été conduites par Augustin Boudry. J'ai réécrit le code du
logiciel (FiLT3r) en C++, que nous avons publié en nous appuyant sur des données de patients
obtenues par le CHU de Lille, avec une comparaison a la méthode conventionnelle (Boudry
et al., 2022). Le logiciel est disponible sous licence libre sur un dépot Git !°, et peut étre utilisé
via Docker.

Dans le but de favoriser 'utilisabilité a moindre frais, nous avons initialement envisagé de
proposer une page web sur laquelle pourrait étre faite I’analyse de FiLT3r uniquement coté
client. Une telle possibilité est envisageable en utilisant emscripten (Zakai, 2011), qui permet
de compiler du code C/C++ en Javascript pour une utilisation directe dans le navigateur. Mal-
heureusement, cela s’est avéré plus compliqué qu’espéré car la compilation de la bibliotheque
GATB (Drezen et al., 2014) que nous utilisons dans FiLT3r pose des soucis encore non résolus
avec emscripten.

Dans notre article (Boudry ef al. (2022)), nous montrons sur une cohorte de 185 patientes
et patients, que le logiciel est bien plus efficace en ressources de calcul (temps et mémoire)
et obtient des résultats légerement meilleurs que la meilleure approche identifiée par Yuan
et al. (2021) (FLT3-ITD-Ext) et que km. Les résultats sont a la fois meilleurs en terme de quan-
tification : les logarithmes des quantifications de FiLT3r correlent a 94 % avec la méthode de
référence, contre 90 % pour la méthode qui suit, FLT3-ITD-Ext; d’autre part, FiLT3r n’a aucun

15. https://gitlab.univ-1lille.fr/filt3r/filt3r
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faux négatif, ce qui n’est pas le cas des autres méthodes testées. Aucune méthode n’a de faux
positif.

Concernant les heuristiques introduites pour éviter les faux positifs, nous constatons que
désactiver 1'heuristique qui retire les substitutions entraine la détection d’un nombre accru
d’événements, en particulier de tres courts événements qui semblent étre des faux positifs. En
revanche, l'effet de la simulation des k-mers allongés ne présente pas d’intérét, ni d’inconvé-
nient : sur notre cohorte, les résultats restent identiques avec ou sans cette heuristique.

2.3.5 Impacts des recherches

Le projet est encore récent pour avoir un retour pertinent. Néanmoins, le logiciel est uti-
lisé chaque semaine au CHU de Lille pour I’analyse des échantillons de patients atteints de
LAM (environ 80 par semaine). Augustin Boudry a également présenté FiLT3r et nos résultats
a I’European LeukemiaNet, un réseau de plus de 200 centres répartis dans 44 pays pour le diag-
nostic et le traitement des leucémies. Il a également présenté ce travail a la société francaise
des biologistes moléculaires et est chargé de faire le contréle qualité de plus de 50 laboratoires
en utilisant FiLT3r.
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Chapitre 3

Indexation de données nucléiques

3.1 Meéthodes d’indexation

L’analyse de données issues des séquenceurs a haut débit n’est envisageable qu’avec des
méthodes capables de rechercher dans des volumes de données conséquents, qu’il s’agisse des
séquences brutes ou des séquences assemblées, comme des génomes. De telles recherches sont
le cas d"usage parfait pour la construction de structures d’indexation puisque les données dans
lesquelles rechercher (des génomes, des jeux de données brutes) sont statiques ou changent
peu souvent et sont trés fréquemment requétées. A I'arrivée des séquenceurs a haut débit, les
équipes de bioinformatique ont pu piocher dans les structures d’indexation pré-existantes, qui
avaient été concues dans la communauté de 1’algorithmique du texte.

3.1.1 Indexation d’une seule séquence de référence

Ainsi, les premiers outils de mapping ne s’appuyant pas sur de « banales » tables de ha-
chage se sont naturellement portés sur le FM-index, une structure d’indexation compressée
publiée en 2000 (Ferragina et Manzini, 2000) et reposant sur une technique de compression
(la transformée de Burrows-Wheeler) ayant de tres fortes similitudes avec une autre struc-
ture d’indexation, la table des suffixes (Manber et Myers, 1990). L’arbre et la table des suffixes
étaient, jusqu’au début du XXI siecle, les structures d’indexation de référence pour indexer
intégralement un texte. Leur inconvénient majeur est leur consommation mémoire, plusieurs
fois supérieure a I’'espace mémoire nécessaire pour le texte lui-méme (Lecroq et Salson, 2022).

La transformée de Burrows-Wheeler (BWT), introduite par Burrows et Wheeler (1994) dans
un rapport interne a leur entreprise, est une opération visant a réorganiser les lettres du texte
et qui a tendance a rapprocher les lettres identiques (voir figure 3.1).

La transformée de Burrows-Wheeler désigne a la Suite de caracteres identiques (runs)
fois I'opération et son résultat. Afin de distinguer les  gyr le chromosome 1 humain (N supprimés)

deux, il est parfois question de « transformation » de g

Burrows-Wheeler pour l'opération qui permet d’ob- 2 108  |— cChr1 |
tenir la transformée. La transformation de Burrows- % s BWT du chr 1
Wheeler d’un texte T consiste a concaténer (concep- T  10°|

tuellement) la derniére lettre de chacune des permu-  § .

tations circulaires de T triées dans l'ordre alphabé- g 1% |
tique (voir figure 3.2 page suivante). A partir du mo- b 102 | i
ment oil le texte T finit par un terminateur différent .5

de tous les autres caracteres, le tri des permutations % 10° L e ]
circulaires est équivalent au tri des suffixes, auquel on &

. 10 10t 102 10°
procede pour le calcul de la table des suffixes, d’ou Longueur des runs
la proximité entre les deux concepts. La transforma-

tion permet une compression plus efficace grace a la FIGURE 3.1 — Dans la transformée de
propension de la BWT a rassembler les lettres iden- Burrows-Wheeler du chromosome 1
tiques. Une propriété de la BWT, utilisée pour inver- chez I'humain, on observe des suites
ser la transformation, sert également a rechercher des de lettres identiques bien plus longues
occurrences d'un motif dans un texte. C’est I'utilisa- que sur la séquence d’origine.

tion de cette propriété pour la recherche de motifs qui
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AA$SCGAGACG ACGAAS$CGA|IG
GAA$CGAGAC AGACGAAS$CG
CGAA$CGAGA CGAA$CGAGA
ACGAAS$SCGAG CGAGACGAA|S
GACGAAS$CGA GAA$CGAGAC
AGACGAAS$CG GACGAAS$CG|A
GAGACGAAS$C GAGACGAAS$ O

01234546789

BWT(T) = AAGGGA$ CAC

FIGURE 3.2 — Illustration du calcul d’une transformée de Burrows-Wheeler (BWT). Toutes les
rotations cycliques du texte sont calculées, puis elles sont triées dans 1’ordre alphabétique. La
concaténation de la derniere lettre de chacune de ces rotations triées constitue la transformée
de Burrows-Wheeler. On constate que dans la BWT obtenue, les trois G sont consécutifs : c’est
la conséquence de la répétition de GA dans T. Il s’agit ici d'une illustration de 1’obtention de la
transformée de Burrows-Wheeler, mais pas d'un algorithme de calcul efficace puisque celui-ci
serait quadratique en temps et en espace.

constitue la principale avancée apportée par Ferragina et Manzini (2000). La structure d’in-
dexation qui en découle, le FM-index, repose sur une transformée de Burrows-Wheeler et
diverses structures de données annexes, la principale permettant de calculer efficacement le
rang d'une lettre dans la BWT.

Des structures de données fondamentales, auxquelles je me référerai plus loin, permettent
de connaitre en temps constant le rang d’une lettre quelconque dans un texte (opération rank)
ol la position de la i-eme lettre ¢ dans un texte (opération select). Dans un premier temps,
abordons la version binaire, oil le texte est une suite de bits. La solution pour connaitre le
nombre de 1 (ou de 0) jusqu’a une position quelconque est de précalculer un certain nombre
de rangs, mais suffisamment peu pour que 1'espace supplémentaire nécessaire soit négligeable
enregard de la taille du texte (voir Navarro et Mdkinen (2007)). Le wavelet tree est une structure
d’indexation pour répondre a de telles requétes sur des alphabets plus grands. Succinctement,
le principe est de se ramener au cas binaire. L’alphabet du texte est divisé en deux, les lettres
de la premieére moitié se voient attribuer un 0 et ’autre moitié un 1. Le processus est poursuivi
récursivement sur les sous-mots obtenus en ne gardant que les lettres de la premiére moitié
(sous-arbre gauche) puis celles de la deuxiéme moitié (sous-arbre droit). Une feuille de 1’arbre
est atteinte lorsque le sous-mot n’est composé que d"une seule lettre distincte, qui correspond
a l’étiquette de la feuille (voir figure 3.3 page suivante). Avec cette structure, les requétes sont
en temps logarithmique dans la taille de 1’alphabet, ce qui, dans le cas de 'ADN, peut étre
assimilé a du temps constant. La structure permet en plus de représenter le texte lui-méme
dans un espace succinct (c’est-a-dire asymptotiquement proche du minimum théorique), en
nlog o + o(nlog o) bits, avec n la taille du texte et o la taille de 1’alphabet.

3.1.2 Indexation de plusieurs séquences de référence

Depuis, en algorithmique du texte, la communauté a continué a proposer d’autres solu-
tions d’indexation, en particulier afin d’indexer des textes fortement similaires (des données
versionnées, par exemple sur un wiki ou un dépét Git, ou des génomes d’individus). Cer-
taines continuent a s’appuyer, en totalité ou en partie, sur la transformée de Burrows-Wheeler,
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FIGURE 3.3 — Le wavelet tree de AAGGGAS$CAC. Initialement I'alphabet de taille 4 ($, A, C, G)
est divisé en deux. On attribue un 0 aux lettres $ et A et un 1 aux lettres C et G. C’est cette
version binaire du texte qui est stockée a la racine du wavelet tree. Ensuite, le processus est
renouvelé dans les sous-arbres gauche et droit sur, respectivement, le sous-mot de T composé
des lettres $ et A (T)), et sur celui composé des lettres C et G (T;). Pour connaitre le rang du
A en position 5 dans T, il suffit de faire un rank de 0 a la racine jusqu’a la position 5, ce qui
nous donne 3 (il y a 3 zéros de la position 0 & la position 5). Nous savons donc qu’il y a 3 A
et $ entre la position 0 et 5 de T. Ensuite, nous renouvelons le processus dans le sous-arbre
gauche, en faisant un rank de 1 dans le sous-arbre gauche a la position 2 (le troisieme bit), ce
qui nous donne 3 (il y a 3 uns de la position 0 a 2). Ensuite, le sous-arbre droit de ce sous-arbre
nous amene a une feuille, ce qui achéve la requéte. Nous savons donc qu’en position 5 de T, il
s’agissait du troisieme A.

d’autres sur une autre technique de compression : la compression Lempel-Ziv et enfin cer-
taines ont exploré l'indexation compressée en utilisant des grammaires (par exemple Maki-
nen et al. (2010a) ; Navarro (2012) ; Valenzuela (2016) ; Belazzougui et al. (2017) ; Cobas et al.
(2021), et voir la synthése de Navarro (2021)). Pour autant, ces solutions n’ont pas encore sus-
cité autant d’enthousiasme de la part de la communauté de la bioinformatique des séquences
que le FM-index de Ferragina et Manzini. Cela peut s’expliquer d’une part en raison d'un
probleme de construction de certaines de ces structures, qui peuvent demander d’avoir a un
instant t toutes les données en mémoire, ce qui est inenvisageable lorsqu’il s’agit d’indexer,
par exemple, des milliers de génomes humains. Une autre explication tient a I’efficacité en mé-
moire des index obtenus. Bien que les niveaux de compression de ces structures d’indexation
peuvent étre trés appréciables, ils restent notablement insuffisants en regard du volume de
données en jeu. Ainsi, dans les expériences de Cobas et al. (2021), les meilleures compressions
atteintes sur des jeux de données d’ADN sont au-dessus de 0,1 bit par symbole, tandis que sur
les jeux de données de séquengage bruts on obtenait au mieux un décevant 2 bits par symbole.
L’approche hybride de Valenzuela (2016), CHICO, qui associe une compression Lempel-Ziv
avec l'indexation classique d'un texte « noyau », semble la plus efficace parmi ces solutions.
L’approche hybride a en outre 'intérét de pouvoir utiliser des indexations existantes, comme
celles de BWA ou Bowtie, afin d’étre compatible avec ces outils. Pour 1'indexation de 2000
chromosomes de 1 a 5 (2,4 Tpb), CHICO utilise environ 0,02 bits par symbole. Néanmoins, le
probleme de CHICO est sa construction, dont la consommation mémoire, proche du téraoctet
sur de gros jeux de données, le rend peu adapté en pratique (Kuhnle et al., 2020), ce qui a
conduit a la proposition d'une construction distribuée (Maarala et al., 2021), qui reste contrai-
gnante. De plus, lorsque 1'index CHICO a été adapté pour étre intégré dans un aligneur de
données pan-génomiques, les performances se sont notablement dégradées par rapport a ce
qui était présenté dans l'article princeps : 200 génomes humains étaient indexés a environ
2 bits par symbole (Valenzuela et Mékinen, 2017).

Du c6té bioinformatique des séquences, des propositions ont rapidement été formulées
afin d’indexer les quantités massives de génomes ou de reads produits. Puisque les approches

29



d’indexation mentionnées précédemment ne donnent pas complétement satisfaction, il s’agit
d’étre moins ambitieux. En effet, ces approches réalisent une indexation intégrale du texte,
laissant la possibilité de rechercher des séquences de n'importe quelle longueur. Oy, il est en-
visageable de concevoir des index moins flexibles, qui seraient moins gourmands en mémoire.
Une alternative a donc été d’indexer des k-mers plutdt que le texte intégral.

Par exemple, dés 2014, Danek et al. proposent une solution qui indexe un génome de réfé-
rence, puis qui indexe des informations sur les k-mers spécifiques de certains génomes indi-
viduels. Leur solution permet aussi de définir un compromis entre I'espace de stockage pour
I'indexation et la flexibilité de recherche : il est possible de n’indexer qu’une fraction des k-
mers des génomes. Ils arrivent ainsi a indexer 2000 génomes humains en moins de 16 Go
(voire moins de 8 en jouant sur certains parametres), soit environ 0,01 bit par nucléotide ! en
utilisant une quarantaine de gigaoctets pendant la construction. Cette solution, en dégradant
la flexibilité de recherche, obtient des performances tres satisfaisantes pour une utilisation en
pratique sur des milliers de génomes individuels. Plus récemment, Bfinda et al. (2023) par-
viennent, en optimisant le stockage grace a la phylogénie des especes, a indexer une collection
de génomes de SARS-CoV-2 en utilisant 18 octets par génome (0,005 bit/nt) et plus de 600 000
génomes microbiens, bien plus divers que des génomes humains, en utilisant 0,06 bit/nt (ou
4 bits par k-mer distinct). De maniere plus générale, I'idée d’indexer des k-mers est également
la solution privilégiée pour I'indexation de données de séquencage.

3.1.3 Indexation de données de séquencage

Dans ce cas d’application, I'indexation de milliers de jeux de données est un défi, car la
quantité de données se compte rapidement en téranucléotides. Néanmoins, le nombre de k-
mers distincts peut étre comparable aux quantités observées lors de 'indexation de génomes
humains. A titre d’exemple, un jeu de données couramment utilisé dans la communauté, et
introduit par Solomon et Kingsford (2016), consiste en plus de 2500 RNA-seq humains, re-
présentant 14 téranucléotides et 3,8 milliards de k-mers distincts (apres filtrage des k-mers les
moins fréquents). Pour autant, par rapport a l'indexation de génomes d’une méme espéce,
I'indexation de jeux de séquengage a haut débit présente une plus grande diversité, en raison
des erreurs de séquencage qui peuvent rester méme apres filtrage et en raison de la diversité
transcriptomique, s’agissant de I'indexation de RNA-seq.

La premiere solution, introduite par Solomon et Kingsford (2016), consiste en une collec-
tion de filtres de Bloom, stockée dans un arbre binaire. Chaque filtre de Bloom correspond a
un jeu de séquencage et enregistre la trace des k-mers présents dans chaque jeu de données.
Cette structure est probabiliste : il existe une probabilité non nulle de faux positifs. La aussi,
la solution pour faire face au volume de données a été de dégrader la recherche : seuls des
k-mers sont indexés, ils sont indexés de maniere probabiliste et la structure ne répond qu’aux
requétes d’existence. La structure de Solomon et Kingsford (2016) utilise 200 Go pour les 2 500
RNA-seq humains évoqués plus haut, soit environ 0,1 bit par nucléotide ou plus de 400 bits par
k-mer distinct (k = 20). L'idée continuera a étre exploitée et améliorée par plusieurs équipes
(voir la synthese de Marchet et al. (2021)). La structure la plus économe, HowDeSBT (Harris et
Medvedev, 2020), une évolution de la structure de Solomon et Kingsford, utilise moins d'un
dixiéme de la place requise par la structure d’origine. Les 2 500 jeux de données RN A-seq sont
indexés en 15Go?, soit moins de 0,01 bit par nucléotide ou une trentaine de bits par 20-mer
distinct. Cette idée d’indexation via des filtres de Bloom a également été exploitée avec suc-
ces pour l'indexation de données de séquencage microbien. Mes excellents collegues Camille
Marchet et Antoine Limasset ont proposé une approche simplifiée, toujours a base de filtres de
Bloom (Marchet et Limasset, 2023). La méthode ne permet pas de diminuer la taille de I'index
mais de gagner nettement en ressources (temps et disque) nécessaires lors de la construction,
ce qui leur a permis de construire leur index sur 32768 RNA-seq humains soit plus de 15 %
des RNA-seq humains disponibles publiquement sur SRA.

L'indexation par agrégation des filtres de Bloom de jeux de données n’est pas la seule ap-
proche qui existe. L'autre type d’approche consiste a indexer tous les k-mers ensemble, dans
une méme structure. Une information est ajoutée a ces k-mers, on dit alors qu’ils sont colorés,

1. Une quantification par k-mer unique serait plus pertinente, mais le nombre de k-mers distincts de leur jeu de
données n’est pas communiqué.

2. Pour remettre les choses en contexte, c’est environ la place requise pour une « banale » table des suffixes sur un
génome humain.
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afin de savoir a quels jeux de données ils appartiennent. La structure de données correspond
souvent, mais pas systématiquement, & un graphe de de Bruijn. Ce type d’approche a ten-
dance a étre un peu moins efficace en mémoire, mais a passer plus facilement a 1’échelle pour
la construction. Je montrerai en section 3.4 page 38 comment nous avons utilisé ce type de
structure pour indexer des jeux de données en rendant possible des requétes de comptage.

Enfin, en juillet, le NCBI a lancé le site PebbleScout permettant de rechercher dans diffé-
rentes collections de jeux de séquengage a haut débit composées, pour les plus grandes, de
quelques pétanucléotides (Shiryev et Agarwala, 2023). Méthodologiquement, I'approche est
relativement basique. Il s’agit d’indexer des minimiseurs dans un arbre B+, mais en pratique
I'avancée est majeure : pour la premiére fois, la recherche dans des millions de jeux de données
stockés sur SRA est rendue possible pour tous et toutes. Pour reprendre les criteres de Douglas
et al. (2011), I'utilisation de ce site coche de nombreuses cases en terme d’accessibilité, d"utilité
et de portabilité. Néanmoins, les requétes sont limitées a 1'existence de certaines séquences
dans des jeux de données.

3.1.4 Indexation pour la recherche approchée

Les outils de mapping, sur un seul ou sur de multiples séquences de référence, recherchent
les reads en tolérant des erreurs entre celles-ci et la région correspondante dans une des réfé-
rences. Pour réussir a trouver de telles occurrences, le plus simple serait intuitivement que la
structure d’indexation soit capable d’énumérer toutes les occurrences d’un motif a € erreurs
pres, dans le texte indexé. Si de telles structures d’indexation existent, elles ont 'inconvénient
d’étre exponentielles en € en espace ou en temps de requéte (Chan et al., 2010).

Une autre approche est préférée : celle du filtrage. L'idée est d’utiliser une structure d’in-
dexation qui ne permette qu'une recherche exacte. Grace a elle, on pourra rechercher des fac-
teurs de la séquence requétée, c’est-a-dire certaines sous-chaines de cette séquence. Méme s’il
y a des différences entre la séquence requétée et la séquence de référence, certains facteurs des
deux séquences seront identiques. Il s’agit donc d’une heuristique qui permet de trouver les
occurrences, et méme toutes si le taux d’erreurs est limité.

La recherche se produit en deux temps : dans un premier temps, il faut trouver les occur-
rences de certains facteurs de la requéte; dans un second temps, vérifier (généralement avec
un algorithme de programmation dynamique) si ce qui précéde ou suit chacune des occur-
rences est suffisamment similaire entre la requéte et la référence (le principe seed and extend).
Dans ce cas, inutile d’avoir une structure d’indexation capable de rechercher une séquence
en tolérant des erreurs. Notons néanmoins que Bowtie (Langmead et al., 2009), par exemple,
tolere des erreurs directement dans la premiere phase. Pour ce faire, les auteurs n’utilisent pas
une structure d’indexation atypique mais un FM-index classique. Ils se contentent d’énumérer
exhaustivement toutes les possibilités a € erreurs pres et de les rechercher.

Sur ces thématiques de l'indexation, qui sont particuliérement actives dans notre domaine
en raison de leurs implications, j’ai co-encadré deux theses et un post-doctorat. La premiere
these, réalisée par Christophe Vroland, avait pour but de trouver toutes les occurrences de
courtes séquences (d'une vingtaine de nucléotides) dans des génomes complets, en autorisant
jusqu’a trois erreurs, soit environ 15 % d’erreurs (voir section 3.2). La seconde these, réalisée
par Tatiana Rocher, portait sur I'indexation combinée de séquences ADN et de méta-données
qui y sont associées (voir section 3.3 page 36). Enfin le post-doctorat, réalisé par Camille Mar-
chet, se plagait dans le cadre d’'un projet ANR qui visait a indexer des milliers de jeux de
données de séquencage (voir section 3.4 page 38).

3.2 De nouvelles graines pour la recherche approchée

Comme indiqué précédemment, les structures d’indexation classiquement utilisées en bio-
informatique, qu’il s’agisse de tables de hachage ou de transformée de Burrows-Wheeler (1994),
ne donnent pas acces directement a ’ensemble des occurrences d'un mot a ¢ erreurs pres. Ces
structures sont adaptées a la recherche exacte de mots, mais devoir tolérer des erreurs lors de
la recherche conduit a modifier ces algorithmes de recherche.
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Des les années 1990, le principe utilisé par Blast (Alt- |
schul et al., 1990) était de découper la séquence a re-
chercher en blocs qui pourraient chacun étre recher-
chés de maniere exacte 3. Ce principe est celui du pi-
geonnier (ou du tiroir a chaussettes, selon les passions
de chacun-e), voir figure 3.4. En bioinformatique, il
convient de remplacer les cases du pigeonnier par des
blocs non chevauchants sur une séquence et les pi-
geons par des erreurs. Dans ce contexte, la propriété
la plus intéressante est d’avoir une case vide*, c’est-
a-dire un bloc sans erreur. Il suffit pour cela que le | 1 | ,
nombre de cases soit strictement supérieur au nombre FicuRg 3.4 — Un pigeg)r{nier 3 neuf
de pigeons. C’est-a-dire que pour rechercher une sé- 5505 Avec dix pigeons, il y a forcé-
quence avec ¢ erreurs, il suffit de la découper en e +1 ent au moins une case occupée par
blocs. Ce découpage suffira a garantir qu’au moins un  ge;;x pigeons.
bloc sera conservé et pourra étre recherché sans erreur ¢ gy g _ McKay et BenFrantzDale — Wiki-
avec notre structure d’indexation favorite. Le principe
du pigeonnier se place dans le cadre des stratégies seed
and extend, ou1 les graines peuvent étre des séquences consécutives sur la séquence, c’est-a-dire
des k-mers. Avec ce découpage en blocs, plus le taux d’erreurs augmente, plus le nombre de
blocs doit également augmenter. Ces blocs deviennent donc de plus en plus courts, ce qui les
rend peu spécifiques (pour filer la comparaison : plus un méme pigeonnier contient de cases,
plus ses cases sont petites et moins les pigeons peuvent y rentrer, ce qui les rend peu utiles).

Lorsqu’il s’agit de rechercher de courtes séquences de vingt nucléotides avec un fort taux
d’erreurs, par exemple des séquences de nucléotides avec 15 % d’erreurs (soit trois erreurs),
nous nous trouvons justement dans la situation oti les blocs obtenus seraient trop petits. Notre
séquence devrait étre découpée en quatre blocs, chacun de cinq nucléotides. Or, puisqu’iln’y a
que 1024 séquences de cinq nucléotides différentes, une telle séquence est trop peu spécifique
pour pouvoir étre recherchée directement dans un génome complet.

Dans une telle situation, les solutions envisageables ne sont pas pléthoriques. Des outils
génériques de mapping, comme Bowtie, ne sont pas adaptés a de tels taux d’erreurs. Il existe
en revanche des outils plus spécialisés, RazerS3 en est un exemple (Weese et al., 2012). Son but
est d’offrir une sensibilité parfaite, au contraire des heuristiques a la Bowtie qui ne peuvent le
garantir. Ce logiciel ne s’appuie pas sur une séquence de référence préalablement indexée, ce
qui ne 'empéche pas d’utiliser une stratégie de type seed and extend. L'étape d’identification
de graines repose également sur le principe du pigeonnier. L'étape d’extension s’appuie sur
une optimisation de 1’algorithme de Myers, utilisant des vecteurs de bits. Cette méthode rend
RazerS3 relativement efficace en dépit de sa capacité a identifier toutes les occurrences qui
existent. Il existe également des approches reposant sur un FM-index. readaligner (Mdkinen
et al., 2010b) découpe le texte en k-mers et indexe chacun de ces k-mers, concaténés a eux-
mémes, dans une transformée de Burrows-Wheeler. Cette stratégie leur permet de rechercher
directement, par exemple, le début d'un k-mer suivi de la fin de ce k-mer, et d’ensuite s'inté-
resser au milieu entre ce début et cette fin. Dans ’hypothése ol c’est le milieu du k-mer qui
comporte des erreurs, cela permet de reporter la phase de prise en compte des erreurs le plus
tardivement possible (afin d’éviter d’avoir trop de possibilités a considérer). La contrainte de
cette approche est que la taille des motifs que I'on peut rechercher est fixée dés I'indexation : k.
Enfin, on peut également s’appuyer sur des méthodes éprouvées reposant sur des approches
« seed and extend » a la Blast, comme exonerate (Slater et Birney, 2005), ot la phase d’extension
est optimisée en élaguant les zones a considérer dans la programmation dynamique.

Cette problématique ne se pose pas uniquement pour l'intérét théorique de la question :
nous l'avons formulée dans le cadre de la thése de Christophe Vroland (de 2012 a 2016) sur la
recherche de cibles de micro-ARN dans des plantes, co-dirigée par Hélene Touzet (Bonsai) et
Vincent Castric (unité Evolution, Ecologie et Paléontologie, a Lille). Ces micro-ARN, une fois
matures, sont de courtes séquences nucléiques d'une vingtaine de nucléotides qui en général
s’apparient imparfaitement a des ARN messagers (leurs cibles). Du point de vue de 1’algo-
rithmique du texte, I'imperfection de I'appariement se modélise en autorisant des erreurs lors

media Commons

3. Dans sa version nucléique, en tout cas.
4. Une fois n’est pas coutume. ..
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Nous garderons en
téte que, dans cette
section, « courte sé-
quence » correspond
a une séquence d'une
vingtaine de nucléo-
tides et que nous vi-
sonse =3

de la recherche (Dai et al., 2011). Bien entendu, cette simplification du probleme n’est pas suf-
fisante pour ne détecter que des cibles de micro-ARN, mais il s’agit d’une étape préalable,
d’autres filtres pouvant étre ensuite ajoutés pour raffiner les résultats (par exemple, a partir
des positions des erreurs, de I’énergie d"hybridation, de résultats d’expériences de séquencage
de complexes micro-ARN — ARN messager, etc.).

A partir de cette théorisation du probléme, nous allons voir comment faire évoluer le prin-
cipe du pigeonnier au cas de figure o1 le taux d’erreurs est important et tirer parti de structures
d’indexation efficaces.

3.2.1 Adaptation du principe du pigeonnier

L'application du principe du pigeonnier permet de se ramener a la situation o1 une partie
au moins de la séquence a rechercher est conservée. Cette partie conservée est généralement
appelée une graine. L'ensemble des occurrences d'une telle graine ne correspondront pas né-
cessairement a des occurrences de notre séquence d’origine a ¢ erreurs preés : toutes les graines
ne germent pas. Il s’agit en réalité d"un filtre : I'emploi d"une telle graine évitera de considé-
rer de nombreuses portions du génome. Appliqué tel que décrit précédemment, le principe
du pigeonnier est un filtre exact dans le sens ot il ne produit pas de faux négatif. Mais une
autre caractéristique importante du filtre est son pouvoir filtrant, c’est-a-dire la précision du
filtre : le ratio entre le nombre d’occurrences de la séquence complete a € erreurs pres et le
nombre d’occurrences totales de I'ensemble des graines possibles. Le probleme auquel nous
nous intéressons est le suivant :

Probléme

Identifier un filtre exact ayant un meilleur pouvoir filtrant que celui offert par le principe
du pigeonnier, afin de trouver toutes les occurrences d’'une courte séquence avec au plus e
erreurs.

Afin de proposer une solution a ce probleme nous allons nous intéresser a la situation out
une séquence quelconque n’est pas découpée en ¢ + 1 blocs, mais en € 4 2 blocs. Bien que le
changement paraisse mineur, il fait apparaitre des propriétés intéressantes que nous allons
exploiter.

Par définition, lorsqu'une séquence est séparée en ¢ + 2 blocs et que ¢ erreurs sont ac-
ceptées, il y a nécessairement au moins deux blocs qui n’ont pas d’erreur. Au-dela de cette
propriété évidente, la répartition des erreurs garantit de trouver systématiquement au moins
un bloc avec 0 erreur suivi par un nombre indéfini de blocs avec exactement 1 erreur, suivis
par un bloc avec 0 erreur. Une telle suite de blocs sera appelée graine 01%0 (voir la figure 3.5
page suivante pour des exemples). Plus formellement, soit P un mot de longueur m découpé
en p = e+ 2blocs, et P[0],..., P[p — 1] chacun de ces blocs. Une graine 01*0 correspond a une
suite de blocs P[i],...,P[j] avec 0 < i < j < p, ou le bloc P[i] contient 0 erreur, chacun des
blocs P[i’] contient exactement une erreur, avec i < i’ < j, et le bloc P[j] contient 0 erreur.

3.2.2 Avantages et inconvénients des graines 0170

Le premier avantage des graines 01*0 est de contraindre 1’espace de recherche. Par rapport
a une application classique du principe du pigeonnier, oi1 une seule partie avait 0 erreur, les
graines 01*0 garantissent d’avoir deux blocs avec 0 erreur tout en contraignant le nombre
d’erreurs entre ces deux blocs. En effet, en appliquant uniquement le principe du pigeonnier,
il est possible de rechercher un bloc avec 0 erreur immédiatement suivi par un bloc avec 3
erreurs, ce qui fait exploser 1'espace de recherche. Avec des graines 0170, ce n’est plus le cas.
Indépendamment du nombre d’erreurs recherché (¢), un bloc a 0 erreur sera forcément suivi
par un autre bloc a 0 erreur (cas 00) ou par une série de blocs avec 1 erreur suivis par un bloc
a 0 erreur (cas 0170).

D’autre part, la définition des graines 01*0 peut encore étre raffinée pour contraindre égale-
ment le nombre d’erreurs qui précédent et suivent la graine. Dans la figure 3.5 page suivante,
lorsqu’il y avait plusieurs possibilités, nous avons placé les graines 01*0 naivement, c’est-a-
dire en les mettant les plus a gauche. A la place, nous contraignons la définition de ces graines
pour limiter 1’espace de recherche. Ainsi si les blocs P[i], ..., P[j] correspondent a une graine
01*0, alors les blocs P[0], ..., P[i — 1] totalisent au plus i erreurs. Par exemple, dans la répar-

tition suivante des erreurs [2[0[0[0]1] la graine 01*0 ne sera pas constituée des deux
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FIGURE 3.5 — Répartition possible de trois erreurs parmi cinqg blocs. Pour la colonne du milieu,
o1 un bloc contient deux erreurs, seule une moitié des répartitions possibles a été représentée.
Il existe également les répartitions symétriques. Sont encadrés en gras les blocs correspondant
a un schéma 01*0. Dans certaines situations, en particulier dans la colonne de droite, il existe
plusieurs possibilités pour avoir une suite de blocs du type 01*0, seul le plus a gauche a été
mis en évidence.

0 i—1 i joojt+1 p—1
(2120 T 1 T---TTT]TO0J?]-[2]
< ierreurs =j—i—1lerreurs < p—j—1erreurs

FIGURE 3.6 — Répartition des erreurs dans une séquence découpée en p blocs, a partir de 1'oc-
currence d'une graine 01*0. Par définition la graine 01*0 contient exactement j — i — 1 erreurs
(1 erreur dans chaque bloc intermédiaire). Les blocs qui précedent et qui suivent ont au maxi-
mum autant d’erreurs qu’il y a de blocs.

premiers blocs a 0 erreur (puisqu’ils sont précédés par un seul bloc avec 2 erreurs), mais par
les deux derniers blocs a 0 erreur (qui sont bien précédés par deux blocs totalisant 2 erreurs).
Cette contrainte est symétrique, et donc les blocs P[j +1],..., P[p — 1] contiennent au plus
p —j — 1 erreurs. L'ensemble de ces contraintes sont résumées dans la figure 3.6. L'ajout de
ces contraintes garantit une unicité de la graine 01*0 pour une répartition donnée des erreurs,
lorsque le nombre d’erreurs est maximal. Cette répartition des erreurs peut désormais étre
utilisée afin d’optimiser la maniere de rechercher les occurrences via un index.

3.2.3 Indexation pour I’emploi de graines 01*0

Idéalement, la recherche d’une graine 01%0 se ferait par ses deux extrémités, qui doivent
étre exactes. Néanmoins, a I'heure actuelle et 8 ma connaissance, il n’existe pas de structure
d’indexation de texte intégral qui permette de rechercher deux séquences séparées par une
longueur bornée. Sans une telle structure d’indexation, il faut alors commencer par une des
extrémités de la graine 01*0 (sans tolérer d’erreur) et passer aux blocs adjacents, en autorisant
au maximum une erreur. Si un bloc est trouvé sans erreur, c’est donc la fin de la graine 01*0,
qui est délimitée par deux blocs sans erreur. Pour les occurrences avec erreurs, la recherche
des blocs adjacents se poursuit avec au moins une erreur jusqu’a tomber sur un bloc sans
erreur. Ici, c’est bien dans la structure d’indexation que la recherche avec erreurs est (en partie)
effectuée, de la méme maniere que ce qui est fait pour Bowtie (Langmead et al., 2009).

Une fois les occurrences des graines 01*0 identifiées, il reste a procéder a I'étape d’exten-
sion. La aussi, grace aux propriétés des graines 0170, le nombre d’erreurs pendant la phase
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FIGURE 3.7 — Temps pour rechercher 100 séquences de taille 20 avec 3 erreurs dans des sé-
quences de longueur 10* a 10°. Toutes les séquences ont été générées pseudo-aléatoirement.
Figure issue de Vroland et al. (2016).

d’extension est contraint, ce qui rend plus efficace la phase d’alignement par programma-
tion dynamique. Notons qu’avec une structure d’indexation bidirectionnelle, permettant de
rechercher une séquence aussi bien de la gauche vers la droite que dans l'autre direction, et
permettant de changer de direction en cours de recherche, il serait possible de faire la phase
d’extension exclusivement dans I'index. En effet, une fois trouvées les occurrences des graines
01*0, il suffirait de poursuivre la recherche dans I'index pour rechercher ce qui précede et ce
qui suit la graine.

3.2.4 Mise en ceuvre et résultats

Cette méthode a été mise en ceuvre en C++ par Christophe Vroland, en s’appuyant sur la
bibliotheque SeqAn (Doring et al., 2008), dans un prototype sous licence libre appelé bwolo.
Elle a été publiée en conférence (Vroland ef al., 2014) et, en version étendue, en journal (Vro-
land et al., 2016). La structure d’indexation utilisée est un FM-index, afin de limiter 1’espace
mémoire nécessaire a I'index car le but est d’utiliser cette approche sur un génome de réfé-
rence, pouvant donc faire quelques giganucléotides. En théorie, nous aurions pu utiliser un
FM-index bidirectionnel. Néanmoins, cela doublerait I'espace mémoire requis par la structure
d’indexation (il faut indexer le texte dans les deux directions), pour un gain en temps relative-
ment modeste en pratique.

Nous avons comparé bwolo aux autres logiciels mentionnés précédemment : Bowtie2 (dont
je rappelle qu’il n'est pas adapté a cette tache), RazerS3, exonerate, readaligner, ainsi qu'une
version naive d'un FM-index dans laquelle on recherche exhaustivement les erreurs. Cette
comparaison a notamment été faite sur des séquences aléatoires et montre que bwolo est systé-
matiquement plus rapide pour rechercher des séquences de longueur 20 avec 3 erreurs lorsque
la séquence de référence est grande (voir figure 3.7).

3.2.5 Impacts des recherches
Cette thése étant co-encadrée avec I'unité Evolution, Ecologie et Paléontologie, le but n’était
pas uniquement de proposer une solution pour la recherche de courtes séquences avec de forts

taux d’erreurs mais également d’adapter cette solution a la recherche de cibles de micro-ARN.
La difficulté, pour ce type de these, est d’arriver jusqu’a proposer un outil bioinformatique
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répondant aux besoins des biologistes, qui puisse ensuite étre valorisé. Dans cette these, nous
n’avons pas pu aller jusqu’a cette étape par manque de temps.

Simultanément a notre publication en conférence, Kucherov et al. (2014) ont publié une
méthode consistant a prioriser les blocs a rechercher pour de la recherche approchée (autori-
sant uniquement les substitutions) dans un index bidirectionnel. Suite a cela, I'équipe de Knut
Reinert a l'université libre de Berlin a proposé un schéma optimal de recherche approchée
(Kianfar et al., 2017) s'inspirant des travaux de Kucherov et al. et montrant que notre approche
était proche de 'optimale.

Sur l’aspect bioinformatique, les graines 01*0 ont été intégrées dans miRkwood, un outil
pour la recherche de cibles de micro-ARN dans les génomes de plantes, créé a Lille sous la
supervision d’'Hélene Touzet (Guigon et al., 2019).

3.3 Indexation de recombinaisons V(D)J

En lien avec le projet Vidjil, la question de I'indexation des milliers de jeux de données que
nous traitons se pose afin de répondre a des problématiques biologiques, ou méme cliniques
de suivi des patients, comme expliqué en section 2.2.7 page 19.

Avec Mathieu Giraud, nous avons proposé un sujet de these destiné a indexer des recom-
binaisons V(D)]. L'enjeu est a la fois d’indexer les séquences nucléiques de ces recombinai-
sons, ce que 1’on sait faire, et d’indexer en méme temps des informations positionnelles sur
ces séquences comme le fait que tel géne V est présent de la position x a y de la séquence.
De maniere plus générale, nous cherchons a indexer des séquences annotées, en ajoutant la
contrainte qu'une position ne peut avoir au plus qu'une seule annotation. Tatiana Rocher a
travaillé sur ce sujet de these de 2014 a 2017.

Soit un texte T de longueur n et A un vecteur de taille n contenant les annotations de T, tel
que Ali] est I'annotation de T[i]. Un facteur f de T, apparaissant en position i, est annoté avec
x si et seulement si Afi] = x.

Probléme

Indexer un texte T et son vecteur d’annotations A de maniére a pouvoir répondre a des
requétes associant des éléments de T et de A, avec une complexité en temps asymptotique-
ment meilleure qu'une approche naive ou avec un espace mémoire inférieur a |T| + | A|.

Indexer une séquence annotée signifie indexer T et A ensemble de maniere a répondre a un
ensemble de requétes en un temps sous-linéaire :

1. Quelles sont les occurrences d’un motif P dans T?
Quelle est 'annotation de T7i]?

Combien de fois I’annotation x est-elle utilisée ?
Quelles sont les occurrences de x dans A?

Combien de fois la séquence P est-elle annotée avec x?

SN

Quelles sont les occurrences de P annotées avec x?

Les quatre premiéres requétes sont triviales avec des structures d’indexation pour le texte
que nous avons 'habitude d’utiliser : une table des suffixes ou une transformée de Burrows-
Wheeler suffirait pour T et pour A une table de hachage conviendrait (Lecroq et Salson, 2022).
Le cceur de la theése de Tatiana a été de se concentrer sur les deux derniéres requétes qui allient
des informations de T avec des informations de A. Notons que nous considérons un probléeme
un peu simplifié, oli nous recherchons les occurrences de P dont la premiére lettre est annotée
avec x, ce qui évite d’avoir a traiter les situations dans lesquelles seule une partie de P est
annotée avec x. Comment associer le texte et le vecteur d’annotations de maniere a optimiser
I'espace utilisé ou le temps de requéte ?

La solution la plus évidente pour indexer le texte est de passer par un FM-index (voir sec-
tion 3.1.1 page 27). Nous avons en effet une quantité de données (des dizaines de milliers de
jeux de données) qui justifie de passer par une structure compressée. D’autre part, les annota-
tions seront indexées dans un wavelet tree (Ferragina et al., 2009), ce qui garantit de n’utiliser
qu’un espace succinct tout en ayant un acceés aux annotations en un temps qui est logarith-
mique dans le nombre d’annotations différentes (voir section 3.1.1 page 27, ol le wavelet tree
est détaillé).
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Il reste & pouvoir passer d'une structure a l'autre, afin que des occurrences dans le texte,
identifiées a 'aide du FM-index, puissent trouver une correspondance dans le wavelet tree. Le
FM-index s’appuie sur une transformée de Burrows-Wheeler qui a pour effet de réarranger
les lettres du texte. Les positions des annotations dans le texte ne correspondent donc pas
aux positions dans la transformée. Afin de simplifier ce passage d'une structure a l’autre,
nous réordonnons les annotations dans un tableau imaginaire A’, de maniere a ce que leurs
positions correspondent a celles dans la transformée de Burrows-Wheeler. D’autre part, les
annotations ayant une sémantique liée a leur séquence — au moins dans notre application
aux recombinaisons V(D)] — les mettre dans 'ordre de la transformée peut avoir pour effet de
rassembler des annotations identiques. De cette facon, les annotations restent liées aux lettres
auxquelles elles sont attachées (voir figure 3.8 page suivante). Ainsi, connaitre I’annotation
d’une occurrence dans la transformée de Burrows-Wheeler a la position i consiste uniquement
a consulter A’[i].

Plutot que de stocker explicitement A’, ce qui serait inefficace étant donné que nous nous
attendons a avoir de nombreuses annotations identiques consécutives, un vecteur de bits B
stocke l'information de l'identité entre deux annotations consécutives. Nous avons Bli] = 0 si
et seulement si A'[i] = A’[i — 1], pour 0 < i < |A’|, et B[0] = 1. Les annotations A’[i] telles
que B[i] = 1 sont ensuite indexées a I'aide du wavelet tree (voir figure 3.8 page suivante).

Lors d'une requéte combinée, oit on cherche toutes les séquences P annotées avec x, le
FM-index permet d’identifier l'intervalle [d, f] de la transformée de Burrows-Wheeler dans
lequel se situent toutes les occurrences de P. Ensuite, il suffit d’identifier le nombre de 1 dans
B jusqu’a la position B[d] (noté u) et jusqu’a la position B[f] (noté u). Il suffit ensuite de
récupérer dans le wavelet tree, parmi les positions comprises entre u; — 1 et uy — 1, celles qui
correspondent & I’annotation x, ce qui se fait avec un aller-retour dans 1’arbre de la racine a la
feuille qui correspond a I'annotation x. La remontée permet d’identifier les intervalles éven-
tuellement disjoints qui correspondent a I'annotation x. La complexité de la recherche est en
O(|P| + occplog' ¢ n + occp , loga), avec & > 0, occp le nombre d’occurrences de P dans T,
occp , le nombre d’occurrences de P dont la premiere lettre est annotée x et a le nombre d’an-
notations distinctes. Le facteur logHS n est dli au temps nécessaire pour identifier la position
de chaque occurrence dans le FM-index. La question se pose néanmoins de savoir si une solu-
tion qui ne dépendrait pas de occp est envisageable. En effet, si la proportion d’annotations x
est tres faible parmi les occurrences de P, nous récupérons les positions de nombreuses occur-
rences dans T qui se révelent inutiles a posteriori.

3.3.1 Mise en ceuvre et résultats

Cette structure de données a été codée en C++ par Tatiana Rocher, en s’appuyant sur la
bibliotheque SDSL-lite (Gog et al., 2014), et mise a disposition sous licence libre sur un dépot
Git5 et publiée (Rocher et al., 2018). Dans les expériences conduites, nous avons montré que
la requéte combinée était entre un et deux ordres de grandeur plus rapide que des approches
plus naives.

3.3.2 Impacts des recherches

Cette capacité a rechercher des séquences ADN combinées a leur annotation n’a malheu-
reusement pas rencontré 1'écho escompté. Dans le cadre de Vidjil, nous avions interrogé les
biologistes utilisant Vidjil a propos de l'intérét qu’il pourrait y avoir a rechercher dans leurs
données de séquencage. Globalement, nos collegues étaient enthousiastes a 'idée de réinter-
roger ces données, ou alors d’interroger d’autres jeux de données (publics ou partagés entre
différents hopitaux).

Pour répondre a leur besoin, avant que la these de Tatiana soit achevée, nous avons mis en
place un prototype, a 1’aide de BWA (Li et Durbin, 2009), qui se contente de rechercher dans les
jeux de données de chaque laboratoire. Le prototype n’a pas connu 'engouement attendu, les
requétes y sont rarissimes bien que nous ayons développé des fonctionnalités afin de rendre
son interrogation facile a travers l'interface de Vidjil.

Un interfacage relativement simple ne suffit pas. Sur ce projet, je considere que nous avons
manqué de collaborations actives avec des laboratoires concernés. Cela aurait permis d'une

5. https://gitlab.inria.fr/vidjil/tl-index/
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Informations a indexer

0123456 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
T ATAGCCTGHATAGCTGCS,GAATCCTS;
A V V \%
0123456 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25
BWT de T TGCGTT$HHAGTGCCGTSHTAACAAACC
Positions d'origine 8 1719 2 11 0 9 201622 4 23 5 13 7 E 15 224 1 1021 6 14
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des annotations réordonnées
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AN
. 01234
wavelet tree des annotations 10000

FIGURE 3.8 — Trois séquences sont indexées (T), chacune avec ses annotations V et ]. A partir
de T, on calcule la transformée de Burrows-Wheeler. Les annotations sont alors transférées aux
positions correspondantes. A titre d’information, les positions d’origine de chaque annotation
sont indiquées (les lettres ne correspondent pas a la position d’origine car la transformée de
Burrows-Wheeler est construite sur la derniére lettre de chaque permutation circulaire, 1a o1
dans T c’est la premiére lettre qui est représentée). Les intervalles d’annotations identiques
sont représentés par une suite de bits B commengant par un 1, et des 0 pour les positions
suivantes possédant la méme annotation. Un wavelet tree permet de retrouver ’annotation de
chaque position. L'association de B et du wavelet tree servent a indexer la suite d’annotations
sur la transformée de Burrows-Wheeler.

part de construire ensemble une solution qui réponde a leur besoin mais cela aurait également
permis de les engager plus fermement dans ce projet qui, pour l'instant, peut ressembler a une
fonctionnalité un peu vague dont ils n’ont qu’une connaissance parcellaire.

A la suite d"une réunion d’usagers de Vidjil en mai 2023, nous comptons lancer une col-
laboration plus appuyée avec différents laboratoires intéressés afin d’étudier comment nous
pourrions exploiter les dizaines de milliers de jeux de données qu’ils ont déja séquencés.

3.4 Indexation de jeux de séquencage

Lors de mon travail sur le logiciel CRAC avec mes collegues a Montpellier, nous avons
congu une structure d’indexation pour une collection de reads : Gk-arrays (Philippe et al.,
2011). Cette solution, permettant de retrouver les occurrences de n’importe quel k-mer dans
un jeu de reads, ne passe pas a 1’échelle de plusieurs jeux de reads. Ce n’était d’ailleurs pas
son ambition.

Néanmoins, au fur et & mesure de notre collaboration avec 1’équipe de Thérese Commes, a
V'Institute for Regenerative Medicine and Biotherapy de Montpellier, nous avons acquis la convic-
tion que 1’acces et la recherche dans des dizaines, centaines, voire milliers de jeux de données
de séquencage serait une fonctionnalité extrémement importante, notamment afin de confir-
mer 'existence d’événements rares sur de grandes cohortes (par exemple certains transcrits
de fusion).

3.4.1 Comparaison différentielle de jeux de séquencage

Avec I'équipe de Thérése Commes et celle de Daniel Gautheret (Institut de biologie inté-
grative de la cellule, Paris-Saclay), nous avons commencé par proposer une approche pour
comparer deux ensembles de jeux de données et identifier ce qui différencie les uns par rap-
port aux autres.

Probléme
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A partir d'un ensemble de jeux de séquencage controle et expérimentaux, identifier les
séquences significativement différentiellement exprimées entre les deux conditions.

Le principe est relativement simple. Il serait évidemment possible de réaliser cela avec
des méthodes d’alignement qui quantifient le niveau d’expression. Ainsi que mentionné dans
I'introduction, des approches sans alignement ont aussi été développées pour la quantification
d’ARN. Néanmoins, si ces approches ne font pas de I'alignement au nucléotide pres, elles font
néanmoins un alignement « grossier » afin de pouvoir déterminer de quel transcrit provient
la séquence en question. Cette nécessité de comparer les séquences a une référence peut po-
ser probléme : certaines séquences s’alignent difficilement, par exemple parce que ce sont des
régions de faible complexité, ou parce que ce sont des régions fortement mutées. Si des diffé-
rences d’expression existent pour des séquences qu’on n’arrive pas a aligner, elles ne pourront
pas étre détectées. Notre approche a plutot été de ne faire aucun alignement (méme grossier)
et de se restreindre a un comptage de k-mers :

1. nous comptons les k-mers séparément dans les deux conditions;

2. nous filtrons les k-mers erronés (faible occurrence) ou de référence (afin de retirer les
événements déja probablement connus);

3. nous ne conservons que les k-mers différentiellement exprimés entre les deux condi-
tions;

4. nous assemblons ces k-mers différentiellement exprimés afin de constituer des contigs
un peu plus longs pour les aligner et les annoter.

Cet outil, appelé DE-KUPL, a été mis a disposition sous licence libre sur un dépot Git 6 par
Jérdme Audoux, alors doctorant a Montpellier, et publié (Audoux et al., 2017). Il a servi de
preuve de concept pour une demande de financement ANR afin de développer une structure
d’indexation pour des milliers de jeux de reads. Ce projet, appelé Transipedia et dans lequel
j’étais impliqué avec Rayan Chikhi, qui était alors chercheur dans notre équipe, a été financé
et a donné lieu au travail décrit dans la section suivante.

3.4.2 Index pour la quantification de séquences dans des collections de jeux de
reads

Une limite importante des structures d’indexation de jeux de reads qui ont été présentées
dans l'introduction de ce chapitre (voir section 3.1.3 page 30) tient au type de requétes qu’elles
permettent. Ces structures sont capables d'indiquer la présence ou l’absence de k-mers dans
des jeux de données, éventuellement de maniere probabiliste. Or, le projet Transipedia porte
sur des données de séquencgage transcriptomique (RNA-seq), dans lesquels le niveau d’ex-
pression des genes est une information fondamentale. D’ailleurs, une approche a la DE-KUPL
montre bien l'intérét de connaitre la quantification puisque ce sont des différentiels de quan-
tification qui sont sélectionnés, pas seulement des différentiels de présence. Cette différence
permet de caractériser des événéments transcriptomiques pertinents.

Dans le cadre de ce projet nous avons recruté Camille Marchet en post-doctorat pour tra-
vailler sur une structure d’indexation de jeux de reads et qui a commencé par réaliser une
synthese des approches existantes (Marchet et al., 2021).

Probléme

Avoir une structure d’indexation qui réponde a la fois a des requétes sur 'existence et le
comptage de k-mers dans des milliers de jeux de reads RNA-seq.

L’approche qu’elle a congue pour indexer des jeux de reads, en répondant a la probléma-
tique posée, a été la suivante (voir figure 3.9 page suivante) :

1. construire un graphe de de Bruijn (avec comptage) pour chaque jeu de reads;

2. identifier les monotigs de I'union (implicite) des graphes de de Bruijn;

3. associer les monotigs a un vecteur de comptage des abondances dans chaque jeu de don-

nées.

Nous définissons un monotig comme un chemin dans un graphe de de Bruijn, dont chaque
k-mer partage le méme minimiseur’ et le méme vecteur de comptages.

6. https://github.com/Transipedia/dekupl
7. Un minimiseur d’un k-mer est le plus petit k’-mer (k' < k) selon une fonction de hachage donnée. Il sagit de
sélectionner une partie d’un k-mer de maniére déterministe mais arbitraire.
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FIGURE 3.9 — Indexation de jeux de données de séquencage. 1. Nous avons trois jeux de don-
nées, dont les abondances sont supposées uniformes dans chacun et représentées par des sym-
boles (e * m). 2. Les graphes de de Bruijn de chaque jeu de données sont (implicitement) fu-
sionnés, et les monotigs y sont identifiés par des traits orange. 3. Chaque monotig est associé
a une ligne dans la matrice des comptages (plusieurs monotigs peuvent étre associés a une
méme ligne). Figure traduite de Marchet et al. (2020).

Ensuite lors d'une requéte avec une séquence Q, il suffit d’itérer sur les k-mers de Q, d’iden-
tifier pour chacun son monotig et de récupérer le vecteur de comptages correspondant. La
requéte ne retourne pas un vecteur de comptages unique mais un vecteur de comptages par
monotig. Ensuite, c’est a la personne utilisant la structure de définir si elle préfere obtenir la
moyenne, la médiane, le maximum, des comptages obtenus (ce qui dépendra notamment de
la question posée). Cela en fait la premiere structure d’indexation pour des jeux de reads a
répondre aux requétes de comptage.

3.4.3 Mise en ceuvre et résultats

La structure d’indexation, REINDEER, a été codée en C++ par Camille Marchet, mise a
disposition sous licence libre sur un dépot Git?®, et publiée (Marchet et al., 2020).

Avec REINDEER, Camille a indexé la collection habituellement utilisée dans I’évaluation
des autres structures d’indexation. Cette collection est composée de plus de 2500 jeux de
données RNA-seq rassemblant pres de 14 téranucléotides. L'index, avec les quantifications,
consomme 52 Go, soit 0,03 bit par nucléotide ou 110bits par k-mer unique (k = 21). L'index
de REINDEER est plus gourmand que la plus frugale des structures existantes (HowDeSBT
arrive a une trentaine de bits par k-mer distinct), mais REINDEER n’est pas probabiliste et
permet des requétes de comptage.

3.4.4 Impacts des recherches

REINDEER a suscité l'intérét de la communauté. Nous avons également fait en sorte de
rendre cet index exploitable facilement. Rayan Chikhi a mis en place, au début de la pandémie
de Covid-19, une page web pour rechercher des séquences dans les génomes de SARS-CoV-
2 connus. A Montpellier, I'équipe a créé des index sur divers RNA-seq publics, notamment
1019 jeux provenant de CCLE?, et a mis en place un site web ' pour faciliter ’exploitation
de I'index. Depuis, le projet ANR se poursuit avec un nouveau financement jusqu’en 2026
(FullRNA). Pour la partie indexation, le but de ce projet sera de faire passer REINDEER a
I’échelle pour indexer un ou deux ordres de grandeur de plus.

3.4.5 Pistes de recherche

Depuis la publication de REINDEER, une autre structure a été publiée afin d’indexer des
jeux de données de séquencage tout en permettant des requétes de comptage (Karasikov et al.,
2022). Cette structure affirme gagner un facteur cinq en espace par rapport a REINDEER. Dans
le mode de requéte portant sur l'existence uniquement, selon les expériences des auteurs, la
structure utilise méme moins d’espace que HowDeSBT.

De plus, leur approche est flexible sur le type d’annotations a stocker en lien avec les k-
mers. L'intérét est qu’on peut stocker des comptages, afin de répondre aux requétes corres-
pondantes, mais il est également possible de stocker, a la place, la localisation des k-mers afin

8. https://github.com/kamimrcht/REINDEER/
9. Cancer Cell Line Encyclopedia, des lignées cellulaires cancéreuses trés étudiées dont on possede notamment
de nombreuses données de séquencage a haut débit.
10. https://transipedia.org/
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de répondre aux requétes de localisation. Il s’agit du premier index a permettre des requétes
de localisation sur des milliers de jeux de données. C’est une avancée significative mais qui ne
résout pas tout.

Nous pensons avoir des marges d’amélioration significatives sur REINDEER, qui méritent
d’étre explorées.

Séparer les données

La pertinence de mettre des centaines de milliers (ou — révons un peu — des millions)
de jeux de données dans une méme structure d’indexation pose question. Plus le nombre de
jeux de données est important, plus on risque d’avoir un mélange disparate de données. En
terme de compression, mais aussi en terme de requétes, il est plus facile de gérer des données
homogenes qu’hétérogenes. Séparer les données, en fonction de leur contenu en k-mers et de
la co-occurrence de ces k-mers, garantirait d’avoir plusieurs index, chacun plus petits et plus
homogenes. L'homogénéité facilite la compression et offre également la possibilité que lors
d’une requéte un ensemble restreint d'index soit sollicité.

Compresser plus efficacement les quantifications

Le stockage des quantifications pourrait étre optimisé. Comme indiqué précédemment,
chaque monotig est associé a un vecteur de comptages. Tous les comptages sont donc repré-
sentés dans une matrice ot chaque ligne correspond & un monotig et chaque colonne corres-
pond a un jeu de données.

Or, ni l'ordre des lignes, ni I’ordre des colonnes n’importe. Plutdt que de prendre un ordre
arbitraire, cet ordre pourrait étre choisi afin d’améliorer la compression de données. Concer-
nant le réordonnement des lignes, il s’agit de tirer bénéfice du fait que des comptages de
monotigs peuvent étre treés similaires. Nous nous attendons logiquement a avoir des k-mers
co-occurrents. IlIs sont déja traités uniformément lorsqu’ils sont dans un méme monotig. Mais
cette co-occurrence peut également se produire au-dela de ces monotigs. Par exemple, hors
épissage alternatif, on s’attend a ce que la quantification des k-mers (ou des monotigs) des
exons d'un méme transcrit soit corrélée (sans étre uniforme, notamment en raison de la va-
riation de couverture de séquengage). Aussi, nous pourrions rassembler dans la matrice de
comptage les lignes les plus similaires, afin que les comptages d"une ligne puissent étre expri-
més en fonction de ceux de la ligne précédente.

Concernant les colonnes, le principe reste similaire : il s’agirait de les réordonner afin que
les jeux de données les plus similaires soient consécutifs. Cela permettrait d’exprimer une
colonne (ou une partie) en fonction d’une autre.

La également, la séparation en index plus homogenes pourrait aider a ce que les lignes et
colonnes des matrices de comptages soient globalement plus similaires et donc, puissent plus
facilement étre décrites en fonction de celles qui précedent.

Dépasser les monotigs

Actuellement, REINDEER repose sur le concept de monotig. Or, plus le nombre de jeux
croit, plus la définition d’un monotig est contraignante puisqu’elle implique une identité de
quantification sur tous les jeux de données. La séparation des données en paquets cohérents
distincts vise a éviter cette limitation. D’autre part, la contrainte que tous les k-mers d"un mo-
notig partagent le méme minimiseur empéche d’avoir des séquences tres longues, méme si
cela simplifie les requétes. Il y a donc une réflexion a mener sur d’autres types de séquences
a indexer plutot que des monotigs. Relacher les définitions, pour rassembler des comptages
similaires et non identiques et pour ne pas imposer la conservation d'un minimiseur peut
sembler bénéfique. Néanmoins, il ne faut pas perdre de vue que cela induit aussi du stockage
supplémentaire, afin de savoir comment les quantifications varient entre les comptages ras-
semblés sous un méme chapeau, et une complexification des requétes s’il n’y a plus un point
d’accroche commun (comme un minimiseur). Des évaluations devront étre menées afin de dé-
finir si les avantages dépassent les inconvénients. Cela fera notamment partie du travail que
débute un post-doctorant en septembre 2023, co-encadré avec Camille Marchet.
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Chapitre 4

Diffusion de la culture scientifique

En tant qu’enseignant-chercheur, je consideére avoir une responsabilité dans la transmission
de la culture scientifique . Cela fait partie de ce que 1'on appelle parfois, un peu pompeuse-
ment, la responsabilité sociale du savant. En effet, au sortir de la deuxieme guerre mondiale,
et de l'utilisation de la bombe atomique, une partie du monde scientifique a pris conscience
de sa responsabilité a informer voire alerter le public le cas échéant (Laurens, 2019). 1 reste
néanmoins des réticences, car pour certains ce serait contradictoire avec la « neutralité » qu’on
attendrait des scientifiques.

Cette volonté de diffusion de la culture scientifique correspond a une conviction de ma part
qu’une connaissance plus affitée de certaines savoirs spécifiques d’une part, ou de grands
principes scientifiques d’autre part serait de nature a permettre d’éclairer le débat démocra-
tique. Il ne s’agit pas pour autant de tomber dans la vision naive selon laquelle il suffirait
d’éduquer le peuple pour que celui-ci, illuminé par les connaissances qu’on lui apporterait,
se comporte de maniére rationnelle (ce qui signifie, le plus souvent, conforme a nos attentes).
Cette vision est celle dite du information-deficit model, qui est désormais battue en breche. Ce
modele du déficit d'information part de I’hypothese que la croyance dans des theses loufoques
ou la non adhésion a des connaissances éprouvées (comme « le réchauffement climatique est réel
et 'humanité en est responsable ») est due a un déficit d’informations. Il suffirait donc de combler
ce déficit pour résoudre ces problémes. Comme le montrent divers travaux de psychologie, ce
n’est évidemment pas suffisant (Ecker ef al., 2022). Nous ne sommes pas des vases qu’il suffit
de remplir de connaissances. Nous avons des affects, des croyances, des vécus qui jouent un
role dans nos raisonnements et qui interférent avec notre adhésion a telle ou telle hypothese.
Si une information rentre en conflit trop direct avec ce qu’on est, ce qu’on croit viscérale-
ment, il y a un fort risque qu’on se retrouve dans une situation de dissonance cognitive qui
nous la fasse rejeter (Drummond et Fischhoff, 2017). Le paradoxe étant qu’avoir une bonne
culture scientifique donne justement des outils permettant de trouver un prétexte pour rejeter
une information dérangeante. Sur des sujets sensibles (comme le déreglement climatique, par
exemple), apporter de I'information ne suffira pas a entrainer des modifications de croyance
et, a fortiori, de comportement. Par exemple, des sondages conduits par ’Ademe (I’Agence de
I'environnement et de la maitrise de 1’énergie) de 2000 & 2021 montrent de maniére réguliere
que les personnes ayant un dipléme universitaire « scientifique » adhérent moins a l'origine
humaine du changement climatique que les personnes ayant un dipléme universitaire « non-
scientifique » 2 (Boy et Conseil, 2022). Dans une étude internationale dans 24 pays, le déni de
l'origine humaine du changement climatique n’était pas corrélé a la culture scientifique (Rut-
jens et al., 2021). En revanche, il existait une corrélation entre ce déni et le conservatisme po-
litique, illustrant le role des convictions pré-existantes dans le rejet de certaines informations.
Au-dela de ces verrous, dont il faut avoir conscience, les besoins de connaissances scienti-
fiques autour des enjeux contemporains me paraissent majeurs. Y apporter ma contribution, a
la hauteur de mes compétences, me semble alors un devoir.

1. D’un point de vue plus légaliste, cela figure parmi les missions des enseignants-chercheurs dans l'article 3 du
décret n° 84-431 sur les enseignants-chercheurs : « IIs contribuent au dialogue entre sciences et sociétés, notamment par la
diffusion de la culture et de 'information scientifique et technique ».

2. La terminologie « scientifique » et « non-scientifique » est celle de I’Ademe, sans qu’elle soit bien définie. I1
semble que des diplomes de psychologie ou sociologie soient classés dans « non-scientifique », ce qui semble assez
contestable pour des sciences humaines. ..
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Dans ce domaine, mes contributions se sont divisées en deux thématiques : ’enseignement
autour du développement de ’esprit critique et des activités de médiation scientifique.

4.1 Enseignement de l’esprit critique

Attiré par la démarche critique, dans sa notion d’autodéfense intellectuelle, j’avais a cceur,
des mon recrutement comme maitre de conférences, de proposer un enseignement autour de
cette thématique car je considérais qu’il s’agissait d'un pré-requis important dans notre role
de formation des étudiant-e-s qui vise aussi a les aider a se construire en tant que citoyennes
et citoyens.

4.1.1 Dans une formation de journalistes

En discutant avec différents collegues de ce projet, j’ai pu rencontrer un responsable du M2
« journalisme scientifique » qui était conjoint entre I'université Lille 1 et 'Ecole Supérieure de
Journalisme (ESJ) de Lille. Il était intéressé par ce projet et m’a donc confié quelques heures
d’enseignement pendant 1’année scolaire 2013-2014.

Ce premier cours abordait les bases de 'esprit critique, en mettant en lumiére les biais qui
peuvent affecter nos opinions (y compris celles des chercheurs et chercheuses), en proposant
des exemples de paradoxes statistiques, en examinant la conception de protocoles expérimen-
taux, en discutant des études scientifiques et en présentant divers artifices rhétoriques.

Ces différentes thématiques avaient pour but de stimuler le doute face a des informations
scientifiques auxquelles ces futurs journalistes feront face. Néanmoins, stimuler le doute seul
serait vain. Faire preuve d’esprit critique face a certaines affirmations, ce n’est pas tout re-
mettre en cause, tout critiquer. En effet, une définition de l'esprit critique est : « la capacité
a aboutir a des conclusions raisonnables fondées sur des preuves, la logique et I'honnéteté intellec-
tuelle » (Rowe et al., 2015). Or, la remise en cause systématique d’informations au prétexte de
doutes ou d’incertitudes ne permet pas d’arriver a des conclusions raisonnables mais méne
simplement au déni ou a l'inaction comme, par exemple, pour le déréglement climatique >.
L'épidémiologiste Bradford Hill le formulait clairement dans les années 1960 : « Tout travail
scientifique est incomplet, qu’il soit observationnel ou expérimental. Tout travail scientifique peut étre
remis en question ou modifié par le savoir qui progresse. Cela ne nous donne pas la liberté d’'ignorer
les connaissances que nous avons déja, ou de reporter I'action qu’elles semblent exiger a un moment
donné. » (Hill, 1965).

L'industrie du tabac ne s’y est Doubt {s our product since it is the best means of competing with the
pas trompée : c’est dans ses mémos
internes qu’on peut lire la phrase,
devenue fameuse, d’un haut diri-
geant de l'industrie : « le doute est
notre produit »* (figure 4.1).

Afin d’alerter les futurs journa-
listes sur cette instrumentalisation du doute, j'avais également intégré a ce premier cours une
partie sur les stratégies du doute ainsi que sur le biais de financement. Le biais de financement
est un biais observé dans les résultats ou conclusions des études scientifiques : celles finan-
cées ou en lien avec I'industrie ont plus de chances d’avoir un résultat favorable a l'industrie
en question. Sa non prise en compte peut laisser penser que sur certains sujets la littérature
scientifique est encore controversée alors qu’il s’agit seulement des recherches financées par
I'industrie qui contribuent a semer le doute. Deborah Barnes et Lisa Bero en ont offert 1'illus-
tration la plus saillante en analysant une centaine de reviews a propos du tabagisme passif. La
seule différence statistiquement significative entre celles qui identifiaient un risque et celles qui
n’en identifiaient pas était de savoir si des auteurs étaient liés a I'industrie du tabac (Barnes
et Bero, 1998). Cette présentation du biais est également accompagnée de ces explications : le
plus souvent, il ne s’agit pas de scientifiques verreux préts a publier ce que l'industriel leur
commande afin de bénéficier de généreux financements. Au contraire, il s’agit d"un méta-biais

*body of fact" that exisis in the mind of the general public.
FIGURE 4.1 — « Le doute est notre produit », extrait d’'un
mémo interne de I'industrie du tabac, en 1969.
ID : hhv£0191, Truth Tobacco Industry Documents, UCSF

3. A cetitre, il se trouve certains défenseurs de la pensée critique ont sombré dans un doute systématique, doutant
du réchauffement climatique, voire de ’'Holocauste.
4. Document disponible sur le site de 'UCSF dédié aux mémos internes de I'industrie (ID : hhvf0191).

44


https://www.industrydocuments.ucsf.edu/tobacco/docs/#id=hhvf0191

qui rassemble différentes influences subtiles pouvant interférer sur le protocole expérimental,
I'analyse des résultats, entrainer des biais de publication, etc.

Suite aux retours positifs des étudiant-e-s, on m’a confié un volume horaire allant croissant
au fil des années, jusqu’a atteindre 24 h en 2021-2022. A la rentrée 2022, un changement s’opére
dans la formation des journalistes scientifiques : elle ne se fait plus en une seule année, mais en
deux ans. La premiére année est alors conjointe avec les journalistes généralistes. La formation
devient partagée entre I'ES] de Lille et Sciences Po Lille. On me propose 6 h de cours a Sciences
Po lors de cette premiére année conjointe, avec le défi de parler des notions de preuve et de
doute en sciences a un public qui n’est pas forcément friand de sciences.

La notion de doute me tient a cceur, pour les raisons explicitées précédemment. L'équilibre
a trouver entre un exces de doute (hypercriticisme) et une absence de doute (naiveté) est im-
possible a tenir. Nous pouvons facilement pencher, selon les sujets, tantét d’un coté ou tantodt
de l'autre. Je choisis, comme fil rouge pour ce cours, un sujet sur lequel les étudiant-e-s n’ont
probablement pas déja un avis forgé, afin d’éviter des effets de réactance qui iraient contre
leurs croyances. Nous discutons de la (fumeuse) étude d’Andrew Wakefield, désormais ré-
tractée, qui entendait montrer un lien entre la vaccination contre la rougeole, les oreillons et la
rubéole (ROR) et un trouble du développement®. L'étude était trop faible pour raisonnable-
ment semer le doute sur la sécurité de la vaccination ROR (DeStefano et Shimabukuro, 2019).
En plus de cela, elle se révélera ensuite frauduleuse. Pour autant, celle-ci défraiera la chronique
outre-Manche, ot réside Wakefield, ce qui entrainera une défiance de la population envers la
vaccination ROR, puis une baisse de la couverture vaccinale de pres de 10 points (Lewis et
Speers, 2003). Dans cette polémique, le fait de ne pas avoir suffisamment mis en doute cette
étude 1’a semé sur la vaccination. D'une certaine maniere, le doute peut protéger du doute.

Cet épisode Wakefield et ses conséquences sur la couverture vaccinale ont aussi été ins-
trumentalisés par des personnes qui entendent alerter sur les rhétoriques d’anti-vaccins. En
effet, diverses personnes, notamment le sociologue Gérald Bronner, vont affirmer que 'étude
de Wakefield est aussi a I'origine d'un mouvement de défiance vaccinale en France qui aurait
causé les épidémies de rougeole que nous avons connues dans les années 2000 et 2010. Le rai-
sonnement semble cohérent : il y a effectivement eu des épidémies de rougeole importantes
ces derniéres années et I'étude conduite par Wakefield a eu un effet délétére sur la confiance
dans la vaccination ROR au Royaume-Uni, on pourrait alors penser qu’il en a été de méme
chez nous. Pourtant, cette causalité n’est pas établie. La prémisse elle-méme ne 1’est pas : la
couverture vaccinale de la vaccination ROR n’a jamais baissé en France et finit par étre assez
haute, quand les enfants grandissent®, ce qui signifie que les enfants tardent a étre vaccinés,
pas qu’ils ne le sont pas. D’autre part, les foyers de 1’épidémie de rougeole de 2008-2012 ont
été identifiés par une géographe et il s’agit de communautés historiquement anti-vaccins, qui
n’ont pas attendu Wakefield pour 1’étre (Guimier, 2017).

Cet exemple est assez emblématique d'une situation ol les arguments opposés les plus
vocaux ne sont pas nécessairement les plus pertinents. Le doute est de mise des deux cotés,
d’une part avec les résultats de Wakefield, d’autre part avec I'instrumentalisation qui est faite
des conséquences de ses fausses informations, sans non plus renvoyer dos a dos les deux
parties : dans un cas, il s’agit de fraude, dans un autre de déformation.

4.1.2 En licence informatique

En plus de cet enseignement aupres de futurs journalistes, j’ai proposé un enseignement
similaire au département d’informatique. Celui-ci a ouvert a la rentrée 2014, sous forme d’op-
tion, rassemblant en général de 25 a 30 étudiant-e-s. Ce cours se situait plus résolument dans
le cadre de « I'autodéfense intellectuelle » que le cours aupres des futurs journalistes. Ce terme
d’autodéfense intellectuelle vient d"un professeur de sciences de I'éducation, auteur d"un Petit
cours d’autodéfense intellectuelle, Normand Baillargeon (Baillargeon et Charb, 2006).

Le principe de l'esprit critique est d’aboutir a des conclusions raisonnables. Or, afin d’ar-
river a ces conclusions raisonnables, encore faut-il déconstruire notre maniere de penser et
la fagon dont elle a été modelée par notre cultivation aux médias, et en particulier a la télévi-
sion (Morgan et Shanahan, 2010).

5. Je reste volontairement vague afin de ne pas contribuer a véhiculer la fausse information.
6. Données disponibles sur le site de Santé Publique France : https://www.santepubliquefrance.fr/determinants-
de-sante/vaccination/articles/donnees-de-couverture-vaccinale-rougeole-rubeole-oreillons-par-groupe-d-age
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Le cours entendait déconstruire nos propres biais sociaux ou cognitifs, puis aborder les
différentes sources d’influence externe et la maniere de les analyser (utilisation de statistiques,
étude de sondages, influence des médias). Je présentais également des aspects plus spécifiques
de la démarche scientifique, comme l'établissement de protocoles expérimentaux.

Au profit d'une nouvelle maquette, 'option a été promue au rang de cours obligatoire.
Néanmoins, le volume horaire étant plus faible, il a fallu faire des choix. C’est en particulier
les aspects de démarche scientifique qui ont été conservés. En m’appuyant sur la littérature sur
le sujet, j’ai développé une partie plus axée sur I'argumentation, qui est également un élément
clé de l'esprit critique (Groarke et Tindale, 2012 ; Dwyer, 2017).

4.2 Activités de médiation scientifique

Un autre axe de diffusion de la culture scientifique consiste a entreprendre des activités de
médiation scientifique. ]’ai mené des actions a la fois sur des thématiques en lien direct avec
mes recherches mais également en lien avec les cours que je viens d’évoquer.

421 Autour de la bioinformatique

A mon arrivée dans I'équipe Bonsai, il existait déja un matériel de médiation conséquent
et créé par I'équipe que nous avons utilisé a de nombreuses reprises pour expliquer les rudi-
ments de 1’alignement, de I'assemblage ou du repliement des ARN. Nous avons notamment
fait des actions de médiation avec ce matériel au Palais de la Découverte, a Paris, et a de nom-
breuses reprises aupres de lycéens.

Avec Mathieu Giraud, nous avons également congu une activité sur le méme modele afin
d’expliquer notre algorithme de recherche de recombinaisons V(D)]. Nous avons choisi de
commencer par illustrer un algorithme naif, puis de montrer notre heuristique afin de com-
prendre le gain de temps qu’elle peut représenter. L'activité est composée d'une série de
courtes séquences correspondant a des génes V ou J. On montre ensuite un court read et on
demande d’identifier de quels geénes V et | il est composé. Cette étape demande du temps
puisqu’elle nécessite de comparer « a I'ceil » tous les genes au read. Ensuite, nous passons a
l'illustration de notre heuristique. Nous utilisons une fenétre que 1'on va faire glisser le long
du read. Dans ce cas, la seule question qu’on se pose est de savoir si la séquence présente
dans la fenétre est présente parmi les génes V ou parmi les génes J. A la fin du read, on sait
donc ot se trouve la région V dans le read et o1 se trouve la région J. Cela permet d’illustrer
notre heuristique (détaillée en section 2.2.3.1, page 11). Ce petit jeu permet aussi de toucher du
doigt la notion de complexité puisqu’on percoit bien que cette seconde méthode a demandé
bien moins de comparaisons que la premiere. Nous avons eu 1’occasion de pratiquer ces jeux
avec des éléves de college ou lycée, mais aussi avec nos collegues a I'Inria ou dans notre unité.

D’autre part, pour un public plus avancé, nous avons également rédigé des articles de
médiation scientifique sur la bioinformatique. Avec Mathieu Giraud, nous avons rédigé un
article a propos du séquencage a haut débit et de l'indexation de séquences. Avec Héléne
Touzet et Claire Lemaitre (chercheuse dans 1’équipe Genscale, a I'Irisa, Rennes), nous avons
rédigé un chapitre dans un rapport sur le role qu’a joué l'algorithmique des séquences dans
lI'identification, la compréhension et le suivi de la pandémie de Covid-19 (Alizon et al., 2021).
Ce chapitre a ensuite donné lieu a la publication d’articles sur le site d'Interstices.

4.2.2 Autour de l'esprit critique

Mon engagement dans 1’enseignement de 1’esprit critique m’a conduit a recevoir des sol-
licitations pour réaliser des interventions en lien avec ces thématiques. C’est une situation
toujours délicate pour moi, car je ne suis pas didacticien des sciences et ne suis donc pas un
expert du sujet (ce que je tache de rappeler). ]’ai néanmoins une connaissance du sujet par la
lecture d’ouvrages et articles scientifiques du domaine et je peux également faire part de mon
retour d’expériences dans mes enseignements.

Je suis donc intervenu pour 1’'événement de médiation scientifique Pint of Science en 2017,
qui vise a faire intervenir des scientifiques dans des bars pour présenter des sujets scienti-
fiques de maniere didactique. ]'ai également donné une conférence pour Skeptics in the Pub en
2019 a propos de I’enseignement de l'esprit critique. Une journaliste, ancienne étudiante, m’a
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sollicité afin d’intervenir dans une vidéo pour les Editions Belin, destinée aux enseignants en
lycée, pour parler du doute. Enfin, ’association Sciences Citoyennes m’a invité a participer a un
webinaire autour des enjeux politiques de I'information scientifique.

D’autre part, j’ai également produit des documents écrits autour de ces problématiques.
Tout d’abord, j’ai créé et largement alimenté la page Wikipédia francophone autour du biais de
financement”. Ce biais est parfois dénigré voire minimisé, car pour certains ayant une vision
positiviste voire idéaliste, il faudrait ne considérer que les arguments et non d’ot1 ils viennent.
Si cela semble louable en théorie, confrontés a la réalité nous réalisons que ce positionnement
n’est pas tenable puisqu’il aurait pour effet de ne pas prendre en compte ce biais de finance-
ment. Il n’est évidemment pas raisonnable d’ignorer un biais susceptible d’affecter des résul-
tats scientifiques. Il me semblait donc important quun document résume les connaissances
sur ce biais afin de percevoir I'importance qu’il peut avoir. D’autre part, dans un contexte ot
en tant que chercheurs et chercheuses nous sommes de plus en plus incité-e-s a solliciter des
financements de l'industrie, il est important de ne pas perdre de vue ce que cela peut impli-
quer en terme d’influence inconsciente. J’ai également produit des critiques® des contenus
de I’AFIS (association pour l'information scientifique). Bien qu’ayant des motivations laissant
penser a un désir de médiation scientifique comparable au mien, cette association a tendance
a rejeter certaines connaissances. En lien avec les stratégies du doute, dont j’ai déja parlé, j’ai
montré que l’association évoque trés peu ces aspects, notamment les influences de certains
lobbys sur les connaissances scientifiques alors que, dans le méme temps, elle accuse un lobby
en particulier, le « lobby vert », de divers maux peu étayés. Cette critique a deux vitesses est
questionnable, quand on cherche a faire de I'information scientifique. La aussi, il faut prendre
garde a l'interprétation de ce fait, une absence de critique d"un lobby puissant (comme le lobby
pétrolier ou le lobby chimique) ne signe évidemment pas une collusion avec celui-ci. Pour les
raisons explicitées précédemment sur le déni du changement climatique, certains positionne-
ments politiques, certaines valeurs peuvent suffire a expliquer ce positionnement.

7. https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Biais_de_financement
8. https://www.fil.univ-1ille.fr/~salson/zetetique/afis.html et https://www.fil.univ-1lille.fr/
~salson/zetetique/afis-lobbying.html
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Conclusions et perspectives

J’ai résumé dans les pages qui précedent quelques-uns des travaux auxquels j’ai contribué
ou que j'ai co-encadrés depuis mon arrivé en tant que maitre de conférences dans 1'équipe
Bonsai, en 2010. J’ai également brievement rappelé I’état de I'’art des domaines concernés.

Nous avons a notre disposition des méthodes sans alignement qui parviennent a obte-
nir des résultats comparables (voire meilleurs) aux approches avec alignement en n’utilisant
qu’une fraction des ressources que ces dernieres sollicitent.

En terme d’indexation, nous avons a ’heure actuelle des solutions pour indexer des di-
zaines de milliers de jeux de données de séquencage et y faire des requétes de comptage. A
n’en pas douter, les travaux actuels, dans notre équipe et dans le monde, vont encore repousser
ces limites. Indexer des pétanucléotides, pour obtenir la quantification des séquences requé-
tées, est a portée de main. A la fin de ma thése (en 2009), je n’aurais probablement pas osé
pronostiquer qu’on parviendrait a construire des index sur un téranucléotides.

Des données qui ne sont pas données

Comme je l'ai rappelé en introduction, le contexte dans lequel nous évoluons est celui
d’une croissance exponentielle ininterrompue de la quantité de séquences nucléiques acces-
sibles, depuis I'avénement du séquengage a haut débit. Ce défi, dont la difficulté croit au fil du
temps, est extrémement stimulant intellectuellement. Des solutions originales et pertinentes
apportées a un moment donné se retrouvent ensuite dépassées par le volume de données
qu’elles ne sont plus adaptées a traiter. Si on réussit a indexer un pétanucléotides, saura-t-on
le faire pour un exanucléotides?

Mais ces données, qui nous abreuvent, portent bien mal leur nom. Le Trésor de la langue
frangaise nous propose comme définition par extension du mot donnée : « Ce qui est connu et
admis, et qui sert de base, 4 un raisonnement ». Nous considérons comme acquis, presque comme
une loi de la nature, le fait que ces données soient produites et que leur quantité croisse ex-
ponentiellement. Or, ces données sont le plus souvent produites par nos collegues. Prenons
le cas de la santé, auquel j’ai consacré le chapitre 2 page 5. Afin d’améliorer les traitements
des patients et in fine leur santé, il parait parfaitement légitime d’avoir l'information la plus
précise possible. Une fagon d’y parvenir est d’accéder a I'information génétique, avec des am-
bitions allant croissant. Cela concernait d’abord le séquengage de quelques locus d’intérét,
puis de quelques genes, puis de I'exome, ensuite du transcriptome et enfin du génome com-
plet, voire du métagénome intestinal (puis des métagénomes?). C’est d’ailleurs la nature du
projet France médecine génomique 2025 dont le but était de parvenir a séquencer annuelle-
ment 235000 génomes a ’horizon 2020°. Au niveau international, se développe actuellement
le diagnostic précoce de maladies chez les nouveaux-nés en utilisant du séquengage a haut dé-
bit (Kingsmore et al., 2022). D'un point de vue bioinformatique, un tel projet est certainement
trés intéressant : il est nécessaire d’obtenir des résultats précis dans un temps court afin que
les nouveaux-nés puissent bénéficier au plus vite des soins nécessaires. Mais le recours a ces
données, leur utilisation, leur conservation souléve de nombreuses questions.

Jusqu’ot1 pousser ce besoin de données? Toute donnée est-elle nécessairement pertinente
a acquérir ? C’est dans ce sens qu’il ne faut pas forcément prendre pour acquise une donnée.

Drailleurs, cette inflation des données génétiques commence a susciter des remises en
cause (Owens, 2022). D’une part, l'acces a davantage de données, méme si elles sont plus

9. https://www.inserm.fr/wp-content/uploads/2017-11/aviesan-planfrancemedecinegenomique-2025.
pdf, un esprit taquin remarquera que 1’objectif de séquencer 235000 génomes a été rempli... pour les génomes du
SARS-CoV-2.
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précises, fait peser le risque d'un surdiagnostic dans certaines situations. Les dépistages sys-
tématiques de cancers du sein et de la prostate (ne reposant pas sur des données de séquen-
cage) en ont été un exemple : la balance bénéfice-risque du dépistage systématique est discu-
tée (Gotzsche et Jorgensen, 2013 ; Ilic et al., 2013). Owens (2022) mentionne le cas de généticiens
échaudés apres avoir annoncé a des patients qu’ils possédaient des variants pathogéniques,
qui ont ensuite été reconsidérés comme bénins. De telles annonces ne sont pas sans consé-
quence sur la santé mentale, voire physique (en raison du recours a des examens supplémen-
taires) des personnes concernées.

La croissance du recours aux tests génétiques pose d’autres problémes éthiques. A ’heure
actuelle, les bases de données génétiques ont un important biais ethnique : toutes les popu-
lations ne sont pas aussi bien représentées (Sirugo et al., 2019). Notre niveau de connaissance
sur I'impact des variants dépend donc fortement des populations dans lesquelles ils sont les
plus fréquents.

D’autre part, les données génétiques accessibles peuvent conduire a une instrumentalisa-
tion politique dangereuse. Dans ce sens, la société étatsunienne de génétique humaine a publié
un communiqué, pendant la présidence de D. Trump, afin de rappeler qu’il était impossible
de séparer les humains en sous-catégories biologiques, qu’il n’y a pas de bons ou de mau-
vais genes et que la génétique n’a pas une part prépondérante dans les qualités ou défauts
humains (American Society of Human Genetics, 2020). Or, 1’existence de ces données de sé-
quengage et les corrélations que certains identifient entre des ensembles de genes humains
et des caractéristiques comportementales pourraient étre exploitées par des gouvernements
autoritaires afin de discriminer certaines personnes en fonction de leur génétique. Les séquen-
cages de génomes des la naissance accroit ce risque.

De plus, la génération de grandes quantités de données nécessite des infrastructures adé-
quates afin de lancer les logiciels d’analyse ainsi que pour stocker de maniére pérenne les
données brutes. Or, la construction d’appareils électroniques a des impacts environnementaux
qui ne sont pas anodins (Bordage, 2019). Ils sont énergivores et utilisent des ressources qui ne
sont pas renouvelables et qui sont peu recyclées. Les solliciter pour ’analyse et le stockage de
données dont on ne sait pas, a priori, si elles seront utiles est questionnable.

Ainsi, certains médecins préferent séquencer le nombre minimal de génes pertinents plutot
que de partir a la péche avec le plus gros filet possible. Dans notre position de (bio)informa-
ticien-ne-s, nous pourrions confortablement estimer que la production de données n’est pas
entre nos mains. Nous pouvons néanmoins discuter avec nos collegues de ce qui serait utile
ou non et de l'intérét de séquencer plus largement ou plus profondément. D’autre part, par la
production d’algorithmes plus frugaux, nous nourrissons également cette avalanche de don-
nées. Les données sont produites car elles peuvent étre analysées. Tentons une expérience de
pensée dans laquelle les développements méthodologiques seraient restés bloqués dans les
années 1970. Nous avions certes des méthodes pour indexer et comparer des séquences entre
elles, mais de maniére beaucoup moins frugale qu’actuellement. Dans ces conditions, le dé-
veloppement du séquengage a haut débit, notamment pour le diagnostic, aurait été beaucoup
plus complexe car nécessitant des infrastructures extrémement lourdes. C’est une illustration
de I'effet rebond (Jevons, 1866) : une amélioration de l'efficacité des algorithmes a conduit a pro-
duire plus de données et, in fine, n’a probablement pas contribué a décroitre la consommation
globale d’énergie ou de ressources. Si on souhaite réduire cet impact, cela devrait donc passer
par une sélection plus affutée des données a séquencer. Une telle approche d’ignorance volon-
taire est contre-intuitive dans notre métier ot1 nous cherchons a contribuer aux connaissances.
Mais il faut se poser la question plus générale de I'intérét pour la société : des avantages que
fournissent ces données et de leurs inconvénients autant a court terme qu’a long terme. I
s’agit-1a d’une remise en question des données auxquelles on peut avoir accés. Elles ne de-
vraient plus étre considérées comme « admises » mais interrogées : de quoi a-t-on réellement
besoin?

Des méthodes diversement adoptées

A la lumiére des différents projets auxquels j’ai contribué, je peux tenter de dessiner les
raisons pouvant expliquer 'utilisation plus ou moins importante des logiciels qui en ont dé-
coulé. C’est néanmoins un exercice a réaliser avec prudence, puisque je n’ai évidemment pas
employé un protocole expérimental rigoureux afin de déterminer les variables expliquant I'im-
pact de mes recherches. Pour m’aider dans cet exercice, je vais m’appuyer sur les travaux
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CRAC Vidjil FiLT3r Bwolo  TL-index REINDEER
(§21p6) (§22p8) (§23p21) (§32p31) (§33p36)  (§34p.38)

<0

E ouverture v v v v v v

¢ | compréhension

9 mutuelle \ \ \ \

;) intégration v v v ? v

2 interface X v X X v v

W standards v v v X X X

'S | maintenance v v v X \ 4

-

3 P

e, happhcatmn ? v v v ? v

ors-contexte

TABLE 4.1 — Evaluation des logiciels auxquels jai contribué (comme co-auteur ou co-
encadrant) a la lumiere des criteres de Douglas et al. (2011).

de Douglas et al. (2011), mentionnés dans l'introduction de ce document. La table 4.1 présente
certains critéres de Douglas et al. (2011), facilement évaluables par rapport aux recherches que
j'ai présentées.

Sans rentrer dans le détail de chaque critére pour chaque logiciel, ce qui risquerait d’étre
fastidieux, notons que toutes les méthodes sont ouvertes, elles sont sous licence libre et ac-
cessibles sur des dépots git. Il est intéressant de noter que le logiciel qui a le plus de succes
(Vidjil) est celui qui coche toutes les cases. A I'inverse, les prototypes développés pendant les
theéses sont ceux en cochant le moins, conséquence du manque de temps ou de moyen pour
faciliter l'utilisation de ces productions. Néanmoins, il ne faut pas perdre de vue que c’est
parfois l'utilisation d’un logiciel qui nous conduit a adopter des pratiques plus vertueuses
(comme 'utilisation de standards, le développement d’interface) sans quoi nous n’avons pas
les ressources, ou I’énergie, pour aller jusque-la.

Dans le cas du dernier logiciel produit, FiLT3r, nous avons essayé d’appliquer les méthodes
qui fonctionnent afin de favoriser son adoption. L’absence d’interface d’utilisation est due a
un échec technique, décrit en section 2.3.4 page 25, qui n’a pu étre résolu faute de financement
dédié.

Pour le TL-index, bien qu’il s’agisse d'un prototype de these, le fait qu'il s’inscrive dans le
projet Vidjil lui a permis de bénéficier de la communauté d’utilisateurs et d'un développement
spécifique, et ainsi d’améliorer son utilisabilité. Pour autant, I'index utilisé comme prototype
est trés rarement utilisé. A mon sens, cela pose la question de I'utilisation hors du contexte ha-
bituel. Pour les personnes qui utilisent Vidjil, cela nécessite de se poser des questions qu’elles
ne se posaient pas habituellement, cela ne rentre pas dans leur pratique habituelle, a 1'in-
verse des taches réalisées avec Vidjil qui ressemblent pour partie a ce qui se faisait en biologie
moléculaire plus classique. Je pense que c’est dans ce type de situation qu'une collaboration
forte et suivie avec des laboratoires est nécessaire afin d’inscrire 1'utilisation de 'index dans
une démarche qui a du sens dans leur travail et qui apporte des réponses que nos collegues
peuvent s’approprier. Dans ce sens, REINDEER répond parfaitement aux besoins que nous
avions imaginés avec nos partenaires d’ANR lors de la rédaction de celle-ci. REINDEER est
donc bien utilisé au sein du consortium. Pour autant, REINDEER ne s’inscrit pas réellement
dans une démarche existante pour des laboratoires extérieurs a notre consortium. Il est né-
cessaire de sortir de sa routine habituelle, de sa maniére classique d’analyser les données afin
d’apprécier pleinement le role que peut jouer REINDEER.

A partir de mon expérience, j'identifie comme condition nécessaire, mais non suffisante, a
ce qu'un logiciel de bioinformatique soit utilisé relativement largement, qu’il soit issu d"une
collaboration exigeante avec de futurs utilisateurs potentiels. Sans cela, le risque est grand que
le logiciel ne réponde qu’a ce qu’on s’imaginait étre pertinent pour des biologistes, des méde-
cins, des bioanalystes, mais qu’en réalité le logiciel ne s’inscrive pas dans la pratique de ces
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personnes ou ne réponde que de maniére partielle et insatisfaisante aux questions qu’elles se
posent. Comme je I'indique, il ne s’agit évidemment pas d’une condition suffisante. Notam-
ment si le logiciel change les pratiques habituelles. Cela peut nécessiter du temps pour que des
laboratoires changent leurs habitudes d’analyse. A titre d’exemple, le logiciel TopHat2 (Kim
et al., 2013), qui analysait des données de séquencage d’ARN (RNA-seq), continue a étre uti-
lisé longtemps apres 1'arrét de son développement et apres que ses auteurs ont recommandé
d’utiliser un autre logiciel (qu’ils avaient également développé). Sur la seule année 2022, six
ans apres la recommandation des auteurs, Tophat2 était encore cité plus de 1 000 fois. Pourtant,
passer d"un logiciel a son successeur n’est qu'un changement mineur. Cela illuste combien de
nouvelles approches changeant les pratiques plus en profondeur peuvent mettre du temps a
percoler dans les différents laboratoires susceptibles d’étre intéressés.

Méthodes génériques sans alignement

Nous l'avons vu, les méthodes sans alignement constituent une part importante de mes
contributions. Pour CRAC, Vidjil, FiLT3r, les principes généraux sont comparables : il s’agit de
découper un read en k-mers et de rechercher chacun de ces k-mers dans une séquence de réfé-
rence afin d’en inférer différentes informations (épissage, recombinaisons V(D)]J, duplications,
etc.). La question de la généricisation se pose évidemment : pourrait-on produire un logiciel
qui permette, de maniere générique, de produire les résultats que produisent ces trois logi-
ciels? La question se pose évidemment au-dela de ces trois logiciels, sans toutefois vouloir
regrouper toutes les approches sans alignement. En effet, il existe des différences importantes
entre une approche a la km (Audemard et al., 2019) qui construit un graphe de de Bruijn d"une
séquence de référence afin d’identifier des variations par rapport a celle-ci et une approche a
la Salmon pour la quantification d’ARN (Patro et al., 2017) qui fait du quasi-mapping.

Une approche générique consisterait a rechercher chaque k-mer (et, méme, de maniére plus
générique, chaque graine) de chaque read. Cette recherche pourrait n’étre qu’une information
de présence/absence (ce dont nous avons besoin pour Vidjil), de comptage (comme dans I'heu-
ristique pour la détection de sous-clonotypes, page 20) ou de localisation (ce que nous utili-
sons pour CRAC et FiLT3r). A partir d’une liste des occurrences des k-mers pour chaque read,
il s’agit de déterminer si un événement d’intérét est présent ou non dans le read en question.
Cette approche dépend naturellement de la question posée mais peut étre en partie générici-
sée. Dans le cas de CRAC et de FiLT3r, I'intérét est dans le différentiel de localisation avant et
apres des séries de k-mers non localisés. Pour Vidjil, c’est la présence de k-mers provenant de
différentes séquences de référence qui importe. Ensuite, des ensembles de reads doivent étre
définis, partageant les mémes propriétés : des clonotypes pour Vidjil, partageant une méme fe-
nétre, des duplications en tandem pour FiLT3r, partageant une duplication de méme longueur
aux mémes positions.

Une généricisation de ce type d’approches sans alignement, pour en faire une bibliotheque
permettrait de simplifier le développement d’outils recourant a des méthodes sans aligne-
ment. De plus, I'optimisation des étapes critiques de cette bibliotheque permettrait de créer
plus facilement des logiciels efficaces. Il resterait ensuite a développer plus spécifiquement
pour chaque logiciel les étapes aval, qui semblent moins génériques.

Concrétement, une telle bibliotheque aurait simplifié le développement d"un logiciel concu
au début de la pandémie de Covid-19, avec I'entreprise SeqOne, pour identifier les amorces de
PCR détectées dans des échantillons de patients, afin de déterminer ceux positifs et négatifs au
SARS-CoV-2. D’autre part, une telle bibliotheque aurait également un intérét pédagogique :
en simplifiant le développement de programmes bioinformatiques, cela pourrait rendre ces
approches plus accessibles a des TP, ce qui permettrait a des étudiant-e-s de plus facilement
s’approprier ces concepts.

Limites en temps des méthodes sans alignement

L'efficacité en temps des méthodes sans alignement est telle qu’elle pose la question de 1'ef-
fet rebond, mentionné ci-dessus. Si les programmes sont plus efficaces, nous pouvons réaliser
plus d’analyses ou des analyses sur davantage de données. Naturellement, nous n’allons pas
parsemer nos codes de sleep(1) afin d’éviter un effet rebond! A mon sens, s'il faut éviter un
effet rebond, l'effort est plutdt a cibler sur la quantité de données séquencées (comme évoqué
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précédemment). Des gains en efficacité sur les algorithmes d’analyse sont de toute fagon inté-
ressants a prendre (de méme que des gains en efficacité sur une ampoule, une machine a laver
ou un véhicule sont intéressants).

L'efficacité des méthodes sans alignement souleve d’autres questions. Par exemple, FiLT3r,
lancé sur un seul thread, n’est que trois fois plus lent que la seule décompression par gunzip
de ces mémes données. La décompression des données devient donc une étape prenant une
part non négligeable de I’analyse. De plus, cela nuit a la parallélisation du traitement car la
parallélisation de gunzip n’est pas triviale (Kerbiriou et Chikhi, 2019).

Bien évidemment, d’autres formats de compression, plus adaptés au stockage de reads et
permettant une décompression en paralléle, seraient souhaitables. Malgré les nombreuses pro-
positions pertinentes qui existent (Hernaez et al., 2019), et la standardisation ISO d’un format
en 2019 (MPEG-G), il faut se rendre a I'évidence : aucune solution n’a pris le pas et gzip reste
la méthode de compression de référence pour les données que nous traitons.

Si gzip reste le standard de fait et que la décompression en parallele reste un défi, alors nous
n’avons plus qu'une seule possibilité pour lever cette limite du temps de décompression : ne
pas décompresser les données. L’analyse de données compressées présente un avantage : la
redondance exploitée par gzip ' pourrait étre mise a profit afin d’éviter de requéter a nouveau
des k-mers qui I'ont déja été.

Je resterais néanmoins prudent sur I'intérét d’une telle approche : a moins de jeux de don-
nées avec une forte redondance, il y a peu de chance que la proportion de k-mers identiques
dans un contexte de taille relativement modeste soit importante. Le gain risque alors d’étre
limité. De plus, I’approche serait dépendante de la méthode de compression ce qui la rendrait
caduque si gzip finissait (enfin) par étre remplacé par une méthode plus appropriée.

Finalement, il est possible que pour certaines problématiques (comme pour FiLT3r), nous
nous approchions de ce qui peut étre fait de plus efficace, a la fois en temps et en mémoire,
a partir de ces données. Il ne serait pas forcément pertinent de chercher a grapiller quelques
pourcentages d’amélioration sur des temps d’exécution et de consommation mémoire qui sont
déja tres faibles.

Au-dela de I'automatisation

La bioinformatique a longtemps consisté a automatiser des taches qu’il devenait fasti-
dieux de réaliser manuellement, ou dont les résultats manquaient d’exhaustivité. Mes travaux
n’échappent pas a ce constat.

Des logiciels comme Vidjil et FiLT3r sont la conséquence du passage de techniques clas-
siques de biologie moléculaire avec l'utilisation de Genescan ou de séquencages Sanger, qui
ne se concentrent au final que sur une poignée de séquences, au séquencage a haut débit. Pour
autant, le type de résultat obtenu est le méme. La différence réside principalement dans la
quantité de données produites, avec des résultats qui ne se restreignent pas a quelques molé-
cules.

Or, puisque la technique change, les critéres employés pour prendre des décisions sur la
base des ces résultats devraient également évoluer. Ce n’est pourtant pas ce que je constate
dans ces deux exemples. Les mémes criteres cliniques sont employés (taux de mutations,
quantification, etc.) pour caractériser les résultats. Evidemment, des criteres qui ont été établis
a la suite de multiples études cliniques ne peuvent étre renversés immédiatement a l'arrivée
d’une nouvelle technique. Pour autant, ’acces & des données plus vastes qu’auparavant peut
fournir des critéres plus pertinents afin de juger du niveau de sévérité de la maladie étudiée
(par exemple via la prise en compte de la diversité du répertoire immunitaire (Kotrova et al.,
2015)). En tant que bioinformaticien, j’ai évidemment peu de marge de manceuvre pour influer
sur les criteres cliniques pris en compte. Néanmoins, nous pouvons collectivement fournir des
outils qui aident les médecins et biologistes & définir de meilleurs critéres.

Aussi, concernant Vidjil, nous avons I’ambition de proposer aux différents hopitaux fran-
cais de rassembler les informations contenues dans les dizaines de milliers d’échantillons de
répertoires immunitaires de leucémies qu’ils ont séquencés afin d’en tirer des informations
pertinentes. Il s’agit nécessairement d’un travail de longue haleine, nécessitant en amont de

10. La méthode de compression consiste, succinctement, a stocker des informations en faisant référence a celles qui
précedent. Il s’agit plus concretement de stocker des références vers une suite identique de caracteres préalablement
compressée, dans un contexte borné de quelques dizaines de kilo-octets.
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définir des nomenclatures communes. Un tel travail ne demandera pas forcément un travail
algorithmique stimulant mais il semble néanmoins indispensable pour une bonne exploitation
des données existantes.

En effet, la réutilisation des données existantes pourrait étre un impératif éthique. Comme
jel'ai indiqué précédemment, la production et le stockage de ces données a des impacts. Aussi,
une fois celles-ci produites, nous devrions exploiter tout leur potentiel et ne pas les considérer
comme des produits jetables qui ne serviraient qu'une seule fois et dormiraient ensuite au
fond d’un disque de sauvegarde.

Nos travaux autour de 'indexation de jeux de données de séquengage se placent, a8 mon
sens, dans ce cadre. Ce sont de telles structures d’indexation qui permettent de répondre a de
nouveaux types de questions qu’on ne se posait pas (ou qu’'on n’osait pas se poser, faute de
pouvoir obtenir des réponses). Le projet Serratus (Edgar et al., 2022), qui a analysé des millions
de jeux de données publics pour caractériser de dizaines de milliers de nouveaux virus a ARN,
est un exemple du type d’informations disponibles dans ces données dormantes. Pour autant,
ce projet ne s’appuie pas sur un index de ces jeux de données '! mais sur une ré-analyse ex-
haustive. Pour rendre plus accessible ce type d’analyse, il serait souhaitable d’arriver a indexer
I'ensemble des données accessibles dans SRA, la banque mentionnée dans l'introduction de
ce manuscrit qui stocke les données de millions de séquencages a haut débit.

Au-dela des classiques requétes a base de k-mers dans des index de téranucléotides, le
besoin se porte également sur des requétes plus sémantiques, comme identifier les jeux de
données les plus similaires a un jeu de données (en terme de séquences voire d’expression) ou
identifier les séquences qui rendent spécifiques un ensemble de jeux de données par rapport
aux autres. Pour dépasser 'automatisation de processus pré-existants, il est nécessaire de ré-
fléchir a des requétes pertinentes sur ces index et de développer les algorithmes et structures
qui y répondront de maniére efficace.

Indexation : poser les limites

Nous I’avons vu (section 3.1.3 page 30), de nombreuses solutions existent pour 'indexation
de milliers, voire millions, de jeux de données de séquencage, pour répondre a des requétes
d’existence, de comptage ou de localisation. Tout porte a croire que de futures recherches,
notamment celles que nous menons dans le cadre du projet ANR FullRNA, permettront d'in-
dexer encore plus de données. Jusqu’ot1?

Si les requétes de localisation sont tres utiles lorsqu’il s’agit d’interroger un faible nombre
dejeux de données, on peut se demander s’il est encore nécessaire de savoir qu'un k-mer appa-
rait dans tels reads parmi des dizaines de milliers de jeux de données. La plus-value informa-
tionnelle vaut-elle les ressources supplémentaires qu’il faut mobiliser, quand, dans le méme
temps, nous développons des approches sans alignement montrant que ce type d’information
n’est pas indispensable? L'intérét des requétes d’existence ou de comptage (parfois probabi-
listes) est de permettre d’éviter de stocker une quantité importante d’informations, avantage a
ne pas négliger. En effet, quand le volume de données est tel, peut-étre vaut-il mieux se conten-
ter d’'indexer une information dégradée, plut6t que de vouloir une indexation exhaustive qui,
de toute fagon, n’apportera qu'une plus-value faible avec un surcofit prohibitif.

Projetons-nous quelques années dans le futur et supposons que nous réussissions a indexer
une partie significative des jeux de données de séquencage disponibles dans SRA ou ENA,
c’est-a-dire des millions de jeux de données, afin de répondre a des requétes de comptage.
Un probleme fait face : la plupart des utilisateurs ou utilisatrices ne seront pas intéressées
par la totalité des données indexées. Une personne travaillant sur la génétique humaine aura
probablement peu d’intérét pour les séquencages de métagénomique marine, et inversement
pour une spécialiste de biologie marine. Dans ce cas de figure, serait-il pertinent de rechercher
dans des millions de jeux de données alors que la grande majorité n’aurait pas d’intérét en
regard de la question posée?

Une question fondamentale sera donc celle des requétes restreintes, et des structures d’in-
dexation qui les rendront possibles. Une requéte restreinte serait une requéte que 1’on restreint

11. Une version préliminaire de ce manuscrit affirmait : « personne n'est parvenu a en indexer ne serait-ce que 10 % ».
Entre temps, Shiryev et Agarwala (2023) m’ont démenti, ce qui illustre la rapidité de ’avancée de ces solutions, bien
que ce soit l'infrastructure plus que la méthodologie qui, ici, ait permis le passage a 1’échelle.
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dynamiquement a un sous-ensemble de jeux de données 2. Le but de telles restrictions se-
rait d’avoir des requétes dont la complexité en temps soit indépendante du nombre de jeux
de données indexés mais dépendante du nombre de jeux de données requétés (et du nombre
d’occurrences qu’on y trouve). D'une certaine maniere, cela peut faire le lien avec l'indexa-
tion annotée, abordée en section 3.3 page 36, mais avec des annotations de nature différente.
Ici, nous voudrions que seuls les jeux de données présentant certaines annotations d’intérét
soient requétés. La solution que nous avons proposée pour les recombinaisons V(D)] ne se-
rait pas adaptée a cette nouvelle question. Au-dela de la solution apportée, il n’est méme
pas évident qu'une telle structure d’indexation soit possible. Par essence, une structure d’'in-
dexation va rassembler les séquences similaires afin de les retrouver plus facilement. Cette
propriété, qu’on retrouve dans des structures aussi diverses que les arbres de suffixes, les
transformées de Burrows-Wheeler, les graphes de de Bruijn, les listes inversées, semble contra-
dictoire avec la capacité a faire des requétes restreintes. Je pense néanmoins que ce serait un
axe de recherche intéressant a explorer, mais risqué.

Pour relever ces nouveaux défis stimulants (sur la généricisation des méthodes sans aligne-
ment, sur des requétes évoluées pour de grandes structures d’indexation ou de l'indexation
restreinte), il faudra continuer a maintenir un lien fort entre les réflexions théoriques sur 1'in-
dexation ou la comparaison et leurs applications a des problématiques actuelles, en conservant
des collaborations étroites avec les laboratoires intéressés par ces développements. Tout ceci
en gardant un regard critique sur nos recherches afin d’avoir conscience de leurs impacts po-
sitifs ou négatifs et de savoir les orienter dans la direction qui semble la plus bénéfique a la
lumiere des connaissances actuelles.

12. Sila restriction est statique, donc définie a I’avance, le probleme devient simple : il suffit de construire un index
par sous-ensemble.
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Résumé

Alors que les technologies de séquengage de '’ADN et de I’ARN se démocratisent, les
données produites par les laboratoires se démultiplient. Les besoins de méthodes capables
de traiter ces données, sans nécessiter le recours a des infrastructures de calcul gigantesques,
est alors criant.

Mes recherches, comme maitre de conférences dans I’équipe de bioinformatique Bonsai
depuis 2010, ont eu pour but d’offrir la capacité aux équipes intéressées de tirer parti, a
moindre cott, de ces données produites. Deux axes principaux de recherche correspondent
a mes travaux sur la période afin de remplir cet objectif.

L'un de ces axes consiste a proposer des méthodes de comparaison qui évitent de recou-
rir a de cotiteuses étapes d’alignement, il s’agit des méthodes sans alignement. Avec mes
collegues, j'ai proposé des méthodes d’analyse sans alignement, efficaces en temps et en
espace qui fournissent des résultats pertinents pour les recherches ou les soins en oncolo-
gie. L'un de ces projets, Vidjil, est un logiciel désormais utilisé par des dizaines d’hopitaux
autour du monde dont certains financent deux ingénieurs qui continuent a maintenir et
améliorer le logiciel.

L’autre axe correspond a l'indexation des données de séquengage avec 1’objectif de fa-
ciliter leur exploitation, voire leur réexploitation. L'indexation de données est une étape
indispensable afin d’obtenir rapidement des informations recherchées. Néanmoins, le type
d’information qui peut étre recherché dépend de la nature de l'indexation. Les méthodes
présentées sont de différentes natures : certaines visent a offrir des recherches plus souples,
tandis que d’autres ont pour objectif de favoriser la réexploitation de données existantes.

Enfin, j’aborde également succinctement mes activités de diffusion de la culture scienti-
fique aupres du grand public ou dans le cadre de formations de journalisme.



	Table des matières
	Table des figures
	Introduction
	Comparaison de séquences sans alignement
	Indexation de séquences nucléiques
	Des conséquences de nos travaux

	Méthodes sans alignement pour l'oncogénétique
	Analyse de données de séquençage transcriptomique
	Impacts des recherches

	Étude des recombinaisons V(D)J
	Biologie des recombinaisons V(D)J
	Historique des méthodes d'identification de recombinaisons V(D)J
	Conception de notre méthode d'identification – Vidjil
	Vers une application utilisable en routine clinique
	Mise en œuvre et résultats
	Impacts des recherches
	Pistes de recherches

	Identification des duplications en tandem
	Atténuer l'impact des faux positifs
	Rectifier la quantification
	Améliorer les performances de l'algorithme
	Mise en œuvre
	Impacts des recherches


	Indexation de données nucléiques
	Méthodes d'indexation
	Indexation d'une seule séquence de référence
	Indexation de plusieurs séquences de référence
	Indexation de données de séquençage
	Indexation pour la recherche approchée

	De nouvelles graines pour la recherche approchée
	Adaptation du principe du pigeonnier
	Avantages et inconvénients des graines 01*0
	Indexation pour l'emploi de graines 01*0
	Mise en œuvre et résultats
	Impacts des recherches

	Indexation de recombinaisons V(D)J
	Mise en œuvre et résultats
	Impacts des recherches

	Indexation de jeux de séquençage
	Comparaison différentielle de jeux de séquençage
	Index pour la quantification de séquences dans des collections de jeux de reads
	Mise en œuvre et résultats
	Impacts des recherches
	Pistes de recherche


	Diffusion de la culture scientifique
	Enseignement de l'esprit critique
	Dans une formation de journalistes
	En licence informatique

	Activités de médiation scientifique
	Autour de la bioinformatique
	Autour de l'esprit critique


	Conclusions et perspectives
	Bibliographie

