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Formateurs

% Biloinformatique :

o Sarah Maman

o Céline Noirot

o Olivier Rué

o Matthias Zytnicki
% Bilostatistique :

o Ignaccio Gonzales

o Annick Moisan

o Nathalie Villa-Vialaneix
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Organisation

% Formations de 3,5 jours
% Présentations seront entre-coupées de TP
% Horaires

o Matin : 9h30 - 12h30

o Apres-midi: 14h00 - 17h

03/2015

—  SCIENCE & IMPACT



Tourdetable

% Vous ? Votre labo ? Vos données ?
% Avez vous dé¢ja traite des NGS ?
% Avez vous dé¢ja utilisé Galaxy et R ?

< Vos attentes ?
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Qu’allez-vous apprendre ...

% Alissue de 3 jours de formation vous saurez :

o Utiliser un environnement Galaxy pour quantifier et
découvrir de nouveaux transcrits,
o Ultiliser Rstudio pour détecter le gene DE correspondant a

un plan d'expérience simple.

< Vous ne saurez pas :

o Etudier un transcriptome sans génome de référence,

o (Traiter bioinformatiguement de nombreuses librairies.)

o Deétecter les genes DE correspondant a un plan
d’expérience complexe.
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SCIENCE & IMPACT

TRAITEMENT BIOINFORMATIQUE
DE DONNEES RNA-Seq
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Plan

< Mardi - Matin (9h30 - 12h30)
o Introduction au RNAseq (Biologie & Protocole)
o Présentation Galaxy et prise en main
< Mardi - Apres-midi(14h —17h)
o Verification de la qualité
o Algorithmes d’alignement

< Mercredi - Matin (9n30 - 12h30)
o Les formats de fichier d’alignement
o Visualisation
o Assemblage de transcrits
< Mercredi - Apres-midi (14h00 - 17h)
o Quantification de genes
o Quantification de transcrits
o Creéer vos workflow RNAseq
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appels biologiques
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Un peu-devocabulaire

Transcriptome : Ensemble des transcrits d’un
organisme

RNAseq de novo : Etude du transcriptome sans
genome de référence.

Read : Lecture

Fragment : Paire de lecture

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Rappels-biologiques

Qu’est-ce qu’un gene ?
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Rappels-biologiques
Qu’est-ce qu’un géne ?

o Gene : unité fonctionnelle de ’ADN qui contient les instructions
nécessaires a la création d’un produit fonctionnel

Promoteur Exonl Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3

TSS

o Promoteur : zone de fixation des ribosomes

o TSS:site de départ de transcription

o Exon : région codante de I’ARNm inclus dans le transcrit
o Intron:région non codante
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Rappels-biologiques

Qu’est-ce qu’un transcrit?
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Rappels-biologiques
Qu’est-ce qu’un transcrit ?

o Epissage : Excision des introns avant traduction

"Exon1  Intron1 ["Exon2 Intron2 [ Exon3 | Intron 3 "Exon4

BN Exon1l Exon2 Exon 3 Exon4 [
start stop
UTR Codant UTR

o Transcrit : portion d’ADN transcrite en molécule d’ARN
o UTR:région transcrite mais pas traduite
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Rappels-biologiques
Qu’est-ce qu’un site d’épissage?

o Site d’épissage canonique :
e plus de 99% de GT et AG comme sites donneurs et accepteurs

Splicing Consensus Sequences
5' Exon Intron 3' Exon

| |
\ \\Q\\QGUAAGU CAG&\\%

67 77 100100 60 74 84 50 78100100 55

Mumbers = Frequency (%)
http://themedicalbiochemistrypage.org/rna.php
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Rappels-biologiques
Qu’est-ce qu’un site d’épissage?

o Site d’épissage non-canonique :
e GC-AG ou AT-AC comme sites donneurs et accepteurs

o Mammifere :

e 0.69% GC-AG |
* 0.05% AT-AC ,  Intron

-3 2 -l'+1 +2 +3 +4 +5 +6

H. Spaiens l\
o Autre exemple: G A G E

- = &

!
c a ua->5"
|

Eg?ﬁ%?(:h {E-EE?

http.//rnajournal.cshlp.org/content/10/5/828.full

Ulanﬂﬂhg u
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Rappels-biologiques
Epissage alternatif et isoformes

o Excision d’exon
/\
“oon 1 N " “Bon3 “Exond

o Rétention d’intron

esoiin S iz S SESGHE  Intron > NENGHAN
o TSS alternatif
S Eon2 A Bons R Bond

o Exons exclusifs
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Rappels-biologiques
Et plus encore ?

o Fusion de genes ou Trans-épissage

m/\m/\ Exon 3
\\ AY
\\ \\ \ AY
So So \ \
~ ~ \ \
RN RS \ \
% ~o \ \
~o So \ \
~ ~ \ \
S SS \ \
RS SS \ \
. o \ \
~
~
~
~
Exon 1 Exon 2 Exon 2 Exon3 ¥
~
~
\ RN NS
\ \ ~ ~
\ \ .
\ \ ~

~
N
~
\ \ S S
\ \ S S
\ \ ~ \\
~
\ \ ~
\ \ So
\ \ ~
. ~
E 1 \m

o Chimere biologique
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Rappels-biologiques
Géne procaryote / géne eucaryote

o Pas d’intron chez les procaryotes

Promoteur Transcrit

TSS

start stop

UTR Codant UTR
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Le RNA-Seq
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Modes-d’etude du transcriptome

EST

rt-PCR(Q

puce d’expression
tiling array

RNA-Seq

Quelles sont les principales difféerences ?
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Modes-d’etude du transcriptome

Pas besoin d'avoir de connaissance sur la sequence
Spécificité de ce que I'on mesure

Augmente I'échelle de mesure

Quantification directe

Tres bonne reproductibilité

Différents niveau d'étude : genes, transcrits,
specificité allelique, variant de structure

Découverte de nouveaux : transcrits, isoformes,
(ncRNA), structures (fusion...)

Détection possible of SNPs, ...
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Les séequenceurs

Séquencewrs 26" génération (2013)

Sodété | Roche | lllumina | Life technologies |
m —

- (T AP E = = B

! - - — L > —

GS Junior 454 MiSeq GAIllx HiSeq HiSeq lon PGM lon Proton 5500xI 5500

. 1000/1500 20002500  chin chip  Chip Chip  Chip S0LiD S0LiD
Technologie Titanium @S FLX+ 314 316 318 Pl Pl
w2 v2 V2
Acides nucléiques (matrice)
Ligation des adaptateurs

Méthode _ PCRen é";“';i:" . I“BridgePCRi}l ) ﬁPCRenémglsion .
damplification | =¥e T @ ¥ € # HW = T3 T

=55-3%e ek Ll - Sal-gp e Tk
Méthode de
séquencage Synthése Synthése Synthése Ligation
Capacité de 2Gh 300Gk £00GhH d b 95Gh 48Gh
séguengage/run
Taille moyenne
des reads @
S RONONORCNCRSIS O OCIOIOIO
séquencage »B5% [2x50p [2x
Codt machine + 1 125K% ] 125KS S590KS 6I0KS S50KS + 20KS 149KS 600KS @
dnnexes

1K
NG ) ) ) @) eREEE @ (@
e () @) @ @ @ @ GEOEE @
séguencage
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Les séequenceurs

Société {’ Roche N lllumina J Life technologies

AL AlTYE 2 2 B
——® ® DY P QEEIEE QD D
- @ VY Y YEEYY QY
Sie(M) (W) <, &, <,
—— D0 DY QIO D @
—— ) B O eI Y
we (B X) WY WYY © @
—-@® @ OP @ Q OO0 D @
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lllumina:sequencing vocabulary

Flowcell : 1 plaque
(en géneéral 1 run)

Lane : ligne de séquencage

1 Flowcell : 8 Lane

> S
1 flowcell Hiseq 2500 : 2 Milliard de reads single ou 4
Milliard de reads paired.

Hiseq 2000 / Hiseq 2500 : séguencage possible de 2
flowcells en parallele.
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Le protocole RNAseq

Préparation des Echantillons biologiques pour le RNAseq
1. ARN messager ou ARN total

—

)I

2. Elimination de 'ADN contaminant

|\ <

—

Elimination de 'ARN ribosomal?

3. Fragmentation de 'ARN Sélection des ARNmessagers?

||

!
1
|

B
L

4. Retro-transcription de
'ARN en cDNA , hybride

"

d’ADN/ARN —~
% - e
=T =
5. Synthése du second brin
d’ADN et ligation l RNA-seq brin spécifique?
d'adaptateurs g
6. Sélection des W:'N' ]
fragments par la taille

l Amplification par PCR?

7.Séquencage des extrémités
et production de « reads » Single-ends

ou
- .
- .

(R = = === paired-ends?
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Séquencage illumina

1. Agtach CIM, 2. Parform bridge 3. Generate clusters 4, Anneal saguencing
o Mo cedl amplification primar

5. Extend first base, 6. Repeat step above 7. Generate base calls

=

Pl 8 1 L T e I 1]
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Quels choix quand on fait du RNA-Seq ?

Déplétion / enrichissement

Paired-end / single-end
Séguencage en tenant compte du sens du brin
Nombre de séquence / de replicats

Multiplexage

== — IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Déplétion-/-Enrichissement

Déplétion :
o Suppression des rRNA
Enrichissement polyA :
o Pas de transcrits sans queue PolyA ou partiellement
degradés
Résultats semblables d'apres :
Comparison of RNA-Seq by poly (A) capture, ribosomal RNA

depletion, and DNA microarray for expression profiling, BMC
Genomics , 2014

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Single-end-vs Paired-end

Single-end Paired-end
séquencage fragment 1 séquencage fragment 1 (forward)
(c)DNA | ' | |
séguencage fragment 2 (rev)
@ alignement ‘ ‘
=
e T T T i
l ] ] ] l ] ] ]
genome gene

La taille des cDNA déetermine la taille d'insert (p. ex.
200-500 pb).

Les fragments sont habituellement en Forward-
Reverse.

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Paired-end

Protocole différent (Adaptateurs
specifiques)

Ameliore le mapping 5

VT

Aide a la détection de variant alternatif (o

Plus genéralement aide a la déetection — -§
de : variation structurale de génome )
(insertion/deletion), CNV,
réarrangement génomique

sequenced by synthesis from tha paired primers sequentially.

= IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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L'intéeretdes librairies brin spécifigue

Mat Methods. 2010 Sep;7(9):709-15. Epub 2010 Aug 15.
Comprehensive comparative analysis of strand-specific RNA sequencing
methods.

Levin JZ, Yassour M, Adiconis X, Nushaum C, Thompson DA, Friedman M, Gnirke A, Eegev A

Broad Institute of Massachusetts Institute of Techneology and Harvard University, Cambridge, Massachusetts, USA.
jlevin@broadinstitute.org

Al...;.,-- —~

1. Head to Head: 5' to 5' overlap 4. Nearby Tail to Tail

chri7: 7565000 7575000 7585000 7595000 7605000
ENCODE = 1! = H
Gane 'I'Fﬁa»{ = 3__ B 3
lAnnotations - WHAPSB{ "= = e ——— ERTAR LT
mRNAS —. |- --AKD9T045

T=- Us8B58

GM12876 + I I | h h“
GM12878 - o "“"m I'*'—‘"“"'ﬂ R

K562 + ol el

Ksez- W-—--ﬂ-m R _,.__ﬂ
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Profondeur-/ Répétitions ?

Equilibre profondeur / nombre de répétitions :
o directives du consortium ENCODE en 2011
o plus de deux repétitions biologique

Chez 'numain 100M de lectures sont suffisantes pour détecter 90
% des transcrits de 81 % des genes du transcriptome humain.

20M de lectures (75bp) permettent de détecter des transcrits
exprimés a un niveau moyen ou faible chez le poulet.

10 M de lectures permettent que 90% des transcrits (humain,
zebrafish) soient couverts par 10 lectures en moyenne.

(Plus d’informations : Toung et al. 2011 ; Wang et al. 2011 ; Hart et al. 2013)

= INQA Formation RNAseq Bioinfo 03/2015

= SCIENCE & IMPACT



Profondeur-/ Répétitions ?

Pourquoi augmenter le nombre de répétitions
biologiques ?

o Geéneraliser les résultats a la population

o Estimer avec plus de précision la variation de chaque transcrit
individuellement (Hart et al. 2013)

o Ameliorer la déetection des transcrits différentiels et le controle
du taux de faux positifs : VRAI a partir 3 (Zhang et al.
2014,Sonenson et al. 2013, Robles et al 2012)

T IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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http://www.plosone.org/article/info:doi/10.1371/journal.pone.0103207

Profondeur / Répétitions ?
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Profondeur-/ Répétitions ?

’effet de la profondeur.
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Profondeur-/ Répétitions ?

Quel choix ? Plus de profondeur ou plus de
repétition ?

Cadépend ! (Haas et al. 2012, Liu Y. et al 2013)

o Deétection de transcrits difféerentiels :
(+) répétitions biologiques

o Construction/annotation transcriptome
(+) profondeur & (+) conditions

o Recherche de variants :
(+) répetitions biologiques & (+) profondeur

T IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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A quelles-gquestions biologiques PEUT
repondre le RNA-seq ?

L’analyse d’expression différentielle (différence
d'expression) au niveau du transcriptome

L’étude de I'eépissage alternatif (isoformes) et

recherche de nouveaux transcrits
o ameélioration des annotations structurales existantes

La recherche d’alleles specifiques et la
guantification de leur expression

La construction d’'un transcriptome de novo
(organismes non modeles)

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Strategie d’analyse en fonction des données
disponibles

De novo :
o Pas de génome/transcriptome de reférence
o  Outils en évolution permanente
o Ressources (cpu/disque) +++
Transcriptome de reference
o Dépendant de la qualité de I'annotation structurale
o Peu couteux
Génome de réeference
o Permet une approche combinée :
sur transcriptome
recherche de nouveaux transcrits
o Ressources ++
o Alignement épissé

— = IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Pipeline d’analyse RNA-Seq : avec reférence

Controle qualité

Pre-nettoyage des lectures

o suppression des adaptateurs de séguencage

o (suppression des adaptateurs de multiplexage)
Nettoyage des lectures

o tronquer les extrémités de mauvaise qualité des lectures
Alignement des lectures sur la référence

o genes ou génome complet

Comptage des genes / transcrits

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Galaxy : un outil de traitement de données

03/2015



2

ONNEES BRUTES

Obtenir des séquences de qualités
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Workflow-d’analyse RNA-Seq

Lectures
(Reads)

Assemblage de
novo

Controle qualité
et nettoyage

Génome ou
transcriptome de
référence

Alignement sur référence

Quantification
des transcrits
exprimés

Quantification
des génes
exprimés

Reconstruction
des isoformes
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Plan

Le format fastq

Les biais connus

Veérification de la qualité avec FastQC

Nettoyage des lectures avec Sickle

03/2015
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Format-Fastq

o 1séquence =4 lignes dans le fichier

@SEQ_ID

GATTTEGEETTCARAGCACTATCGATCARRTACTARRTCCATTTEGTTCARCTCACAGTTT
S

PV E( [ ((*EE4))RBE44) (BBER) L 1EEE 42 ) ) #E5500P>>>>2>00CC0CCES

o 1 ere ligne = identifiant de la séquence

EERS139:136:FCT06VI:2:2104:15343:197393 1:Y:18:ATCACG

EAS138 the unigue instrument name
136 | the runid
FC7086VJ|the flowcell id

2 flowcell lane
2104  tile number within the flowcell lane
15343 |x'-coordinate of the cluster within the tile
197393 |'y'coordinate of the cluster within the tile
1 the member of a pair, 1 or 2 (paired-end or mate-pair reads only)
Y ¥ if the read fails filter (read is bad), N otherwise

18 0 when none of the control bits are on, otherwise it is an even number

ATCACG index sequence

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Format-Fastq

o 4eme ligne = Qualité

@SEQ_ID
GATTTGCGCTTCAAACCACTATCCATCARATACTAAATCCATTTCTTCAACTCACAGTTT
+

PR ((((FF%4))BRR44) (BBRR) . L¥+%_4% ' ') ) #*55CCF>>>>>>CCCCCCCHS

o Appelée aussi Phred quality score (Sanger format)

Qsanger = -10 lﬂglﬂp

Probabilité qu'une base soit incorrecte

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Format-Fastq

o Qualité Encodée en ASCII

S S S R S S S S S S R S S S R R R R R R R AR R i

.......................... EEREEESEIEI I EEEEEEIEREREEIE R R LR EEE S0 0000 0
............................... ITTITYITTITITITITITTITITITTTIITTITITITITINNINT. .. ....cooviiiineinanns

| | | | | |
33 59 64 73 104 126
Ot et e e e 26...31....... 40
-5 0........ T 40
D........ 5 40
; T e 40
0.2 it iii st 26...31........ 41
5 - Sanger Phred+33, raw reads typically (0, 40}
X - Solexa Solexa+64, raw reads typically (-5, 40)
I - Illumina 1.3+ Phred+64, raw reads typically (0, 40)
J - Illumina 1.5+ Phred+64, raw reads typically (3, 40)
with O=unused, 1=unused, 2=Read Segment Quality Control Indicat: (bold)
TP T LT I ST

L - illumina 1.8+ Phred+33, raw reads typically (0, 41}
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Objectif du-contrble qualité

Vérifier que les séquences sont conformes au niveau de
prestation attendu (taille, nombre, qualité,...)

Vérifier que les séguences peuvent répondre au questions
biologiques posées :

> Biais techniques

- Biais biologiques

Aider au parametres pour le nettoyage des données

IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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Biais specifigues au RNA-Seq

Influence du mode de préparation de la banque
o amplification hexamerique aléatoire (Random hexamer priming)

Influence du séquencage
> biais de position, de composition en séquence (contenu en GC)
> influence de la longueur des transcrits

« Mapabilité » du génome/transcriptome

03/2015
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Préparation de la banque

/ —>

Extraction ARN total St l e

—_— WRU—
5 _>/v\ « "Afragments

-

i, B BT T

Déplétion (queue polyA) lw

(first-strand synthesis)
P — PN
/ z?\ sscDNA
4 _..1-»
T e & -

ls. construction of dscDNA

Fragmentation, reverse |

transcription avec des hexameres = o,  wE
-

aléatoires -> dscDNA

l 4. size selection
- : ST
v ' E -
short o \&
| 4 A = <—> lon
z > i & = G
: > —
Sequencage =
Aencing
sense
RNAsequence
paired-endread -~ _ _ —_— : B o ]
—E®  6- Mapping : anti-sense

Roberts et al. Genome Biology 2011, 12:R22
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Biais rrandom hexamer priming

Fort biais de composition des 13 premieres nucléotides en 5’
> Spécificité de séquence de la polymérase

Publisked onrline 14 April 2000 Nucleie Acids Researchk, 2000, Vol 38, No. 12 2137
i 101093 nar gk g 224

Biases in lllumina transcriptome sequencing caused

by rand Om hexamer prim ing 160 Seguence content across all bases
T
Kasper D. Hansen"*, Steven E. Brenner® and Sandrine Dudoit e
ag 3
Generation of cDMA using random hexamer priming B0

induces biases in the nucleotide composition at the
beginning of transcriptome sequencing reads from
the lllumina Genome Analyzer. The bias is independ-
ent of organism and laboratory and impacts the wni-

70

60

formity of the mads along the transcriptome. 50

We provide a read count reweighting scheme, /\

based on the nucleotide frequencies of the reads, 40

that mitigates the impact of the bias. \ S /)()( \">&

30 \/\.«
g NN

10

o 1 2 3 4 5 5 7 8 9 10-14 20-24 30-34 40-44 50-54 50-64 70-74

Fosition in read (bp)
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Bials . random hexamer priming

1200 BO

10 26 42 58 T4 90 106 122 138 154 170 166 202 218 234 250 266 2B2 208 314 330 346 362 378 304 410 426 442 458 474 400 506 522 538 554 570 586 602 616 634 650 666 G2 608 714 730 746 T62 778
2 18 34 50 66 BZ BB 114 130 146 162 178 154 210 226 242 258 Z74 200 306 322 338 354 370 366 402 418 434 450 466 452 408 514 530 546 562 570 584 610 626 642 658 674 690 706 722 738 754 770

Orange = reads start sites
Blue = coverage

03/2015
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Biais . Preparation de la librairie

A Simulated RNA-seq Coverage
1170

—

scoissol| o o [ ——

B Actual RNA-seq Coverage
1543

0_ I m

neotcsol| iy IR ————

IVT-seq reveals extreme bias in RNA sequencing, Lahens et al 2014
http://genomebiology.com/2014/15/6/R86

=_= IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015

SCIENCE & IMPACT




Biais fongueur des transcrits

o La capacité, en utilisant des comptages obtenus par RNA-Seq, a
observer un transcrit comme étant différentiellement exprimé
est directement reliée a sa longueur.

o Pour un méme gene ayant deux isoformes, |'une faisant la
moitié de I'autre, exprimé en méme abondance dans deux

conditions différentes :
e L’isoforme la plus courte sera deux fois moins « comptée » que la plus

longue
| —" ) E— E—
O O D

03/2015
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Biais . « mappabilité »

o Les étapes bioinformatiques peuvent étre influencées par :
e La qualité de la référence

v/ assemblage
v finition
e La composition de la séquence

v zones répétées

e La qualité de 'annotation

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Workflow=d’analyse RNA-Seq

Lectures
(Reads)

Assemblage de
novo

Controdle qualité
et nettoyage

Génome ou
transcriptome de
référence

Alignement sur référence

Quantification
des transcrits
exprimés

Quantification
des génes
exprimés

Reconstruction
des isoformes

03/2015




Controle-qualité
Objectifs :

Vérifier que les séguences sont conformes au niveau de
prestation attendu (taille, nombre, qualité,...)

Vérifier que les séguences peuvent répondre au questions
biologiques poseées :

o Biais techniques

o Biais biologiques

Aider au parametres pour le nettoyage des données

—= IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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Controle qualité avec FastQC

orienté DNA-Seq

Jeslty zocren acroee all bmaee (Saages ! Bemra 1% srcadag)

g
F
! e
£

e I—T—l
@Pﬂrﬂ!ﬂﬂu quality soores :EJ:‘TI I -

)
aﬁ:rhas:ﬂu:n:: ortert [fan Ll

‘30

]

)

4

1 2 4 & 3 & ¥ B 9 104 el e .34 4044 5054 BB To-Ta
Fosbon in resd (b

http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc
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Controle qualite

N content

|NR/AN

SCIENCE & IMPACT

100

a0

fa

&0

50

40

30

20

10

123456789

11 13 15 17 19 21 23 25 27 ¢9 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53

Position in read (bp! =
v
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Controle qualite

Kmer content

ao

80

70

&0

30

40

30

20

10

13579 12 15

IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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Relative enrichment over read length

12 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 537 60 63 66 69 72 75 78 Bl 84
Position in read (hp)
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Controle qualitée

Over-expressed sequences

@ Overrepresented sequences

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 64433 0,.20451359370239228 No Hitc

Eaclk to summany

Détecter les adaptateurs

INQA Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Nettoyage.-des données

Nettoyage « optionnel »

L’alignement permettra de supprimer les lectures
o De mauvaise qualité

o D’adaptateurs

o Contaminantes

Les outils :

o Cutadapt : Nettoyage des adaptateurs & Tags

o Prinseq : Nettoyage des lectures de mauvaise qualité
o Sickle : Nettoyage des lectures de mauvaise qualité

— = IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Nettoyage-des données

Principe de Sickle :
o Traite les paires ensemble
o Fenétre glissante : 10% de la taille des reads

o Calcul de la qualité moyenne des lectures

exemple : Longueur = 23
A C T T G A T C A T G C A T C G A T C G T A G
30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20 18 18 10

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Travaux-pratiques
Présentation des objectifs

Aborder les différentes étapes indispensables au traitement

bioinformatique de données RNA-Seq a travers un exemple
issu de données réelles :

Séguencage de la tomate:

- Wt : wild type, PAIRED

- Mt : mutant type, PAIRED

= IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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Lectures

(Reads)

Assemblage de Controle qualité
et nettoyage

Génome ou

transcriptome de Alignement sur référence
référence

03

Quantification Quantification

et V| Su al | ) at | on e des génes des transcrits

des isoformes ay .
exprimés exprimés

— 0
== IN?A Formation RNAseq Bioinfo :
e 09/ 2014
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Alignement épissé

Objectifs :
Aligner les lectures issues du séquencage de dscDNA

(transcrits) sur le génome, en tenant compte de I'épissage
alternatif

Etre capable d’exploiter les listes des jonctions exons-exons
connues, mais également d’en détecter de nouvelles

Tout cela dans un temps raisonnable...

T IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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lecture

Introduction

genome

Définition

Le mapping est la prédiction du locus dont est originaire
la lecture.

o Prédiction : chaque outil propose un/plusieurs locus.
lls peuvent ne pas étre les bons.
o Locus: le résultat est un ensemble de positions génomiques

(ex.: chr1:100..150)
o Mapping ARN # Mapping ADN
o Mapping # Alignement

Les outils de mapping font de mauvais alignements (sauf aux jonctions).

T IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Cas diffictles

Beaucoup de différences : erreurs de séquencage ou locus muté
Séquence répétee

Lecture sur 3+ exons

(Variante :) Gene ou pseudo-gene ?

el e2 e3 Gene

Read
mapped

el e2 e3 Processed pseudogene

Fin de la lecture sur un exon propre

el GTXX AG|GTXX e2

(Kim et al, Genome Biology, 2013)

Lecture sur une jonction non-connue d’'un gene peu exprime

Formation RNAseq Bioinfo 03/2015




Tophatl

Etapes de mapping :

= === = = wmmwnseie Utilise Bowtie pour
Indexation du génome = = " mapper les lectures
1 fois pour toutes Collect initially ~ SUF |@ génome.
unmappable reads
Mapping des lectures
utilise index — . Asemble Probléme\pour les
covered regions pseudo-genes !
FA l
P Generate possible (Trapnell et al,
EETET S e ociny Bioinformatics,

€xons Y 2 009)

Build seed table
index from
unmappable reads

i
Map reads to possible
gt ag ag splices via seed-and-

extend
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Tophatl-=2types d’algo

[ Exon 1 NENGRS
c _—=—== ——_— T —— 0
O | I m
8 Exon read mapping i Seed matching Q
= m
Q_ —_—_—_ —_—_— I —-—— ><
2‘ —— — " E— EEEEEE ----{_-.- 6
S I /4 3
% N
T >
Llé_ i Spliced read mapping i Extend g
o —_ o
O
______ - :—

(Garber et al, Nature Methods, 2011)
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Tophat2

(1) Transcriptome alignment (optional)

— — H

‘ Read are aligned against transcriptome. [

(2) Genome alignment

Reads spanning a single exon are mapped
—_—

(3) Spliced alignment

Readsare split
intosegments

(3-1) Segment alignment to genome

(3-2) Identification of splice sites
(including indels and fusion break points)

(3-3) Segments aligned to junction
flanking sequences

(3-4) Segmentalignments stitched
togetherto form whole read alignments

(3-5) Re-alignment of reads minimally
overlapping introns

IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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Transcriptome index l

Multi-exon spanning reads
are unmapped

‘ Reads are aligned against genome.

Genome index

m— ¥ -

Reads are split into smaller segments
which are then aligned to the genome.

=
| | ¢ Unmapped segment

Genome index

Segment mappings are used to find potential splice sites
usually when the distance between the mapped positions.
of the left and the right segments are longer than the

length of the middle part of a read.

‘vl
Sequences flanking a splice site are concatenated
andsegments are aligned to them.

J

4
Mapped segments against either genome or flanking '

Junction flanking index

sequences are gathered to produce whole read alignments.

J

Genome mapped reads with alignments extendinga few
basesinto introns are re-aligned to exonsinstead.

W Rexd

[ Exonsfrom annotated transcripts

M Unannotated exons (novel transcripts)
Il Intron orintergenic region

Tophat2 est constitué
de beaucoup d’'étape

pour résoudre chaque
cas difficile.

Chaque étape contient
des heuristiques dont
les parametres sont a
fixer.

(Kim et al, Genome Biology, 2013)



Star

(a) Map Map again
MMP 1 MMP 2

RNA-seq read

- e --PJL-

exons in the genome

(b) (c)
Map Map
MMP1  Extend MMP1 — Trim
mismatches A-tail, or adapter,

or poor quality tail

(Dobin et al, Bioinformatics, 2011)

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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(RNA-)STAR

Aligneurs index BWT
(BWA, Bowtie, SOAP)

ACT, ACGT, AA, AG, et TAC.
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Outilsexistants

Tophat2 (le plus utilisé, le plus suivi)
Star (runner-up)

Crac (francais !)

GSNAP

RUM

MapSplice

Gem

03/2015
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Outilsexistants

La plupart des outils
utilise des sites de jonctions donnés par l'utilisateur pour “s’aider”

suppose des sites canoniques GT-AG

Comment évaluer un outil ?
Sensibilité (mappe le plus de lectures)

Spécificité (ne se trompe pas)

... sur les lectures et sur les jonctions
Temps

Mémoire

En général, les criteres sont contradictoires.

— = IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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RGASP-3

The RNA-seq Genome Annotation Assessment Project
(Engstrom et al., Nature Methods, 2013)

H Both uniquely mapped @ Both multimapped 3 One unique and one multi 1 One unique and one unmapped @ One multi and one unmapped
K562 Mouse brain Simulation 1 Simulation 2

]
0 20 40 60 40 60 80 100 0 20 40
Mapped fragments (%)

BAGET ann
GEM ann

GEM cons

GEM cons ann
GSNAP

GSNAP ann
GSTRUCT
GSTRUCT ann
MapSplice
MapSplice ann
PALMapper
PALMapper ann
PALMapper cons
PALMapper cons ann
PASS

PASS cons

STAR 1-pass
STAR 1-pass ann
STAR 2-pass
STAR 2-pass ann
TopHat1

TopHat1 ann
TopHat2
TopHat2 ann

g
g
5
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RGASP-3

The RNA-seq Genome Annotation Assessment Project
(Engstrom et al., Nature Methods, 2013)

a Mismatchess: ®HO0 H1 H2 B3 @4 O57 @8+ bTruncatedbases: E1 B2 B3 B4 OS7 @8+
K562 Mouse brain K562 Mouse brain

BAGET ann
GEM ann
GEM cons
GEM cons ann
GSNAP
GSNAP ann
GSTRUCT
GSTRUCT ann

PALMapper
PALMapper cons
PASS

PASS cons
ReadsMap
SMALT

STAR 1-pass
STAR 1-pass ann
STAR 2-pass
STAR 2-pass ann
TopHat1

TopHat1 ann
TopHat2
TopHat2 ann

T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 100 5 10 15 20 25 30 O 5 10 15 20
Mapped reads (%) Truncated reads (%)
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RGASP-3

The RNA-seq Genome Annotation Assessment Project
(Engstrom et al., Nature Methods, 2013)

B Perfectly mapped O Part correctly mapped B Mapped, no base correct @ No base correclly mapped but intersecting correct location

Simulation 1 Simulation 2

BAGET ann
GEM ann
GEM cons
GEM cons ann
GSNAP
GSNAP ann
GSTRUCT
asggg_CT ann
apSplice
MapSplice ann
PALMapper
PALMapper ann
PALMapper cons
PALMapper cons ann
PASS

PASS cons
ReadsMap
SMALT

STAR 1-pass
STAR 1-pass ann
STAR 2-pass
STAR 2-pass ann
TopHat1

TopHat1 ann
TopHat2
TopHat2 ann

1 T T 1

10 15 0 20 40 15
Proportion of simulated spliced reads (%)
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RGASP-3

The RNA-seq Genome Annotation Assessment Project
(Engstrom et al., Nature Methods, 2013)

Les phrases clés

« Mapping properties are largely dependent on software
algorithms even when the genome and transcriptome
are virtually identical »

« Exon detection results based on K562 data were
similar for GEM, GSNAP, GSTRUCT, MapSplice, STAR
and TopHat »

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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RGASP-3

The RNA-seq Genome Annotation Assessment Project
(Engstrom et al., Nature Methods, 2013)

STAR VS TopHat
+ # de lectures alignées -
- # de lectures correctement alignées +
- sensibilité aux variations +
- sensibilité aux annotations +

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Alignement: données initiales

Lectures (brutes / nettoyées ?)

Génome de référence éventuellement annoté :
o Séguence nucléique (fasta)
o Annotation structurale (GTF)

Ou trouver un génome et un transcriptome de référence ?
o Ensembl

o NCBI

Exo : trouver votre génome préféré et son annotation.

— = IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Tophat

En entrée :
o lectures (.fastq)
o index bowtie2 de la référence
o annotation structurale du génome (.gtf) [optionnel]
o jonction (.bed) [optionnel]
o insertions / délétions (.bed) [optionnel]

Les c->pt|.ons : - 5 SNA 3
o> Si paired, type de librairie. g
/2 1
—] [==——] frfirststrand
M1 /2
[— [«=——] fr-secondstrand
/2 1
- i
" 2 }fr—unstrand
- i

— = IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Tophat

Attention aux parametres par défaut !

Dans le manuel ;

Please Note TopHat has a number of parameters and options, and their default values are tuned
for processing mammalian RNA-Seq reads.

If you would like to use TopHat for another class of organism, we recommend setting some of
the parameters with more strict, conservative values than their defaults.

Usually, setting the maximum intron size to 4 or 5 Kb is sufficient to discover most
junctions while keeping the number of false positives low.

http://tophat.cbcb.umd.edu/manual.shtml/

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Format GTF-:-Gene Transfert Format

Dérivé du format généraliste GFF (General Feature Format)

Contient 'annotation structurale du génome (gene, transcrits)

<seghame> <source> <feature> <start> <end> <score> <strand> <frame> [attributes] [comments]

3R protein_coding exon 380 509 . + . gene_id "FBgn0037213"; transcript_id "FBtr0078961";
exon_number "1"; gene_name "CG12581"; transcript_name "CG12581-RB";

Le champ attribut doit :
o Commencer par le gene_id : identifiant unique du gene
o Etre suivi par transcript_id : identifiant unique du transcrit prédit

Les identifiants du chromosome (Fasta et 1¢" colonne du GTF)
doivent étre les mémes

http://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat.html#format4

—= IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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TP : Assemblage avec Tophat

Tophat for lllumina (version 1.0.0)
Your RNA-Seq FASTQ file (read 1):
| 3: ERRD22488_readl v |

Your RNA-Seq FASTQ file (read 2):
| 4: ERR022488_read? w |

Select a reference genome:
| Danio rerio Zva 62 chr 22 [«

Number of threads used to align reads:
s |

Maximum intron length:

| 5000 |

Expected (mean) inner distance between mate pairs:
|200 |

Your RNA-seq FASTQ file are zipped:

m
Yes
Please check this option if your files are zipped.

GTF file available:

| Yes W |

Do you have a gtf file available ?
Your GTF file:

| 5 http://genoweb.toulouse.inra fr/~formation/OLD_4 Galaxy_ RMNAseq/data/reference/Danio_rerio_i v |

Library type:
| fr-unstranded W |

Lancer Tophat maintenant ! Avant de continuer la présentation.

http://tophat.cbcb.umd.edu/manual.shtml/

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Alignement: Format SAM/BAM

Le partage des données est un probleme majeur dans le projets
“1000 génomes”

Capturez toute l'information critique sur les données de NGS
dans un seul fichier indexé et comprimé

Alignement format générique

Prise en charge reads de taille variable ( 454 - Solexa - Solid ...
PacBio )

Flexible dans le style , de taille compacte , efficace en acces
aléatoire

Website :

http://samtools.sourceforge.net

Paper :

Li H.*, Handsaker B.*, Wysoker A., Fennell T., Ruan J., Homer N., Marth G., Abecasis G.,
Durbin R. and 1000 Genome Project Data Processing Subgroup (2009) The Sequence
alignment/map (SAM) format and SAMtools. Bioinformatics, 25, 2078-9. [PMID: 19505943]
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Alignement: Format SAM

Quelles informations doivent étre stockées dans un
fichier d'alignement SAM ?

http://genoweb.toulouse.inra.fr/~formation/2 Galaxy SG
S-SNP/.SAMformat/sam.html

== — IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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http://genoweb.toulouse.inra.fr/~formation/2_Galaxy_SGS-SNP/.SAMformat/sam.html

Visualisation des alignements avec IGV

IGV : Integrative Genomics Viewer
Website : http://www.broadinstitute.org/igv

T[] Integrative
g\/ Genomics
Viewer

| Integrative

¥ Downloads

i e | Genomics
:Z\VQQuick Start o V i ewe r

IGV User Guide
File Formats

Release Notes
Acknowledgments

|

What's New Downloads

Broad Home

Cancer Program

EZBROAD
INSTITUTE

© 2009 Broad Institute

~ NEWS = May 10, 2010. New and updated genomes have Please reqgister to download IGV. After registering,
mlemxabl  heen added: Zebrafish (danRer 6), Opossum u you can log in at any time using your email

) == (monDomb5), and Rice (O. Sativia release 6.1). address.

s o ; >

Funding

February 5, 2010. IGV version 1.4.2 has heen released.
See the release notes for details.

03/2015


http://www.broadinstitute.org/igv

Visualisation des alignements avec IGV

File Formaits

High-performance visualization tool

m File Extension [dentifies Format
s Recommended File Formats

Interactive exploration of large, D

Integrated datasets ¢ EASTA

Supports a wide variety of data types

Documentations ! S i
Developed at the Broad Institute of ¢ Sariie rfoumaion

MIT and Harvard e

= Type Line
m WG
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Visualisation des alignements avec IGV

File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help

R R ~m - enxo =

[ »

[ofla]

RefSaq genes

Lo [l

bk Lh.n..l.d.lu._..l.l.ll.LL..l—.ﬂ._...-..__.. .L.Jl.l.h.._.uuul.ﬂm_....l.l M.J‘.J.LAL_.._“ Ll LI.HIJ.IJ‘.L.....‘.IH.H _..L_lljl..

1l

[lLosM of 324m

N?A Formation RNAseq Bioinfo/Biostat
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IGV .- Chargement de |la référence

EiL (ieno-tﬁ|!iew Tracks Regiorjs Tools GenomeSpace Help

Load Genome from File...
i - B co PR =
- a FASTA or .genome file...

Load Genome From Server...

[»

Create .genome File...

Manage Genome List...

11 - 13 3 15 - 1? - lg ” 21 - x ’
Load Genome
| | | | | | | | I I | |

Rechercher dans : |[]/ - I:I EZEZ'EZ

[ ]l4]

I bin ] lib6a ] sbin [ initrd.img

Jboot Cilost+found [Jselinux [ initrd.img.old H

3 cdrom ] media Cdsrv [y vmlinuz SeIeCt =l faSta flle’the .
Jdev ] mnt dsys [} vmlinuz. old IndeX fal must exiIsts In
Hetc Hproc Btmp the same directory

] home Jroot CJusr

= lib ] run 3 var

Nom du fichier : | |

Fichiers de type : |Tnu5 les fichiers |v|

|

Refosa genes Lu...; | VPSS [T SN 1Y WURUTTY ORI GOF TRPE o IVN AT (Wi LY A BN | WIS A
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IGV : Chargement de I'annotation

Genomes View Tracks Regigns Tools GenomeSpace Help
% w || chrl w (|chrl:118,326,652-128,923,067 Go 4 & o ARAN] RRARRNARARARARAAN
Load from URI & % [D] lv__l E I .

Load tracks or sample infprmation

|»

-o T O W O W NN T BT T
Load from DAS... p36Z3 p36dZ  p3d3  p33  p3il p3ld  pli¥ pil? pl3Z2 qll gl g2ld g23d0 g2 253 g3l3  q3n: gél 422 qd4
New Session...
Open Session...
Op : - 10 mb -
Save Session...
30 mb 92 mb 94 mb 96 mb 98 mb

Save Image ... | | | | | | | |
Exit

[r ]

Charger le fichier GTF, pour avoir la
piste d’annotation

[ ]l

RefSeq genes FMILI!FL&” qlT.IFlR_C'JD EARL«L!} Hmll llHéRE‘z!!H“”%I!!* Msll ..wlt!zs &léli!l ! P1J¥'2 HHW—WR&S:

4]

2 tracks loaded |[chr1:88 899 520 I |[108M of 480M
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GV Chargement des alignements

Eie|Genomes View Tracks Regidns Tools GenomeSpace Help

'E—M::W-E:‘:--- w |[chr1 v | |chr1:118,326,652-128,923,067 Go Tt « @ O = 92 =Ll [+
oad from U

Load tracks or sample infprmation

|»

-o T O W O W NN T BT T
Load from DAS... p36.23 p36dZ  p3d3  p33  p3tl p3ldl plLlT pil pl3?  qll qi2 q21d qf30 qi&2 q253 Q313 q34Z gdl q42.2 q4d
New Session...

Open Session...
“p A 10 mb -
Save Session...

30 mb 92 mb 94 mb 96 mb 98 mb
Save Image ...

Exit

[r ]

Rechercher dans : ] CORRECTION |V|

[y bam.intervals [y ERR0O00017 rmdup_realign_re
[y empty.vct = = v

[y empty.vcf.idx 1 ERRO03037.bam

1 ERRO00017.bam [y ERR0O03037.bam.bai

Select a bam file, the

D) ERR000017 bam bai Tt index .bai must exists
1 ERRO00017.fastqg [y ERR0O03037 .5ai .
[ ERROOOO17 sai [ ERRO03037.5am N th e same d recto ry
1 ERRO00017.sam 1 ERR003037_rmdup.bam
[ ERR0O00017_rmdup.bam 1 ERR003037_rmdup_bam.bai

[y ERRO0O0017_rmdup.bam_.bai [y ERR0O03037_rmdup_realign.bai

[y ERRO0O0017_rmdup_realign.bai [y ERR0O03037_rmdup_realign.bar

[y ERRO0O0017 rmdup_realign.bam [y ERR0O03037_rmdup_realign_re
4] i [ [»

Mom de fichier :  ['ERRD00017.bam" "ERRD03037.bam" |
Fichiers du type : |Tous les fichiers |v|
| 0Ok || Annuler |

RefSeq genes FMIU!J-;” qlT.IFlR_C'JD EARL«L!} Hmll llHéRE‘z!!H“”%I!!* Msll .I.ﬂ«EIIt!JS ﬁléli!l ! P1J¥'2 HHml—maiﬁsa B

2 tracks loaded |[chr1:88 899 520 I |[108M of 480M

= IN?A Formation RNAseq Bioinfo/Biostat

03/2015
SCIENCE & IMPACT




IGV -Chargement des alignements

File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help

NC_012125.1.fasta »||NC_012125.1 |+ ‘NC_012125.1 Go ft « » & [O = 0 =l EARRRRR RN RE

=
-
wiyf | 4 822 kb -
==
w E o kb 1000 kb 2 000 kb 2000 kb 4000 kb
B | | | | | | —
EEE E
|
[0 - 651 -
ERRO00017.bam Coverage |
ERRO00017.bam Zoom in to see alignments.
-
I - 52] -
ERROD2037.bam Coverage |
ERRO02037.bam Zoom in to see alignments.
~|
[0 - 20] -
SRRO07327.bam Cowverage ]
SRRO07327.bam Zoom in to see alignments.
|
-
~|
7 tracks loaded MC_012125.1:26 069 200M of 486M
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IGV -Chargement des alignements

File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help

Formation RNAseq Bioinfo/Biostat

SCIENCE & IMPACT

NC_012125.1.fasta ~||NC_012125.1 - ‘NC_012125.1:2.401.44?—2.426.44? Go T « @& M = 2 ERRERERER] IRRRRERRE
1] o
W [ 24 kb ~
mEE z 402 kb 2 404 kb 2 406 kb 2 208 kb 2 410 kb 2412 kb 2 414 kb 2 416 kb 2 418 kb 2 420 kb 2422 kb 2 424 kb 2426 k
ZEH| 1 | | | | | | | | | | | | I I I I | | I | | | =
Zod -
—
[0 -85] -
ERROD00L7 barm Coverags =
ALEMJM.M.MMMM‘MM—LM J..AMA. A.‘ 1~
ERROODOL7. barm
[0 - 53] -
FRRosRosTham Coveraas A T A e e R R T e =
ERRO03037 bam
Sample = 37
Read group = 37 —|
o - 301 Read name = ERRO03037.1217157 P
SRR007327.bamn Coverage I " l l | : ! Alignment start = 2414936 (-)
Cigar = 33M Yy s Trwy W b
=]  BERTEE g E 0 L. EEE S . - = & .-|Mapped = yes T [ THETE =
5 N T B T A5E BN -« - «|Mapping quality = 37 B [FHA(TE] [0 E aRmepE s [
- AW F L L ES E X IE B 2 = | - ma | mmmmmmmmmmmmmmmmemeeo I..... 1B S E B B
[ ] ] B B X E 3 = B ) BE Base =03 B EE EK | o R
SRRO07327.kam - - a— - - == . -|Base phred quality = 29 = = Ed . -
] B = EE - - - jX0=1 | g g
i ] & i E f 3 g 0E fa-op 1 i i E |
- k ] i ElE 8 1 i MD = 33 L] = I~
RG = 37 =
G =0
NM =0
MC_012125.1:2 414 959 M =20

03/2015



IGV -Chargement des alignements

File Genomes View Tracks gi Tools pace Help
NC_012125.1.fasta |v| NC_012125.1 l:J|NC_012125,1:2‘632.944-2.633.023 |Gn‘ ft « » @O =R S #
=
1
w = 86 bp -
...§§ 2 632 950 bp 2632 960 bp 2632970 bp 2632 980 bp 2632990 bp 2633 000 bp 2 633 010 bp 2633 020 bp 2633
FEE| 1 | 1 1 | 1 1 | 1 1 | 1 1 I 1 1 |

ERR0000L7.bam Coverage

ERR0000L7.bam

ERR003037.bam Coverage

[ERRO0O3037.bam

T T

Sequence - TGAGCAGTGCATTATGATGGCGCCAGAGCAGTATATGTGGCTGCATCGCCGCTTTAAAACTCGCCCTGAAGGCGTACCGTCGCGCOCT

5 tracks loaded C_012125.1:2 632 994 01M of 667M
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TP : Visualisation avec IGV
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Lectures

(Reads)

Assemblage de

Contrdle qualité
et nettoyage

Génome ou
transcriptome de
référence

Alignement sur référence

Quantification Quantification
des génes des transcrits
exprimés exprimés

Reconstruction
des isoformes

Reconstruction
de transcrit

__§-=-_=_ IN?A Formation RNAseq Bioinfo
e
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Cufflinks

Pipeline / suite logiciel de traitement RNA-Seq :
o assemble les transcrits (cufflinks)
o quantifie 'abondance des transcrits (cufflinks)
o compare les annotations des transcrits (cuffcompare)
o analyse I'expression différentielle des transcrits (cuffdiff)

LETTERS

nature
biotechnology

Transcript assembly and quantification by RNA-Seq
reveals unannotated transcripts and isoform switching
during cell differentiation

Cole Trapnell'-3, Brian A Williams?, Geo Pertea?, Ali Mortazavi?, Gordon Kwan*, Marijke J van Baren®,
Steven L Salzberg!:2, Barbara ] Wold* & Lior Pachter®57

http.//cufflinks.cbcb.umd.edu/

— = IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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The element of the model

Gene .
Exons :
Jonctions (dans les paires & les Reads)

03/2015
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Cufflinks
Reconstruction de transcrits

Fragments divisés en loci non chevauchants

Chaque locus est assemblé indépendamment

Map paired cDNA
fragment sequences
to genome

(e

- E———— Spliced fragment
- = alignments
= == L ]
-om e @ [ — o ]

Trapnell et al. Nat Biotechnol. 2010

— = IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Cufflinks
Reconstruction de transcrits

Les différents chemins :
o trouver les positions des genes
o trouver les exons

o trouver les jonctions :
m entre les paires
m dans les séquences

Stratégie de construction du modele :
o trouver le nombre minimum de modeles qui
expliquent les lectures :
n minimum de chemins, théoréme de Dilworth
s nb de lectures incompatibles
= nb minimum de transcrits nécessaires
» 1chemin=1isoforme

Assembly

Mutually
incompatible
fragments

BE S

Overlap graph

Minimum path cover

\

Transcripts

Trapnell et al. Nat Biotechnol. 2010

IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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Cufflinks
Reference Annotation Based Transcripts Assembly

Mapped
sequenced
reads

Reference
annotation

Assembly

Merge and
filter

Reference annotation

based transcript assembly E— >>

Roberts et al. Bioinformatics 2011

—= IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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Cufflinks

Reference fasta (génome)
Référence gtf (transcriptome)
1 bam par échantillon

Quelles sont les stratégies possibles pour identifier le maximum
de transcrits ?

03/2015
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Cufflinks
Reconstruction des transcrits

En entrée :
o lectures (.sam/.bam)
o Use guide transcript assembly : annotations (.gtf)

En sortie :

o transcrits (.gtf) :

m positionnement et quantification des isoformes
o genes (.fpkm_tracking) :

- F/RPKM des génes
o isoformes (.fpkm_tracking) :

m F/RPKM des isoformes

03/2015
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Cufflinks=Cuffcompare
Class code de cuffcompare

= | identité ' — )
e ——
. | Jr—— ]

¢ | inclus e R ——

I
I

j nouvel isoforme

e | exon : : ' :
[
i | intron : : —
[
L Jr— | |
o chevauchant
————
L Jr— | |

p | polymerase run-on

[ 1 élément répété

r | répétition

I
( ] ( ]
u autre O
. [ = ]
X exon antisens
. |
S Intron antisens t —

http.//cufflinks.cbcb.umd.edu/manual.html#class_codes

Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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TP - Découverte de transcrit

Fusionner les alignements (samtools merge)
Supprimer les duplicats (samtools rmdup)
Détecter les nouveaux transcripts (cufflinks)

Ouvrir le nouveau transcriptome dans IGV

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Lectures

(Reads)

Assemblage de

Controle qualité

novo et nettoyage

Génome ou
transcriptome de Alignement sur référence
référence

Quantification Quantification

Quantification deskotormes [ s [ vt

Reconstruction

__§—=-=E_ IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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Quantification
ue cherche-t-on a compter ?

Quel feature compter ?

chr2L  Drosophila_melanogaster.BOGPS.25.62.6tF . gz aggregate_gene 7520 9484 n gene_id "FBgna031208"
N chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtF.gz exonic_part 7520 8116 + transcripts "FBtr0300689+FBtr0300690"; exonic_part_number
chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtF .6z exonic_part 8183 8589 + transcripts "FBtr0300689+FBtr0300690"; exanic_part_number
[e) genes chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtF.gz exonic_part 8590 8667 + transcripts "FBEr0300685"; exonic_part_number "003"; gene|
chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtF.gz exonic_part 8668 9484 + transcripts "FBtro300689+FBEr0300690"; exonic_part_number
chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtF . gz aggregate_gene 9836 21372 . - . gene_id "FBgnapoz121"
chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtF. gz exonic_part 9836 11344 . - . transcripts "FBtr00T8170+FBtr00T8171+FBEr00TA168+FBEr0TE
Io) exons c_part_number "@01"; gene_id "FBgnees2121"
chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtf.gz exonic_part 11418 11518 . = " transcripts "FBtro@78170+FBtro078171+FBLro078169+FBLra07a
c_part_number "002"; gene_id "FBgneee121"

chrzL  Drosophila_melanogaster.BDGP5.25.62.gtf.gz exonic_part 111779 12221 . - 3 transcripts “FBtr@078170+FBtr0078171+FBtr0078169+FBLron7s.

.
c_part_number "@63"; gene_id "FBgneee2121"
O ra nscrl S chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGP5.25.62.gtf.gz exonic_part 12286 12928 . - 5 transcripts "FBtrO878170+FBtrO078171+FBLro878169+FBLro878

c_part_number "864"; gene_id "FBgn8@e2121"

chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtf.gz exonic_part 13520 13625 . - 5 transcripts "FBtr0078170+FBtr0078171+FBLro878169+FBLro7S
c_part_number "065"; gene_id "FBgn8@@2121"
chraL  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtf.gz exonic_part 13683 14874 . - 5 transcripts "FBtr0078170+FBtr0078171+FBLr0878169+FBLroa7S

Comptage brut sur les génes ou les exons :
o htseq-count

Comptage brut sur les genes ou les exons ou les transcrits:
o featureCount

Estimation de I'abondance des transcrits reconstruits :

] qcne_’ld untreatedl untreateal untreateds untreateas treatedl

Io) CUffI iNn ks FBgn0000003 0 0 ) 0 0 0 1
FBgneE0000S 92 161 76 70 140 88 70
FBgneo00R14 5 1 0 0 4 ) )
FBgne000015 ) 2 1 2 1 ) 0
FBgn0000017 4664 8714 3564 3150 6205 3072 3334
FBgne000e18 583 761 245 310 722 299 308

D 4 d d d 4 d M M b I FBgneee0022 [ 1 ) [ [ 0 [

epen es aonnees aisponiplies  feeoe: 0 on 3 0 7 5
FBgne000028 e 1 ) e 0 1 1
FBgn0e00e32 1446 1713 615 672 1698 696 757

INQA Formation RNAseq Bioinfo
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Comptage des genes et exons
HTSeq-count

Comptage des lectures s’alignant sur une feature donnée :
o gene
o €exon

Utilise les fichiers d’alignement (SAM/BAM) et une annotation

bioRyiv

HTSeq - A Python framework to work with high-throughput
sequencing data

Simon Anders, Paul Theodor Pyl and Wolfgang Huber

bioRxiv posted online February 20, 2014
Access the most recent version at doi:10.1101/002824

http://www-huber.embl.de/users/anders/HTSeq/doc/count.html#count
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HTSeqg-count

Usage: htseq-count [optiens] alignment_file gff_file

This script takes an alignment file in SAM/BAM format and a feature file din
GFF format and calculates for each feature the number of reads mapping to it.
See http://www-huber.embl.de/users/anders/HT5eq/doc/count.html for details.

intersection intersection
union _strict _nonempty

Options:

read gene A gene A gene A -h, —-help show this help message and exit
gene_A - - - -f SAMTYPE, --format=SAMTYPE

type of <alignment_file> data, either 'sam' or 'bam'
(default: sam)

read
o ene A no feature ene A -r ORDER, --order=0RDER
AERE L 9 - - g - 'pos' or 'name'. Sorting order of <alignment_file>
(default: name). Paired-end sequencing data must be
sorted either by position or by read name, and the

sorting order must be specified. Ignered for single-

gene A no_feature gene A ey
-s STRANDED, --stranded=STRANDED
whether the data is from a strand-specific assay.
Specify 'yes', 'no', or 'rewverse' (default: yes).
ggng_A ggng_A ggng_A 'reverse' means 'yes' with reversed strand
interpretation
-a MINAQUAL, --minagual=MIMAQUAL
skip all reads with alignment quality lower than the
given minimum value (default: 1@)
A A A -t FEATURETYPE, --type=FEATURETYPE
gene_ gene_ gene_ feature type (3rd column in GFF file) to be used, all
features of other type are ignored (default, suitable
for Ensembl GTF files: exon)
-i IDATTR, --idattr=IDATTR
) GFF attribute to be used as feature ID (default,
amblguous QGFIS_A QSFIG_A suitable for Ensembl GTF files: gene_id)

-m MODE, --mode=MODE mode te handle reads overlapping more than one feature
(choices: union, dntersection-strict, intersection-
nonempty; default: union)

-0 SAMOUT, --samout=SAMOUT

ambiguous ambiguous ambigucus write out all SAM alignment records into an output SAM
file called SAMOUT, annotating each line with its
feature assignment (as an optional field with tag
TXF')

-q, --quiet suppress progress report

gene B

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015

SCIENCE & IMPACT




HTSeqg-count
fichiers de sortie

Une table de comptage pour chaque feature ainsi qu’un résumé
o __no_feature : lectures non assignées
o __ambiguous : lectures assignables a plus d’un feature, non comptées
o __too_low_aQual : lectures filtrées sur la qualité d’alignement (-a)
o __not_aligned : lectures non alignées du fichier d’entrée
__alignement_not_unique : lectures avec alignement multiple (BAM)

o

FBgn0264694 246

FBgn0©264706 )

FBgno264712 251

__no_feature 65531

__ambiguous 11617
__too_low_aQual (%)

__not_aligned %]
__alignment_not_unique 1967339

INQA Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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featureCounts

htseg-count ++,

Niveau exon, gene, transcrit.

1 read peut étre attribue a plusieurs Feature.
Reads avec alignement multiples peuvent étre pris
en compte.

Brin-spéecifigue tres bien gereé.

2 Notions :

- feature (e.g. exon)

- meta-feature : agrégation de feature (e.g. gene)

— = IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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featureCounts options

Feature Counts (version 1.0.0)

Your annotation file (gtf file):

| 39: Cufflinks on merged: assembled transcripts W |

Give the name of the annotation file. The program assumes that the provided annotation file is in GTF format. Use -F option to specify other annotation formats.
First SAM/BAM file:

| 29: {WT _repl_1_Ché&.fastg}-Tophat_mapped.bam w |

Give the names of input read files that include the read mapping results. Format of input files is automatically determined (SAM or BAM). Paired-end reads will be automatically re
each other. Multiple files can be provided at the same time.

Add another BAM/SAM datasets
Add another BAM/SAM dataset 1

Other SAM/BAM files:
| 32: {MT _repl 1 Chb.fastq}-Tophat mapped.bam |

Remove Add another BAM/SAM dataset 1

Add new Add another BAM/SAM dataset

Specify feature type:
| exan v |
Only rows which have the matched matched feature type in the provided GTF annotation file will be included for read counting. “exon' by default

Specify the attribute type used to group features (eg. exons) into meta-features (eg. genes), when GTF annotation is provided:
| gene_id w |

Reads will be allowed to be assigned to more than one matched meta-feature:

| Yag W |

Indicate if strand-specific read counting should be performed:

| unstranded v |

Multi-mapping reads/fragments will be counted:
| Yas » |

Only primary alignments will be counted:
| Yes v |

inimum number of overlapped bases required to assign a read to a feature:

o

Negative values are permitted, indicating a gap being allowed between a read and a feature.

Optional paired-end parameters:

| Paired-end reads | 03/2015



featureCounts : options

Multi-mapping reads /fragments will be counted:
| Yag W |
Only primary alignments will be counted:

| Yes w |

inimum number of overlapped bases required to assign a read to a feature:

139

MNegative values are permitted, indicating a gap being allowed between a read and a feature.

Optional paired-end parameters:

| Paired-end reads » |

Fragments {or templates) will be counted instead of reads. The two reads from the same fragment must be adjacent to each other in the provided SAM/BAM file:
| Fragments NOT counted instead of reads |

Paired-end distance will be checked when assigning fragments to meta-features or features:
| Paired-end distance will NOT be checked. w |

Minimum fragment/template length:
|50
Minimum fragment/template length, 50 by default.

Maximum fragment,/template length:
|600
Maximum fragment/template length, 600 by default.

If specified, only fragments that have both ends successfully aligned will be considered for summarization:
| Mot only fragments with both ends successfully aligned » |

If specified, the chimeric fragments (those fragments that have their two ends aligned to different chromosomes) will NOT be included for summarization:
| The chimeric fragments will NOT be included ™ |

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Cufflinks
Principes
o Assignation des lectures a un transcrit
o Estimation de I'abondance de chaque transcrit mesurée en :

e RPKM (single reads)
e FPKM (paired-end reads)

Abundance estimation
". = D:—:
B8 2 iy

s S, = 8 I m
SNSSsagyeoa =@

— - —
S Fragment
Transcript coverage length

and compatibility distribution

Trapnell et al. Nat Biotechnol. 2010

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Cufflinks
RPKM / FPKM

Permet de corriger les biais de longueur des transcrits

RPKM :

o Reads Per Kilobase of exon per Million fragments mapped :
R = Nombre de read mappés
N = Nombre total de read de la librairie
L = taille des exons du gene en bp
RPKM = 10°xR

N x L
FPKM :

o Fragments Per Kilobase of exon per Million fragments mapped
o 1 paire de lecture = 1 fragment

Mortazavi et al. Nature Methods 2008

— = IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Cufflinks=="Estimation de ’abondance
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Cufflinks

En entrée :
o transcriptome de référence
o bam d’un échantillon
> mode : assemble ou quantifie ?

En sortie :

> assembled transcripts (.gtf) :

. positionnement et quantification des isoformes
> gene expression (.fpkm_tracking) :

. F/RPKM des génes
> transcript expression (.fpkm_tracking) :

. F/RPKM des isoformes

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Cufflinks-outputs
Description du format GTF

transcripts.gtf :

o coordonnées et abondance des isoformes
o annotations (.gtf)

Score :
o le plus abondant = 1000
o moins abondant : ratio = minor FPKM / major FPKM

3R Cufflinks [transcript 30207 41011 901 -
3R Cufflinks |exon 30207 31507 901 -
3R Cufflinks |exon 40845 41011 901 - .

gene_id "FBgn0037217"; transcript_id "FBtr0111206"; exon_number "1, FPKIM "3 72981411807,

gene_id "FBgn0037217"; transcript_id "FBr0111206"; FPKM "3.7298141180%; frac "0.003967"; co
gene_id "FBgn0037217"; transcript_id "FBtr0111206", exon_number "2, FPKM "3 7298141180,

. conf lo "0.000000"; conf hi “7.855077"; cov "0.330100;
0" frac “0.003967"; conf lo "0.000000"; conf hi “7.855077"; cov "0.330100";
B0"; frac 0.003967"; conf lo "0.000000"; conf hi “7.855077"; cov "0.330100";

Formation RNAseq Bioinfo 03/2015




Cufflinks-outputs

Isoform estimation

Gene estimation

Format :
tracking_id | class _code | nearest ref id gene_id | gene_short hame | tss id | locus
CUFF.1.1 - - CUFF.1 | - - 2L:5374-5556
CUFF.2.1 - - CUFF.2 | - - 2L.:5382-5555
CUFF.3.1 - - CUFF.3 | - - 2L:5707-5856
length | coverage | FPKM | FPKM_conf lo | FPKM_conf _hi | FPKM_status
182 | 351.21 12.2989 | 8.54337 16.0544 OK
173 | 121.069 4.23967 | 1.69117 6.78817 OK
149 | 620.192 21.7182 | 13.0174 30.419 OK




TP : Quantification
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Conclusion générale

Workflow galaxy a construire

Choix des outils dépendent des données disponibles et de |a
guestion biologique

Tous les outils sont dispo sur Migale et Galaxy

Et maintenant en avant pour les stats !

03/2015
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[ RNA-Seq short reads ]

!

Quality control
(FastQC)

Mapping to reference Mapping and detection of DEGs
(Tophat) (RSEM)

:PKM Count based
ased strateg
strategy v

Calculate transcript abundances Generate count data
(Cufflinks) (HTSeq)
l l =
Detection of DEGs Detection of DEGs
(Cufflinks) (DESeq, edgeR)
.

Zhang ZH, Jhaveri DJ, Marshall VM, Bauer DC, Edson J, et al. (2014) A Comparative Study of Techniques for Differential

Expression Analysis on RNA-Seq Data. PLoS ONE 9(8): €103207. doi:10.1371/journal.pone.0103207
http://127.0.0.1:8081/plosone/article?id=info:doi/10.1371/journal.pone.0103207
.
G PLOS | one
- L3



http://127.0.0.1:8081/plosone/article?id=info:doi/10.1371/journal.pone.0103207

L iens utiles

Seqanswer . http://seqanswers.com/
Biostar : nttps://www.biostars.org/
RNA-Seq blog : nttp://rna-seqblog.com/
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