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Plan

“First day
009:00 am to 12:00 am : Galaxy initiation
013:30 pm to 17:00 pm : RNAseq quality control and files formats

< Second day :
009:15 am to 12:00 am : Splicing alignment and visualisation
013:30 pm to 17:00 pm : Discover new transcript and quantification

< Third day : 09:15 am to 12:00 am
0 Statistics analysis with SARtools
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Initiation galaxy

Rappels biologiques

Rappels biologiques

Qu’est-ce qu’un gene ?




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

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

Promoteur [Exon1l Intron 1 [[Exon2 Intron2 [Exon3 Intron 3 [Exon 4

SS

o0 Promoteur : zone de fixation des ribosomes

0 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?

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

o Epissage : Excision des introns avant traduction

[FExonial | intron 1_WEXon128 | Intron 2_[WEXon 31| Intron 3 [EXoRIAl

i Exon Exon 2 Exon 3  Exon 4 )

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 :

* plus de 99% de GT et AG comme sites donneurs et
accepteurs

Splicing Consensus Sequences
5' Elxon Intron 3' Exon

[ Acfouancy caclil]

67 77 100100 60 74 84 50 78100100 55

Numbers = Frequency (%) org/ma.php
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Rappels biologiques
Qu’est-ce qu’un site d’épissage?

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

o Mammifere :

* 0.69% GC-AG | intron
* 0.05% AT-AC -3 -2 -11+41 42 +3 +4 45 +6
H. Spaiens (0 A GG A
0 Autre exemple : &% =¥ C &
Ul snRNA g n zlzi I

|
c uucaua-s
o

SCWEAAGG A G
ggc- {\g

http:, ji .cshlp.un, 10/5/828.full
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Rappels biologiques
Epissage alternatif et isoformes

o Excision d’exon
Ceron s S o R on ¢
o Rétention d’intron

Exon 1 Exon 2 Exon3  Intron 3 [Exon 4

0 TSS alternatif

Exon 2 Exon 3 Exon 4

s N e

0 Exons exclusifs
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Rappels biologiques
Et plus encore ?

o Fusion de génes ou Trans-épissage

— N

— T N
Exon 1 Exon 2 Exon 2  Exon 3

N\ AN

o Chimeére biologique

Rappels biologiques
Géne procaryote / géne eucaryote

0 Pas d'intron chez les procaryotes

Promoteur Transcrit
ss
i gté; !stpp! ‘
UTR Codant UTR

8 = Forma
== SOBICERIMPACT

Etude des éléments fonctionnels du génome

Hypersensitive Sites

N/

=

1
Long-range regulatory elements Promoters
{enhancers, repressors/silencers, insulators) Transcripts

‘_%/ p—

https://www.encodeproject.org/

Référence de I'ensemble des protocoles : http://enseqlopedia.com/enseglopedia/
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Le RNA-Seq

Formation RNAseq Bioinfo
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Modes d’étude du transcriptome

+EST

+rt-PCRq

<+ puce d’expression
+tiling array

+RNA-Seq

Quelles sont les principales différences ?

Formation RNAseq
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Modes d’étude du transcriptome

< Pas besoin d’avoir de connaissance sur la séquence

< Spécificité de ce que I'on mesure

< Augmente I'échelle de mesure

< Quantification directe

< Trés bonne reproductibilité

« Différents niveau d'étude : génes, transcrits,
spécificité allélique, variant de structure

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

« Détection possible of SNPs, ...

Formation RNAseq Bioinfo
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Les séquenceurs . tinyurl.com/ngsspecs

Read length: i

Platform ™) reads™) Runtime: (d) Yield: (Gb) Rate: (Gbid) Reagents: (SK) per-Gb:(S) hg-30x: (§) Machine: ()|
4 r 0r7 12 156 0625 521 62500 19.9K!

75 75 175
15 Z 1
5

233
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Les protocoles NGS d’analyse du
transcriptome

+ RNA-seq : short-read on illumina
Encode directives: https://www.encodeproject.org/rna-seq/small-rnas/

%+ |SO-seq : long-read on pacbio

+ ONT RNA-seq : long-read on MinlON :

“Short-read RNAseq is limited in its ability to resolve complex isoforms because it fails

to sequence full-length cDNA copies of RNA molecules. Here, we investigate whether

RNAseq using the long-read single-molecule Oxford Nanopore MinlON sequencer is

able to identify and quantify complex isoforms without sacrificing accurate gene

expression quantification.” s 200 207 At 3w 200 ottt 9 207 NI PN
Nanopore long-read RNAseq reveals widespread
transcriptional variation among the surface
receptors of individual B cells
Ashley Byme'2, Anna E. Beaudin®*, Hugh E. Olsen??, Miten Jain®>, Charles Cole2, Theron Palmer’,

Rebcca . Dulois”, £ Camill Forsberg™, Mark Akesor® & Chistopher Vollmers?®

Encode directives: https:/iwww.encodeproject.org/ra-seg/long-ras/
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Les données publiques

< Archive de short-read :
* Données brutes de séquences
* SRA https://www.ncbi.nim.nih.gov/sra
* ENA https://www.ebi.ac.uk/ena
<+ Gene Expression Omnibus
* Données analysées (bed, peak, bigwig ...),
* Lien vers SRA
* https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
<+ Expression Atlas
* Interface d’exploration de données publiques
* https://www.ebi.ac.uk/gxa/lhome
+ Genomes browser (Ensembl, UCSC, ...):
* Offre la visualisation de données RNAseq publiques via
options.

Formation RNAseq Bioinfo
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A quelles-questions biologiques PEUT
répondre le RNA-seq ?

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

+L’étude de I'épissage alternatif (isoformes) et
recherche de nouveaux transcrits
o amélioration des annotations structurales existantes
o L'analyse de I'épissage différentiel

¢La recherche d'alléles spécifiques et la
quantification de leur expression

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

Formation RNAseq Bioinfo
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lllumina sequencing vocabulary

Flowcell : 1 plaque 6

(en général 1 run)

Lane : ligne de séquencage

< 1 Flowcell : 8 Lane -

J P

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

« Hiseq 2500 : séquencage possible de 2 flowcells en
paralléle.

SCENCE & MPACT

Le protocole RNAseq

Préparation des Echantillons biologiques pour le RNAseq

1. ARN messager ou ARN total

—_— R,

2. Elimination de PADN contaminant l

3. Fragmentation de 'ARN

—
~T= =~
— —_—
4. Retro-transcription de
FARN en cDNA , hybride
d’ADN/ARN —_ ~ =~
=_=
—_— ==
=TT e

5. Synthése du second brin
G’ADN et ligation l
dadaptateurs

6. seection des s o o

fragments par la taille l Amplification par PCR?
FRETL T
o=t oL
7. 5équencage des extrémités
et production de « reads » Single-ends

ou
- == paired-ends?

Formation RNAseq Bioinfo
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Séquencage illumina

1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE 2. ATTACH DNA TO SURFACE 3 BRIDGE AMPLIRCATION

o—
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Séquencage illumina

1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE 2. ATTACH DNA TO SURFACE 3 BRIDGE AMPLIRCATION

\fgment

<
B o endoutmsacconecoums © 5. cemarune me o counere
et Vouscuies

buld <o the mbmtrate. randed DNA are genersted in esch channel
phase mbstrate. of the fow cel.

8 = For
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Quels choix quand on fait du RNA-Seq ?

< Déplétion | enrichissement

< Paired-end / single-end

< Séquencage en tenant compte du sens du brin
< Nombre de séquence / de réplicats

< Multiplexage

SCBNCE & MPACT




Déplétion-/ Enrichissement ?

+ Résultats semblables d’apres :

Comparison of RNA-Seq by poly (A) capture, ribosomal RNA
depletion, and DNA microarray for expression profiling, BMC
Genomics , 2014

<+Déplétion rRNA:

* For bacterial

091 1.00

* ARN plus varié
* Analyse des circRNA,
d’ARN non-codant possible = Ribosomal
W Intergenic

< Enrichissement polyA :
* Plus de read ds les exons
* Peu de matériel bio
* Pas de transcrits sans queue PolyA
ou partiellement dégradés

W Intronic
W Exonic

Percent of Reads (%)
8 8 8§ 8 8 3 8 8

067

UHR UHR UHR
non-depleted  poly(A) mRNA-enriched ~ rRNA-depleted

Formation RNAseq Bioinfo
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Paired-end

Protocole différent (Adaptateurs

spécifiques) <
<Améliore le mapping . .
<Aide a la détection de variant alternatif =
“Plus généralement aide a la détection f;AE

de : variation structurale de génome
(insertion/délétion), CNV,
réarrangement génomique

Formation RNAseq Bioinfo
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Single-end vs Paired-end

Single-end Paired-end
séquencage fragment 1 séquencage fragment 1 (forward)
(C)DNA I ) L )
séquengage fragment 2 (rev)
ﬂ alignement ﬂ
| — ]
e | s ] s e | %
[ 1 1 ] [ I I ]
genome gene

< La taille des cDNA détermine la taille d’insert (p. ex. 200-500 pb).
“ Les fragments sont habituellement en Forward-Reverse.
“ Le type de librairie est demandé par les aligneurs

Formation RNAseq Bioinfo
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L'intérét des librairies brin spécifique

Nat 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, Nusbaum C, Thompson DA, Friedman N, Gnirke A, Reqev A

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

1. Head to Head: 5'to 5" overiap. 4 Nearby Tal to Tai

chri7: 7565000 7575000 7585000 7595000 7605000
3. Full overlap ENCODE " = 3
. Ll =y :
— G ——— .

Equilibre-profondeur / répétitions ?

< directives du consortium ENCODE (Juin 2017)
* plus de deux répétitions biologique
* Sequencing depth : “Each RNA-Seq library must have
a minimum of 30 million aligned reads/mate-pairs.”

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

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

Formation RNAseq Bioinfo 012018
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Equilibre-profondeur / répétitions ?

<Pourquoi augmenter le nombre de répétitions
biologiques ?

Généraliser les résultats a la population

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

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

Formation RNAseq Bioinfo 012018
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Equilibre-profondeur / répétitions ?

A Cuffdif2 B DESeq ¢

MAQC - z 2

Leffet du : : :
nombre de : : :
réplicats sur le ; :

00 02 os a8 08 10

taux de vrai L) - - _ E

positifs etde ~ *N - 1Y
faux positifs ] :
KN LeL2 .
- : :
i :
'. E

o0 02 o4 o8 o 0 o2 os o8 o8 10

False positive rate. False positive rate False positive rate

F
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Equilibre profondeur / répétitions ?

L'effet de la profondeur.

A Cuffdiff2 B DESeq (o] edgeR
. N - N fg,;:f""
4 2 2 5
e ©
KN 287 R ER
= 2
8«
- bl 39
] | |
S o o | o
Fe s oean | S | prrrere R o Ao
— amsmaeie | — aasmsmasins = sy
| = maesmaeen = mazsnAeIe | = mandimATR)
! = cromacoon | g o = Waeensacem | g o - SR e Ao
- - T —— T LU R A e
D 0o 02 04 06 08 10 E 00 02 04 06 08 10 F 00 02 04 06 08 10
<] s r_’,"—' " r’——"
etz 2el 2 || < i
2 | |
B« | <« <« 1
g7 34| !
£y o] s
2 A - 1 | S - |
| v A i Ty | e oo
— aEsmATE —nnesmani _ panmasm
s {1 = WRESHASEE| g |1 = e oe Acioow | 9 || = S ot Arceaouy
S S S R e e S e —
00 02 o4 o0s o8 10 0 02 o4 06 08 10 00 02 04 08 08 10
False posilive rate False positive rate False positive rate
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Equilibre-profondeur / répétitions ?

Quel choix ? Plus de profondeur ou plus de
répétition ?

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

% Détection de transcrits différentiels :
o (+) répétitions biologiques
“ Construction/annotation transcriptome :
o (+) profondeur & (+) conditions
“ Recherche de variants :
o (+) répétitions biologiques & (+) profondeur

SCIENCE & MPACT




Stratégie d’analyse en fonction des données
disponibles

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

= Formation RNAseq Bioinfo 012018
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Pipeline-d’analyse RNA-Seq : avec référence

< Contréle qualité
+ Pre-nettoyage des lectures
o suppression des adaptateurs de séquencage
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 geénes ou génome complet
“+ Reconstruction de nouveaux isoformes

+ Comptage des genes / transcrits

= Formation RNAseq Bioinfo 012018
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Workflow d’analyse RNA-Seq

{ Lectures )
(Reads)
v

A bl Contré!e

'

1

v h 4
[Séromeou | (
|Ge vérerence V| reérence

Quantification des
génes/ transcrits
L exprimés

Reconstruction
des isoformes

SCBNCE & MPACT

Plan : Données brutes et qualité

<+Le format fastq

“+Les biais connus

<+Vérification de la qualité avec FastQC

+Nettoyage des lectures avec Sickle

Formation RNAseq Bioinfo
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Format Fastq

* 1 séquence = 4 lignes dans le fichier

@sEQ_ID

+
PUUR((((*54))B844) (RR83) . I¥#aodn ') ) #¥55CCF>>>>>>CCCCCCCES

« 1 ére ligne = identifiant de la séquence

@EAS139:136:PCT06VI:2:2104:15343:197393 1:¥:18:ATCACG

| EAS139 the unique instrument name
136 .ﬂﬂ run id
|FC708V4 the flowcell id
2 flowcel lane
2104 tle number within the flowcell lane
15343 | X-coordinate of the cluster within the tile
197393 |Yy'coordinate of the cluster within the tile
1 the member of a pair, 1 or 2 (paired-end or mate-pair reads only)
Y |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

SCBNCE & MPACT




Format Fastq

* 4éme ligne = Qualité

@sEQ_ID

+
PR ((((#%%4) ) R8844) (B38F) . 1x*sdx ' ') ) #*55CCF>>>>>>CCCCCCCES

« Appelée aussi Phred quality score (Sanger format)

Qsanger = —10 logyop

Probabilité qu'une base soit incorrecte

Formation RNAseq Bioinfo
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Format Fastq

* Qualité Encodée en ASCII

+ XXXXAXXAKXIKKAKHHCHHHUNNHXXNAXENXXRKKXKKHKRNX o
TITITITIIIIITITITIIIIIIITITEIIINTITIIINIT.

oLEELCELEATLE ELEEULLE LR LEELCLEEELLERL v v sionmsmm ot i aisimatomy v aiessis
I"#S%&" ()*+, - . /0123456789 ; <=>7@ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ[\1A_" abcdefghijklmnopgrstuwmxyz|}=

126

s - sanger Phred+33, raw reads typically (0, 40)

X - solexa Solexa+64, raw reads typically (-5, 40)

1 - Illumina 1.3+ Phred+64, raw reads typically (0, 40)
h 0=unused, 1=unuse

L - Illumina 1.8+ Phred+33, raw reads typically (0, 41)

Biais spécifiques au RNA-Seq

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

+ Influence du séquencage
o biais de position, de composition en séguence (contenu en

GC)
o influence de la longueur des transcrits

#« Mapabilité » du génome/transcriptome

Formation RNASt
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Préparation-de la banque

—

[

< Extraction ARN total — 1\m*
s

—
—

% Déplétion (queue polyA) [

E——

ANAagnaris

W

< Fragmentation, reverse
transcription avec des
hexameres aléatoires ->
dscDNA

% Séquencage

Roberts et al. Genome Biology 2011, 12:R22

Formation RNAseq Bioinfo
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Biais_: random hexamer priming

< Fort biais de composition des 13 premieres
nucléotides en 5’
o spécificité de séquence de la polymérase

Pubished onine 14 dprit 2010 Nt Acids Researeh, 2010, Vol. 35, No. 12131
ok, 1093 mar 224

Biases in lllumina transcriptome sequencing caused

by random hexamer priming seqerce ot sross e

Kasper D. Hansen', Steven E. Brenner? and Sandrine Dudoit'
ABSTRACT
Generation of cDNA using random hexamer priming
induces biases in the nuclectide composition at the
beginning of transcriptome sequencing reads from
the lllumina Genome Analyzer. The bias is independ-
ent of arganism and laboratory and impacts the uni-
formity of the reads along the transcriptome.

We provide a read count reweighting schema, *
based on the nucleatide frequencies of the reads, “
that mitigates the impact of the bias.

Formation RNAseq
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Biais_: random hexamer priming

A WM |

Orange = reads start sites
Blue = coverage

= SCENCER IMPACT




Biais : longueur des transcrits

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

* Pour un méme géne ayant deux isoformes, |'une
faisant la moitié de I'autre, exprimé en méme
abondance dans deux conditions différentes :
» L'isoforme la plus courte sera deux fois moins

« comptée » que la plus longue

—— )

D D D D
D D D e ) D
e |

= Formation RNAseq Bioinfo 012018
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Biais : « mappabilité »

* Les étapes bioinformatiques peuvent étre
influencées par :
* La qualité de la référence
vassemblage
v finition

* La composition de la séquence
vzones répétées

* La qualité de 'annotation

= Formation RNAseq Bioinfo 012018
SCENCE & MPACT

Workflow d’analyse RNA-Seq

Lectures
(Reads)
v

Assemblage 1 c;::lrl«;lée
de novo et nettoyage

=
[ptome | Fétérence }

Reconstructi
on des
isoformes

Quantification des
génes/ transcrits
exprimés

2 Formation RNAseq Bicinfo
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Controle-qualité
Objectifs :

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

< Vérifier que les séquences peuvent répondre au
questions biologiques posées :
o Biais techniques
o Biais biologiques

% Aider au choix des parameétres pour le nettoyage des
données

=3
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Controlequalité avec FastQC

»orienté DNA-Seq

(=~

Ele b
c_secusrce 1t | goad, seuuenee Sl
@D s s
Ou—u—-m‘ i
QD o scverce sty scwes =
(7} e
@ reteeccome 7

@D o o et [

Gunity sesres serass i e v R 13 wracing)

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

Relative enrichment over read length

s

T
Kmer oo
content oo

3579 121518 21 24 27 30 35 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 84
Fosition in read (bp)

=X

]

= Formation RNAseq
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Controle qualité

Over-expressed sequences

v Overrepresented sequences

TITTITITITTITITITITTITITITITTITITITITITITITIOTITIT 64433 O,

Tio it

- Détecter les adaptateurs

Formation RNAseq Bioinfo
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Nettoyage des données

Nettoyage « optionnel »

o De mauvaise qualité
o D’adaptateurs
o Contaminantes

% Lalignement permettra de supprimer les lectures

< Les outils :

o Cutadapt : Nettoyage des adaptateurs & Tags
o Prinseq : Nettoyage des lectures de mauvaise qualité
o Sickle : Nettoyage des lectures de mauvaise qualité

= Formation RNAseq Bioinfo
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Nettoyage des données

Principe de Sickle :
< 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 TTGATT CATGT CATT GCGAT|CGTASG
30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20 18 18 10

= Formation RNAseq Bioinfo
SCENCE & MPACT
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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

% Séquencage de la tomate :

- Wt : wild type, PAIRED

- Mt : mutant type, PAIRED

Formation RNAseq Bioinfo 012018
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Lectures
(Reads)
h 4

Contréle
As;:-::‘l/aoga qualité 1
et nettoyage,

v v
Génome ou j J i .
de référence | » reterence
*

ification des
génes/ transcrits
exprimés

Alighement épissé

Objectifs :

< Aligner les lectures issues du séquencage de dscDNA
(transcrits) sur le génome, en tenant compte de |'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...

Formation RNAseq Bioinfo 012018
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lecture
Introduction ﬂ‘
Définition :—6—:

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

o Prédiction : chaque outil propose un/plusieurs locus.

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).

Formation RNAseq Bioinfo

Cas difficiles

e Beaucoup de différences (erreurs séquencage, locus muté)
e Séquence répétée

e Lecture sur 3+ exons i ‘ ’ P ‘ ’ g
e Géne ou pseudo-géne ?

Gene

Processed pseudogene

e Fin de la lecture sur un exon propre
e | ecture sur une jonction non-connue d’un géne peu

S W

ol (] HaGT o .
Kim et al, Genome Biology, 2013

Forma
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Etapes-de mapping

< Indexation du génome une fois pour toutes
“ Mapping des lectures en utilisant I'index

<} G




Tophat2

e e Tophat2 est
constitué de
beaucoup d'étape
pour résoudre
p— — chaque cas
‘Lm difficile.

Chaque étape
contient des
wemmmnaisein. ] heuristiques dont
les paramétres
sont & fixer.

Tanngequences

(541 Sogmantalgments snchod ——

Kim et al, Genome Biology, 2013

F
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STAR is-an-ultrafast universal RNA-seq aligner

(a) Map Map again
MMP 1 MMP 2
RNA-seq read

exons in the genome

(b) (c)
Map Map
MMP 1 Extend MMP 1 Trim
mismatches A-tail, or adapter,

or poor quality tail

Dobin et al, Bioinformatics, 2011

F
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STAR is-an ultrafast universal RNA-seq aligner

Aligneurs index BWT STAR
(BWA, Bowtie, SOAP)
~ Y
ﬁ (GRS (‘T) ©
s Nr P QU s - <
% QO0®Q
('//X;\ e \)\A ;L ?I‘ (A \‘\){}:\
ToOo® T A
r/ \G Ic @ O) (\\
- a ~ &
9O o
I ® O
® b
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STAR is-an-ultrafast universal RNA-seq aligner

* Préconisé par Djebali et al, Methods in Molecular
Biology 2017

» Ds galaxy Sigenae: utiliser I'option gtf :
- Indexation avec gtf: transcriptome de ref
- STAR --quantMode TranscriptomeSAM

With --quantMode TranscriptomeSAM option STAR will output alignments translated into tran-
script coordinates in the Aligned.toTranscriptome.out.ban file (in addition to alignments in ge-
nomic coordinates in Aligned.*.sam/bam files). These transcriptomic alignments can be used with

various transcript quantification software that require reads to be mapped to transcriptome, such as
RSEM or eXpress. For example, RSEM command line would look as follows:

Formation RNAseq Bioinfo
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HiSAT2

< “We recommend that the HISAT and TopHat2 users
switch to HISAT2.”

2 FM index : tout genome + regions de 64kb

@ mssmmReads b 62.4% (M)
Exon
® Intron
M — [ I 2M_gt_15
p— — Lo 3.1% (gt_2M)
2M_8_15 I - L T — 2M_1_7 42% @M_1.7)
OL2M oo e ]

5.1% (2M_8_15)

25.1% (2M_gt_15)

Kim et al, Nature, 2015

Formation RNAseq Bioinfo
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EPl mecwes | =
HiSAT2 1

- e = Giobal Search o S I
3 types reads (Pl g ' m—
< a) en plein
% ) Ariccd
% b) épissé avec . o — . -
petite region —
“ C) épissé 2 grandes
régions s — = -
e ———
b
Lol M nden o 2 from 24172800 24,4825
Fa— | a
c o a |

Kim et aI:TVature, 5515
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HiSAT2

“Two-step approach version of HISAT to allow alignment of
junction reads with small anchors

15t run of HISAT to discover splice sites

e 44— mapped
- -
— -
[ et ]
unmapped

2" run of HISAT to align reads by making use of the list of splice sites collected above

[ et ] [ 2 |
R —
. ——
W Read 4= Global Search | e =
. — e
Exon 4= Local Search
W intron 4= Extension

4= Junction extension

SCENCE & MPACT

Quel logiciel utiliser ?

La plupart des outils

“ utilise des sites de jonctions donnés par I'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 critéres sont contradictoires.

Formation RNAseq Bioinfo
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Benchmark of RNAseq aligners

Recall: measures the fraction of all bases that were aligned correctly,
Precision: measures the fraction of all aligned bases that were aligned correctly
Agortm

Agerthm
CLC . ContextMap2 + CRAC - GSNAP © HISAT 7 HISAT2 12 MapSpiice2 CLC - ContextMap2 + CRAC < GSNAP ) HISAT HISAT2 () MapSpice
+Novosign  OLego RUM 11 SOAPspice - STAR - Sulread © TepHa2 + Nowcaign - Olege & RUM 1Y SONPepicn STAR. - Subread 5 Topra
N Human T - Vs 71 uman 71 —
w P oy
s oo = 75
~ . » - 5 =
€ £% Z L
gm B §® )
& £
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0 o ° o
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HomanT2 Va2 Hran 2 waara 2
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dn i . .
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Figure 1 | Base-level precision and recall for human and malaria data sets.  Figure 2 | dunction-level precision and recal for human and malaria data sets.
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Benchmark of RNAseq aligners

Runtime.
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Alighement : données initiales

% Lectures (brutes / nettoyées ?)

% Génome de référence éventuellement annoté :
o Séquence 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.

Formation RNAseq Bioinfo
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Format GTF : Gene Transfert Format

< Dérivé du format généraliste GFF (General Feature Format)

<« Contient 'annotation structurale du génome (géne, transcrits)

Format :

‘ <source> <start> <end> <score> <frame> [attri ‘

Exemple :

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 :
© Commencer par le gene_id : identifiant unique du géne
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

Formation RNAseq Bioinfo
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Alignement : Format SAM/BAM

Le partage des données est un probléme 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 P! il group (2009) The
alignment/map (SAM) format and SAMtools. Bioinformatics, 25, 2078-9. [PMID: 19505943]

SCBNCE & MPACT

Alighement : Format SAM

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

http://genoweb.toulouse.inra.fr/~formation/2_Galaxy_S
GS-SNP/.formats/sam.html

SCBNCE & MPACT

TP: lancer 'alighement
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Visualisation des alighements avec IGV

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

LT Integrative
(G Geromics

A Viewer

Home

s Integrative
B Genomics

S FAQ
GV Quick Start
16V User Guide

@ File Formats

@ Release Notes

@ Acknowledgments

What's New Downloads

May 10, 2010, New and updated genomes have Please tqisict to download IGV. Aferregistering,
been added: Zebrafish (danRer 6), Opossum H you can log in at any time using your email
(monDoms), and Fice (0. Saiva oense 6.3 | 7y addvess

February 5, 2010. IGV version 1.4.2 has been relsased.

See the felease notes for detalls. Funding

Visualisation des alighements avec IGV

File Formats

= Eile Extension Identifies Format
= Recommended File Formats

High-performance visualization tool
Interactive exploration of large,
integrated datasets

Supports a wide variety of data types
Documentations

Developed at the Broad Institute of
MIT and Harvard

Formation RNAseq Bioinfo
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Visualisation des alighements avec IGV

acks_Reglons Tools _Genomespace Help

[ - o] W @mx e = =
. 7 . N NNNEN
5|
P [FPY PUIOTRISUTR ORTPURUNIUIN T WEUONY WRURIS GOV VS WY P TR Y [N DY P B | WP N A‘
T Thosm of 32am '\
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IGV : Chargement de la référence

Tools Help.

From Server... " =
Create .genome File...
Manage Genome Li

[ e n w1 w1 oA x

[ Rechercher dan 5
[ bin =1lib6a I sbin
[[boot [Flost+found [T selinux =
il e i = _Select a fasta flle,_the .
T dev Smnt Csys [ vmlinuz.old index .fai must exists in
it Sproc =ty the same directory
[=1home root Susr
=lib Clrun Cvar

Nom du fichier: |

|
Fichiers de type : ‘Tnus les fichiers ‘-‘

I~
e R T S T U T U ST ORI U AT TOI Y VAR T o

R

IGV : Chargement de I’annotation

Gonomes View Tracks Regias Tools velp
%W v |chr 7 7 =
Load romurt | Go B <« - @O X B (=T O )

Heow Session...
Open session...

[
[ o e e = .
Save image .. L h

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

S |
refocsomres AMILY Ll B ST TR ) W, R M, HHERRLL,, I
T et T

SCBNCE & MPACT

Genomes_View Tradss_Regifus_Tools Help

|+ 118326, G0 B < @0 x o Sl &
i
o Al @z W . a B a a
ow Sonson..
Qpen session... } 10mb
Savn image. | . i . M e . |
; ==
e ==0EE
D) bam.intervals [) FRR000017_rmdup_realign_re!
D empty.ver ———
[ empty vef idx [) ERR003037 bam i
[ eavoooorrbam D ernozos? bam b Select a bam file, the
Y en000017.bam b = index .bai must exists
[ ERRO00017 fastq [) ERRO03037.sai -
3 enronooa s D ern003037 sam in the same directory
) ERRO00017.5am [ £RR003037_rmdup.bam
[) ERRO00017_rmdup.bam [) ERR003037_rmdup.bam bai
) ERRO00017_rmdup.bam bai [ ERR003037_rmdup realign bai
[} ERR000017_rmdup_realign bai [ ERR003037_rmdup_realign bar
) ERR000017_rmdup_realign bam [ FRR003037_rmdup._realign_re¢
«l I I O
Nom de fichier - ['ERRO0GOL7 bar* "ERR005037 barm |
Fichiers du type - [Tous les fichiers I+l
[ ok Annuler

S |
etz AR RL ol ST TR )W, R M. HHERRLL,, I
T et T |
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IGV : Chargement des alighements

Flle_Genomes yiew Tracks Regions Tools Help
‘uc,amm,rm. ‘-Hnumm ‘VHNCJH,\ZS] Go it « » &M x 2 (=] AR AT RRTAR] 2}
I =]
It
‘\
L suen
o001 o 000k o0kt
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H
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|
1=l
[E—— oo i to zex signments.
H I=
[E—— = H
rar b Zoorm i to see slgnments.
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IGV : Chargement des alighements

File. Ganomes_View “Tracks _Raglons_Tools nelp.
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IGV : Chargement des alighements
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TP - Visualisation

Formation RNAseq Bioinfo

Lectures
(Reads)
Assemblage de ontréle qualité
novo et nettoyage
]
]
]

y

A
Génome ou N anr

nscrlp “’J || rererence

référence
R truction d Quantification des
eml:if:‘:“:’: o génes/ transcrits
Cufflinks / StringTie exprimés

Reconstruction
de transcrit

Modélisation

Gene: [ ]
Exons: [ ]

Jonctions (dans les paires & les Reads)
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Cufflinks

« Pipeline / suite logiciel de traitement RNA-Seq :

* assemble les transcrits (cufflinks)

» quantifie 'abondance des transcrits (cufflinks)

* compare les annotations des transcrits (cuffcompare)

* 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'~, Brian A Williams*, Geo Pertea?, Ali Mortazavi®, Gordon Kwan', Marijke ] van Baren,
Steven L Salzberg!2, Barbara ) Wold" & Lior Pachter’”

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

= Formation RNAseq Bioinfo 012018
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Cufflinks
Reconstruction de transcrits
“ Fragments divisés en loci non chevauchants

% Chaque locus est assemblé indépendamment

Map paired CONA

i fragment sequences
Q‘*‘ = to genome
Y A

Spliced fragment
alignments

Trapnell et al. Nat Biotechnol. 2010

Formation RNAseq Bioinfo
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Cufflinks
Reconstruction de transcrits ASSET

Mutually
incompatible
fragments.

% Les différents chemins : ]
o trouver les positions des génes I e e =
o trouver les exons = bas oae

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

-~ _— -
“ Stratégie de construction du modéle : a
o trouver le nombre minimum de modéles
qui expliquent les lectures : Minimum path cover
® minimum de chemins
m Nb de lectures incompatibles Tanserpts
= nb minimum de transcrits nécessaires =—a—==

m 1 chemin = 1 isoforme

Trapnell et al. Nat Biotechnol. 2010

Formation RNAseq Bioinfo
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Cufflinks

Reference Annotation Based Transcripts Assembly

T e—— —
== L=
-—w e
Mapped -——— == wlX P — -
sequenced == o= 3 @
reads — B = =
c —o i e n ==
Genome mem = == == - =
Reference -
annotation
Faux
reads. =
Assembly
¥ E— > E— EmN E——— - E———
Mergeand  EEEG—_———>> E— _—-E.
fitter
Reference annotation S>> I — e
frased transcript assembly  EEEE—__-——————>> S— ———

Roberts et al. Bioinformatics 2011

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 ?

Formation RNAseq Bioinfo
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Fusion d'aligements

< Samtools : suite logicielle permettant la manipulation de
fichiers SAM/BAM/CRAM

< Samtools view : visualisation / conversion
< Samtools merge : fusion de fichiers d'aligement

< |l existe aussi samtools index, flagstats, rmdup ...

Formation RNAseq Bioinfo
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Données redondantes

« Que faire dans ce cas ?

duplicats

[ )

Les duplicats sont dus & des erreurs de préparation ou
séguencage.

< Cas en pair-ends.

Formation RNAseq Bioinfo
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Cufflinks
Reconstruction des transcrits

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

< En sortie :
* transcrits (.gtf) :
* positionnement et quantification des isoformes
* genes (.fpkm_tracking) :
* F/RPKM des génes
* isoformes (.fpkm_tracking) :
¢ F/RPKM des isoformes

Formation RNAseq Bioinfo
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Cufflinks = Cuffcompare

Lectures
Comparer nos annotations @

Alignement sur
référence

. w
[ Génome ou
transcriptome
de référence
Quelles sont les

différences ?
Reconstruction

' des isoformes

Quantification des
génes/ transcrits
exprimés
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Cufflinks = Cuffcompare
Class code de cuffcompare

= identité [ ]
c inclus [: )
—————
j nouvel isoforme (s —1 — )
e exon [ )
EEE———
i intron —— ——————T—
)
o L )
P polymerase run-on - )
F répétition C élé répété
[———]
u autre ———— ————
[———]
X exon antisens ]
[ ———}
s intron antisens ]
_

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

Formation RNAseq Bioinfo
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StringTie
RASeqrends e

ﬂ Step 1: assemble reads into “super-reads” (optional)

Slipgtieass ———

ﬂ Step 2: map super-reads to the genome.
Genome =

Mapped
(super)-reads

Splice graph with
heaviest path 5—(t)
highlighted

Step 4: construct flow network for path in splice
graph with heaviest coverage

"’Q"(s)_’ =00 Pertea et al.
Step 5: assemble 2

transcripts and update Nature

CEVEIRES Biotechnology
Eion1 Eion 2 Eion bon2 2015
isoform 1 isoform 2 isoform 3

F
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Découverte de transcrit: quelle methodologie?

< Fusionner les alignements
< Supprimer les duplicats
« Détecter les nouveaux transcripts

« Ouvrir le nouveau transcriptome dans IGV

Formation RNAseq Bioinfo
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TP - Découverte de transcrit

== Formation RNAseq Bioinfo 012018
== SUBICE&IMPACT

Lectures
(Reads)

v
Assemblage c;:;{,';’é’
de novo P —
1
1
]
v
Génome ou | [ <ur
de ,
criptome P référence

Quantification des g‘?nes/

FeatureCount / Cufflinks / RSEM

Quantification
Que cherche-t-on a compter ?

% Quel feature compter ?
o génes
O exons
o transcrits

<% Comptage brut sur les génes ou les exons ou les transcrits:
o featureCount

“ Estimation de I'abondance des transcrits reconstruits :
o Cufflinks, RSEM

< Comptage brut des multimap
°© mmquant

< Dépend des données disponibles

SCIENCE& MPACT




featureCounts

« Mieux que Htseg-count
< Niveau exon, géne, transcrit.
« 1 read peut étre attribué a plusieurs Feature.

« Reads avec alignement multiples peuvent étre pris en
compte.

< Brin-spécifique trés bien géreé.
« 2 Notions :

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

SCBNCE & MPACT

featureCounts options

Festure Counts (version 1.0.0)
Your annotation fie (gt file):

GTF format. Use -F

results, Format of input s is automaticall determined (SAM or BAM). Paired-end reads will be automaticaly r¢

‘Add another BAM/SAM datasets
Add another BAM/SAM dataset 1
Other SAM/BAM fies:
32: (NT_rep1_1_Ch6 fastq) Tophat_mapped.bom v

Remove Add another BAN/SAM dataset 1

'AGd new Add another BAW/SAM dataset

‘Specity feature type:

exon

Only fows which have the matched matched eature type in the provided GTF annotation fle willbe included for read cous default
[gereie v

Yes v

unstranded v

Multi-mapping reads / fragments wil be counted:
Yes v

featureCounts : options

Multi-mapping reads/ fragments will be counted:
Yes v

Only primary alignments will be counted:
Yes v

ign a read to a feature:
3
Negative values are permitted, indicating a gap being allowed between a read and a feature.
Optional paired-end parameters:
Paired-end reads v
Fragments (or templates) will be counted instead of reads. The two
Fragments NOT counted instead of reads v

assigning features:
Paired-end distance will NOT be checked. v

Minimum fragment/ template length:

50

Minimurm fragment/template tength, 50 by defaul.

Maximum fragment/template length:

600

Maximum fragment/tempiate length, 600 by defaut.

1 specified, 291
Not anly fragments with both ends successfully aligned v

1f specified, ends aligned be included
‘The chimeric fragments will NOT be included V.
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Cufflinks
Principes

* Assignation des lectures a un transcrit

* Estimation de I'abondance de chaque transcrit

mesurée en :

* RPKM (single reads) Abundance estimation
* FPKM (paired-end reads)
.4'1.: - :;
s - el E
S=EERRLIeE ==
-
- —————_] Fragment
Transcript coverage length
and compatibility distribution

Trapnell et al. Nat Biotechnol. 2010

SCIENCE& MPACT

Cufflinks
RPKM / FPKM

<Permet de corriger les biais de longueur des transcrits

“RPKM :
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 géne en bp
RPKM = 10°x R
NxL

“FPKM :

o Fragments Per Kilobase of exon per Million fragments mapped

o 1 paire de lecture = 1 fragment

 Pas de possibilité d'utiliser les packages R: EdgeR ou Deseq. (Utiliser

cuffdiff) Mortazavi et al. Nature Methods 2008

Formation RNAseq Bioinfo o1z018
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Genome Transcript
sequences and OR  sequences
gene annotation (FASTA)

1FASTA§iF)/

RNA-Seq reads.
(FASTA/
FASTQ)

A

RSEM

% Logiciel qui fait :
* l'alignement 2+
* I’estimation des isoformes proviod
aligner

< Travaille uniquement sur un alignment

»o

contre le transcriptome. Mgl ... . Wi/
expression (sAmBAM) ¥ reads
% Une fois les estimations arrondies:
Ed gR, Deseq Probabiistcaly-  Sequencing Genefisoform
weighted odel ‘abundance
i o alig;mz‘s Zas!«:n"::s, estimates and
% Préconisé par ENCODE3 k Frmod
rsem- rsem-
o
‘model

Li & Dewey. BMC Bioinformatics, 2011

Expected read
count distribution
(uCcsc Wiggle)

Model parameter
diagnostic plots
(PDF)
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TP - Quantification

Partie stat

Conclusion




Conclusion générale

% Workflow galaxy a construire

< Choix des outils dépendent des données disponibles
et de la question biologique

Tous les outils sont dispo sur Migale et Galaxy

< Et maintenant en avant pour les stats !

Formation RNAseq Bioinfo 012018
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: (fasta]

Quality control and cleaning
FastQC
Genome (+gtf |, _ _ _
transcriptome )
[fasta ]

What we did

Sickle / Cutadapt

A 4

Genome alignment H
STAR / HISAT2 H
“[ (Genomebam] !

A h 4
Quantification / Isoforms
Estimation Estimation reconstruction
RSEM FeatureCount / Cufflinks Cufflinks / StringTi

Count / TPM table
Count / TPM table

If no genome

Step
m Software
{Output format ]
(fasta]

de novo Quality control and cleaning
assembly FastQC
Trinity / DRAP Sickle / Cutadapt

Transcriptome
alignment
STAR / Bowtie / BWA

Transcriptome bam

Transcriptome

A

Alignment-free estimation Estimation
Salmon / Sailfish / kalisto RSEM / Salmon_aln /

Count / TPM table eXpress / TIGAR2
Count / TPM table




Overview of rha-seq pipelines

T (fasta)

Quality control and cleaning

FastQC
Sickle / Cutadapt

Transcriptome

alignment
STAR / Bowtie / BWA
Transcriptome bam

de novo
assembly
Trinity / DRAP
T

Genome (+gtf | .
transcriptome ) |

A
1

Genome alignment 1
Tophat2 / STAR / HISAT2
[ {Genomebam] !

Transcriptome

v h 4 '

i 5o eatat Quantification / Isoforms
< . Estimation reconstruction
Saloioniisaiiniah ficelisto RSEM ((Saimon; ain j FeatureCount / Cufflinks Cufflinks / StringTi
Count / TPM table eXptess)iNGAR2 Count / TPM table

Count / TPM table

Liens utiles

% Seqanswer : http:/seqanswers.com/
< Biostar : nttps://www.biostars.org/

< RNA-Seq blog : nttp:/rna-seqblog.com/
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