=INRA

=" SCIENCE & IMPACT

TRAITEMENT BIOINFORMATIQUE
DE DONNEES RNA-Seq

http://genoweb.toulouse.inra.fr/~formation/9_Galaxy RNAseq_FP/



Formateurs

oCeédric Cabau
oCeéline Noirot

oMatthias ZytnicKki

=IN?A
== Formation RNAseq Bioinfo/Biostat

== SCIENCE & IMPACT




Plan

¢ Introduction au RNAseq
% Vérification de la qualité
% Algorithmes d’alignement
* Visualisation

% Reconstruction de transcrits
“ Quantification de génes
“* Quelques statistiques
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Un peu de vocabulaire

% Transcriptome : Ensemble des transcrits d’un
organisme

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

< Read : Lecture

“ Fragment : Paire de lecture
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Rappels biologiques

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

Qu’est-ce qu’un gene ?

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

Promoteur Exonl Intronl  Exon2 Intron 2 Exon 3 Intron 3  Exon 4

SS

o0 Promoteur : zone de fixation des ribosomes

0 TSS : site de départ de transcription

0 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

mmmm Exon 3 Intron 3 | Exon 4

N Exon 1 ‘ Exon 2 | Exon 3 Eon 4

Codant | UTR |

0 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' Exon Intron 3' Exon

| |
\ \ﬁGUAAGU CAG@\\%

67 77 100100 60 74 84 50 78100100 55

Numbers = Frequency (%} http://themedicalbiochemistrypage.org/rna.php
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Rappels biologiques

Epissage alternatif et isoformes

0 Excision d’exon
o e ey

0 Rétention d’intron

CExon 2 SR ©xon2 QR Exon3  intron s Exond
0 TSS alternatif
S Eonz R Exons R Eons
0 Exons exclusifs
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Rappels biologiques
Et plus encore ?

0 Fusion de genes ou Trans-épissage

Exon Exon ‘ Exon 2 Exon3 )

Exon 1

o0 Chimere biologique
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Rappels biologiques
Gene procaryote / gene eucaryote

0 Pas d’intron chez les procaryotes

Promoteur Transcrit

UTR Codant "~ UTR

- —
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Le RNA-Seq




Modes d’etude du transcriptome

+EST

+rt-PCRq

<+ puce d’expression
<+ tiling array

+RNA-Seq

Quelles sont les principales différences ?
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Modes d’etude 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,
specificité allelique, variant de structure

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

“ Détection possible of SNPs, ...
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Les sequenceurs

Séquenceury 2¢me génération (2013)

annexes
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Les sequenceurs

Séquenceury 2¢me genératiow (2013)

S { Roche J [ lllumina [ Life technologies J
Plateforme m E ﬂ H:J u.'. ’ Iml
- . — =
GS Junior a54 GAllx  HiSeq lon PGM o o
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lllumina sequencing vocabulary

Flowcell : 1 plaque
(en général 1 run)

Lane : ligne de séquencage

* 1 Fl II:8L 4
owce ane ~ -

% 1 flowcell Hiseq 2500 : 2 Milliard de reads single ou 4

Milliard de reads paired.

% Hiseq 2000 / Hiseq 2500 : séquencage possible de 2
flowcells en paralléle.
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Le protocole RNAseq

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

|

) |

L S

2. Elimination de 'ADN contaminant l
———— —
Lo S — —
Elimination de 'ARN ribosomal?
3. Fragmentation de I'ARN Sélection des ARNmessagers?
.
~ — et
T

.
T
4. Retro-transcription de
I'ARN en cDNA , hybride

K

"ADN/ARN =__ == =
e
] m
—— ————
5. Synthése du second brin
g:A([i)N :ttllgatlon l RNA-seq brin spécifique?
adaptateurs
p g
6. Sélection des -Trs kel it
fragments par la taille l Amplification par PCR?
e
ohkrie Ttz
7.Séquencage des extrémités
et production de « reads » Single-ends
L __ B BN | | _B BN | Gu

paired-ends?
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Séquencage illumina

1. Amtach DNA 2, Parform bridge 3. Generate cluskers 4. Anneal sequencing
ity Mo cdl amplification

7. Generate base calls

-
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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
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Dépletion/ Enrichissement

<+ Déplétion :
* Suppression des rRNA
< Enrichissement polyA :

* Pas de transcrits sans queue PolyA ou partiellement
dégrades

<+ Reésultats semblables d'apres :

Comparison of RNA-Seq by poly (A) capture, ribosomal RNA

depletion, and DNA microarray for expression profiling, BMC
Genomics , 2014
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Paired-end

Protocole difféerent (Adaptateurs R
specifiques) —

“**Améliore le mapping o

P FONCEL 7

< Aide a la détection de variant alternatif (:_

“*Plus généralement aide a la détection —
de : variation structurale de génome =
(insertion/délétion), CNV, L
rearra ngem ent g &nomi que et il e

77, 7%,

3 IN?A Formation RNAseq Bioinfo

03/2015
——  SCIENCE & IMPACT



Single-end vs Paired-end

Single-end Paired-end
séquengage fragment 1 séquencage fragment 1 (forward)
(C)DNA | | | = = |
séquencage fragment 2 (rev)
@ alignement @
=
| ::I:_l: | : i —— | |
genome gene

“La taille des cDNA détermine la taille d’insert (p. ex. 200-
500 pb).
“Les fragments sont habituellement en Forward-Reverse.
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L'interet 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, Nushaum C, Thompson DA, Friedman M, Gnirke A, Eegev A.

Broad Institute of Massachusetts Institute of Technology and Harvard University, Cambridge, Massachusetts, USA.
jlevin@broadinstitute.arg
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Profondeur/ Répétitions ?

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

Chez I'humain 100M de lectures sont suffisantes pour détecter 90 % des transcrits de
81 % des génes 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 (zebrafish)
soient couverts par 10 lectures en moyenne.

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

= IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015

SCIENCE & IMPACT




Profondeur/ Repétitions ?

“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 Améeliorer 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)
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Profondeur/ Répétitions ?

MAQC
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taux de vrai

positifs etde "
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Profondeur/ Répétitions ?

'effet de la profondeur.

K_N

LCL3

=INRA

SCIENCE & IMPACT

A

Ture positive rate

02

w)

Ture positive rate

1.0

08

0.6

04

0.0

1.0

08

0.2 0.4 0.6

0.0

Cuffdiff2 B

0.8 1.0

0.6

0.4

N
5M (AUC1=0.856, AUC2=0.025) =
= 10M [AUC1=0.889, AUC2=0.024)

| ——  20M (AUG1=0912, AUC2=0.021)

: + = 30M (AUC1=0.915, AUC2=0.018) o
=

T T T T T T

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 E
=
Q
=
©
=i
=
(=]
N
=}

| 1M [AUCT=0.720, AUC2=0.025)

] — 5M (AUC1=0.870, AUC2=0.036)

| —— BM (AUC1=0.916, AUC2=0,039) g

T T T T T

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

False positive rate

Formation RNAseq Bioinfo

edgeR

‘I.UO

«
=]
©
IS
<+ 1
c 1!
! |
| a1
5M (AUC1=0.907, AUC2=0.032) = 1 5M (AUC1=0.903, AUC2=0.035)
| —  10M (AUC1=0.914, AUC2=0.034) | — 10M (AUC1=0.913, AUC2=0.035)
=== 20M (AUC1=0.916, AUC2=0.033) . i == 20M {AUC1=0.929, AUC2=0.035)
L + = 30M (AUC1=0.913, AUC2=0.032) = L * o= 30M (AUC1=0.926, AUC2=0.033)
1 1 1 T T 1 T T 1 1 T T
0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0 F 0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0
=)
— =
‘ o]
' =]
| L
| a1
! l
! < |1
! =11
I o |
1 c 11
| 1M (AUG1=0 938, AUG2=0.042) | 1M (AUC1=0.848, AUC2=0.042)
i — 5M (AUC1=0 951, AUC2=0 043) i — 5M (AUC1=0.964, AUC2=0.043)
I &M (AUC1=0.955, AUC2=0.044) g I —— 8M (AUC1=0.967, AUC2=0.044)
T T 1 T T T T T T T
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 06 08 1.0

False positive rate

False positive rate

03/2015



Profondeur/ Repétitions ?

Quel choix ? Plus de profondeur ou plus de
répétition ?

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

*Détection de transcrits différentiels :

o (+) répetitions biologiques
“ Construction/annotation transcriptome :

o (+) profondeur & (+) conditions
*Recherche de variants :

o (+) répétitions biologiques & (+) profondeur
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A quellesquestions biologiques PEUT
repondre 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

“+La recherche d’alleles spécifiques et |a
quantification de leur expression

<La construction d'un transcriptome de novo
(organismes non modeles)
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Stratégie d’analyse en fonction des données
disponibles

“*De novo :
o Pas de génome/transcriptome de référence
o Qutils en évolution permanente
o Ressources (cpu/disque) +++
“*Transcriptome de reference
o Dépendant de la qualité de I'annotation structurale
o Peu couteux
“*Génome de référence
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 référence

<+ Controle qualité
%+ Pre-nettoyage des lectures
o suppression des adaptateurs de séquencgage
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
%+ Reconstruction de nouveaux isoformes

+ Comptage des genes / transcrits

= IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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_02 Obtenir des sequences
de qualite
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Workflow d’analyse RNA-Seq

Lectures
(Reads)

Controle
qualité
et nettoyage

Assemblage
de novo

Génome ou
transcriptome
de référence

Alignement sur
référence

Reconstruction Quantification des
des isoformes genes/ transcrits
exprimés
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Plan : Donnees brutes et qualite

+Les biais connus

+Vérification de la qualité avec FastQC

*Nettoyage des lectures avec Sickle

——1
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Biais speécifiques 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 séquence (contenu en
GC)
o influence de la longueur des transcrits

%« Mapabilité » du génome/transcriptome
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Préparation-de la banque

/ —

RNAmolecules

»
—>

<+ Extraction ARN total — —

l 1. fragmentation of RNA

— —
/ —V/y T RNA fragments

< Déplétion (queue polyA) [

(first-strand synthesis)

+Fragmentation, reverse T l‘ﬂ—— —

transcription avec des - ey
\ /7 m - ‘/% > <
hexameres aleatoires -> l*‘t
dscDNA Az im
t 'EE ;; & /:—_> long

“+Séquencage - e

Roberts et al. Genome Biology 2011, 12:R22
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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

Published ondine 14 Apeid 2000 Nucleie Aeids Regaarek, 2000, Vol 38, No. 12 2137
ol 10,1003 rar gl g 224

Biases in lllumina transcriptnme sequencing caused
by random hexamer priming
Kasper D. Hansen'*, Steven E. Brenner® and Sandrine Dudoit™ N B B OB B || | ] oot

i

Sequence content across all bases

Generation of cDMA using random hezamer priming
induces biases in the nucleotide composition at the

80

beginning of transcriptome sequencing reads from 70
the Numina Genome Analyzer. The bias is indepeand-
ant of organism and laboratory and impacts the wni- 50

formity of the mads along the tanscriptome.
We provide a read count reweighting schemse,
based on the nuclecotide frequencies of the reads,
that mitigates the impact of the bias.

20
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30

20

10

1 2 3 4 s 5 7 B 9 1014 2024 3034  40-44 5054 60-64  70-74

Pasition in read (bp!
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Biais : random hexamer priming

1200 BO

10 26 42 55 74 9D IIE1221.3&151lTCI1&31221&231125]21‘?52&2ﬂauﬂﬁﬂmﬂdmﬁmﬁﬂdﬂ]ﬁﬁﬂﬂﬁﬁdﬂﬂﬁﬁﬁﬂﬁlﬂﬁmfﬁ]ﬂfﬁﬁﬂ?ﬂ?um?ﬁ?ﬁzm

Orange = reads start sites
Blue = coverage
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Biais : Préparation de la librairie

A Simulated RNA-seq Coverage
1170 _

ﬂ—-
BCO15EY]

[ ] .
—

B Actual RNA-seq Coverage
1543

| | M.

s i - ee—

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

I )

I )
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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
e Zzonhes répétées

* La qualité de I'annotation

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

Lectures
(Reads)

Controle
qualité
et nettoyage

Assemblage

de novo

Génome ou
transcriptome
de référence

Alignement sur
référence

Quantification des
genes/ transcrits
exprimés

Reconstructi
on des
isoformes

IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Controle qualite
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 parametres pour le nettoyage des données

= IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Contréle qualité avec FastQC

orienté DNA-Seq

Jualdy woorme acmee ol hsaee Changes ! Bumra 15 sreadag)

g
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a Fer base M comes E:

m
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@ Sanuenie Duplicalon Levek 14

@ R B ESEN AT SEOLENZES

6 Frrar Corsert g
1

e 5 S
a Per sequenice qually soores :3& E_"_l l " I |
=
a Feer base sscusros comtent |
"
im
]
™

1 2 3 # 5 & T B 9 1014 2024 034 4044 SOS4  Ghpd  ID0e

Posbon in resd (bl

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

Relative enrichment over read length

100 17~

Kmer 5
content

80
70
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10 ¥

O 13579 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 84
Position in read (bp)
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Controle qualite

Over-expressed sequences

@ Qverrepresented sequences

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 6&4433 0.20451959970239228 No Hit

Back to summary

— Détecter les adaptateurs
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Nettoyage des données

Nettoyage « optionnel »

“Lalighement 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

3 IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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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 CTTG AT CA ATGIC CA AT CSGA ATCGTA G
30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 25 20 18 18 10

E 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

% Séquencage de la tomate :

- Wt : wild type, PAIRED

- Mt : mutant type , PAIRED

| IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Lectures
(Reads)

Controle
qualité
et nettoyage

Assemblage
de novo

Génome ou
transcriptom
de référence

Alignement sur
référence

Reconstructi Quantification des
on des geénes/ transcrits
isoformes exprimés




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...

= IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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lecture
Introduction ﬂ
Définition :?: genome

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.: chrl:100..150)

o Mapping ARN = Mapping ADN

o Mapping # Alignement

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

= IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Cas difficiles

e Beaucoup de différences (erreurs séquencage, locus muté)

oS é quence ré P étée L) Read r may be incorrectly mapped to the intron between exons el and e2.
e Lecture sur 3+ exons
e Gene ou pseudo-gene ? d 2 g |G
; : Read
mapped
el el e3 Processed pseudogene

)\ Llnrn +L\ﬂ I‘ﬂ’lf’l l‘hf\lllﬂ il’\ Fﬂl'l \llhif‘l\ cAAACc A ch if‘ﬂ illl’\f‘"if\ﬂ rAan l’\ﬂ 1“rrnnr|

e Fin de la lecture sur un exon propre
e Lecture sur une jonction non-connue d’'un gene peu

eXprimé _

el GO AGIGTX )

Kim et al, Genome Biology, 2013
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Etapes-de mapping

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

-—=
== IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Tophat2

(1) Transcriptome alignment (optional)

Pm— e L
¢ I —
— E— E 5 — —
\
—— [ ———-—— — [ S—
B TE— 4 —
— — a3 o —— —

¢ M

(O ] e (] []

‘ Read are aligned against transcriptome.

(2) Genome alighment

Multi-exon spanning reads
are unmapped

Reads spanning a single exon are mapped

(3) Spliced alignment
Readsare split *

into segments
| | g Unmapped segment

(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) Segment alignments stitched
togetherto form whole read alignments

I

(3-5) Re-alig: of reads mini v
overlapping introns

W Rexd
[ Exonsfrom annotsted transcripts
W unznnotsted exons(novel transcripts)

W intronorintzrgenicregion

SCIENCE & IMPACT

Reads are aligned against genome. |

‘ Genome index

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

Genome index
b 4

|
M. Transcriptome index |

Segmentmappings are used to find potential splice sites
usually when the distance between the mapped positions,
ofthe left and the right segments are longer than the
length of the middle part of a read.

Y

Sequences flanking a splice site are concatenated
and segments are aligned to them.

I

b 4

Junction flanking index

Mapped segments against either genome or flanking
seguences are gathered to produce whole read alignments.

J

h

Genome mapped reads with alighments extendinga few
basesinto introns are re-aligned to exons instead.

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
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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
MMP1  Extend MMP1  Trim
mismatches A-tail, or adapter,

or poor quality tail

Dobin et al, Bioinformatics, 2011
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Outils existants

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

% Crac (francais !)

< GSNAP

< RUM

“* MapSplice

% Gem

O
“‘ HEEE

==INRA
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Outils existants

La plupart des outils

% utilise des sites de jonctions donnés par |'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.

3 IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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RGASP3

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

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

BAGET ann

GEM ann

GEM cons

GEM cons ann

GSNAP

GSMAP ann

GSTRUCT

afps'm‘l].IIICT anmn
ice

ngapllna ann

F*ALMEE:: ann

PALMapper cons

FALMapper cons ann

PASS

PASS cons

Readshap

SMALT

STAR 1-pass

STAR 1-pass ann

STAR 2-pass

STAR 2-pass ann

TopHat1

TopHat1 ann

TopHat2

TopHat2 ann

1. I T
a0 100 0 20 40

Mapped fragments (%)
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RGASP-3

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

a Mismatches: B0 H1 E2 B3 D4 O57 @8+ b Truncatedbases m1 m2 B2 @4 @57 mB+
K562 Mouse brain K562 Mouse brain

BAGET ann
GEM ann

GEM cons

GEM cons ann
GSMNAP

GSMNAF ann
GSTRUCT
GSTRUCT ann
MapSplice
MapSplice 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 1 r T T T 1

0 20 40 G0 a0 100 0 20 40 G0 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 corract @ No base correctly mapped but intersecting corract location

Simulation 1 Simulation 2

BAGET ann

GEM ann | |
GEM cons |

GEM cons ann | |
GSMNAP

PALMapper cons ann

GSMAP ann
GSTRUCT
ES;EH;I.I.ET ann
apSplice
MapSplice ann
FASS
1 )
100 0

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

TopHat1 ann
TopHat2
TopHat2 ann

PALMapper
L) T T T T 1 I T T 1

PALMapper ann
ReadsMap
T T 1
5 10 15 0 20 40 G a0 100 0 5 10 15

PALMapper cons
SMALT
Proporiion 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)
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Alignement: 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.

= 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 jnsertions / délétions (.bed) [optionnel]

_ 5 RNA 3
% Les options : >
o si paired, type de librairie. p p
—=1 [= | fr-firststrand
/1 /2
—=1 [= | fr-secondstrand
/2 /1
- =
1 /2 }fr—unstrand
- =

3 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 I'annotation structurale du génome (gene, transcrits)

Format :

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

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 :
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 03/2015
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TP : Mapping 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: ERRD22488_read2 w |

Select a reference genome:
| Danic rerio Zva 62 chr 22 [=)

Number of threads used to align reads:
s |

Maximum intron length:
| 000 |

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

Your RNA-seq FASTQ file are zipped:
I_I‘IrES
Please check this option if your files are zipped.

GTF file available:

| Yos w |

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

| 52 http://genoweb.toulouse.inra.fr/~formation/OLD_4_Galaxy_RMNAseq/data/reference/Danio_rerig_t % |

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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TP : Visualisation avec IGV
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Lectures
(Reads)

Controle
qualiteé
et nettoyage

Assemblage
de novo

Génome ou
transcriptome
de référence

Alignement sur
référence

] Quantification des
Reconstruction genes/ transcrits
des isoformes exprimés




Cufflinks

% Pipeline / suite logiciel de traitement RNA-Seq :

 assemble les transcrits (cufflinks)

* quantifie I'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 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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Modelisation

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

I N?A 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
s

Spliced fragment
alignments

Trapnell et al. Nat Biotechnol. 2010
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Cufflinks

Reconstruction de transcrits e

incompatible
fragments

% Les différents chemins :
o trouver les positions des genes i :
o trouver les exons | g,
o trouver les jonctions : Overlap graph

m entre les paires ¥
m dans les séquences

e T ——

“+ Stratégie de construction du modele :
o trouver le nombre minimum de modeles

qUi expliquent les lectures : Minimum path cover

®E minimum de chemins ¥

® Nb de lectures incompatibles il

= nb minimum de transcrits nécessaires ==

B 1l chemin = 1 isoforme

Trapnell et al. Nat Biotechnol. 2010
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Cufflinks

Reference Annotation Based Transcripts Assembly

[ L LR =
= ==
Mapped m—aem ™ =
sequenced E—a .
reads B - - ==
Genome g ] B —aE
Reference >
annotation
Faux
relads
Assembly
Merge and  EEEEEEG—_—_— >> I
filter
Reference annotation (> S— e
based transaript assembly >> E— —

Roberts et al. Bioinformatics 2011
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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 ?

==INRA
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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 genes
* isoformes (.fpkm_tracking) :
* F/RPKM des isoformes

==INRA
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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 ...

| IN?A Formation RNAseq Bioinfo/Biostat 03/2015
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Donnees redondantes

% Que faire dans ce cas ?

duplicats

I )

Les duplicats sont dus a des erreurs de préparation ou
séquencage.

% Cas en pair-ends.

-—=
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Cufflinks = Cuffcompare

Lectures
(Reads)

Comparer nos annotations

Controle
qualité
et nettoyage

Assemblage
de novo

|
A 4

Génome ou .
transcriptome Alignement sur
de référence référence
Quelles sont les
différences ?
Quantification des
Reconstruction genes/ transcrits
des isoformes exprimés
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Cufflinks = Cuffcompare

Class code de cuffcompare

http://cufflinks.cbcb.umd.edu/manual.html#class codes

=INRA
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StringTie

RNASeqreads @ S

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

Super-reads

Genhome
isoform 1
Mapped
(super)-reads isoform 2
isoform 3

Splice graph with
heaviest path
highlighted

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

N S ot e G OO Pertea et al
ﬂ |

transcripts and update Na ture
[ coverage Biotechnology

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 1 Exon 2 201 5
isoform 1 isoform 2 isoform 3

= IN?A Formation RNAseq Bioinfo
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TP - Déecouverte de transcrit

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

*Ouvrir le nouveau transcriptome dans IGV

==INRA
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Lectures
(Reads)

Controle
qualité
et nettoyage

Assemblage

de novo

Génome ou
transcriptome de
référence

Alignement sur
référence

Quantification des
Reconstruction genes/ transcrits
des isoformes exprimés




Quantification
Que cherche-t-on a compter ?

% Quel feature compter ?
O genes

chr2l  Drosophila_melanogaster.BDGPS5.25.62.gtf.gz aggregate_gene 7529 9484 + gene_id "FBgn0031208"
chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtf.gz exonic_part 7529 8116 + transcripts "FBtr0300689+FBLro300698"; exonic_part_numbel
O chr2l  Drosophila_melanogaster.BDGPS5.25.62.gtf.gz exonic_part 8193 8589 + transcripts "FBtr0300689+FBtr@300690"; exonic_part_numbel
exo n S chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtf.gz exonic_part 8598 8667 + transcripts "FBtr0308689"; exonic_part_number "883"; gen
chr2lL  Drosophila_melanogaster.BDGPS5.25.62.gtf.gz exonic_part 8668 0484 + transcripts "FBtr0300689+FBtro300690"; exonic_part_numbel
- chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGPS.25.62.gtf.gz aggregate_gene 9836 21372 . - : gene_id "FBgnege2121"
O t ra n Sc rlts chral  Drosophila_melanogaster.BDGP5.25.62.gtf.gz exonic_part 9836 11344 . = . transcripts "FBtr0@78170+FBtro078171+FBtro078169+FBLr0AT
c_part_number "881"; gene_id "FBgnB0@2121"
chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGP5.25.62.gtf.gz exonic_part 114106 11518 z - % transcripts "FBtr0@78170+FBtro078171+FBtro078169+FBtroe7|
c_part_number “882"; gene_id "FBgn0@@2121"
chr2L  Drosophila_melanogaster.BDGP5.25.62.gtf.gz exonic_part 11779 12221 J - 4 transcripts "FBtr0@78170+FBtro078171+FBtro078169+FBtroQ7|
c_part_number “803"; gene_id "FBgn082121"
chr2lL  Drosophila_melanogaster.BDGP5.25.62.gtf.gz exonic_part 12286 12928 & = - transcripts "FBtr0678170+FBtro078171+FBtro078169+FBLroa7
c_part_number “884"; gene_id "FBgn00@2121"
chr2lL  Drosophila_melanogaster.BDGP5.25.62.gtf.gz exonic_part 13520 13625 = = . transcripts "FBtr0678170+FBtro078171+FBtro078169+FBLroa7
c_part_number "685"; gene_id "FBgn0e@2121"
chraL Drosophila_melanogaster.BDGPS5.25.62.gtf.gz exonic_part 13883 14874 - = - transcripts "FBtr80878170+FBtrO078171+FBtro0T8169+FBLroa7

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

Estimation de I'abondance des transcrits reconstruits :

o Cufflinks

Eene_1d untreatedr Untreateas Untreateds Unireated Treatedl |
FB2n0000003 @ o ) o e o 1
O 4 4 ! ! FBgn@ooooea 92 161 76 70 140 a8 70
% Dépend des données disponibles e = & &
FBgneeoools e 2 1 2 1 o e
FB2nooooe1T 4664 8714 3564 3150 6205 3072 3334
FB2n0o00018 583 761 245 318 722 293 308
FBgneoooo22 e 1 e o e o e
FBgnoo00024 16 11 3 3 16 7 5
FBgneoooo2s @ 1 @ o @ 1 1
FB2noo00032 1446 1713 615 672 1698 696 757

IMA Formation RNAseq Bioinfo
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featureCounts

“ Mieux que Htseq-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 géré.
% 2 Notions :

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

E 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_Ch&.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_Ch&.fastqg}-Tophat_mapped.bam  » |

Remove Add another BAM/SAM dataset 1

Add new Add another BAM/SAM dataset

Specify feature type:
| exon 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:

| Yes W |

Indicate if strand-specific read counting should be performed:

| unstranded v |

Multi-mapping reads/fragments will be counted:
| Yes » |
Only primary alignments will be counted:

| Yes » |

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

£

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

Optional paired-end parameters:

| Paired-end reads | 03/2015
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featureCounts : options

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

|‘|’esV|

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

E

Megative 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, 30 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

* Assignation des lectures a un transcrit

 Estimation de 'abondance de chaque transcrit

mesurée en :

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

N IMA Formation RNAseq Bioinfo
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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 gene en bp
RPKM = 10°x R
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
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Cufflinks = Estimation de I’'abondance

<2.2.0 »=2.2.0
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TP : Quantification

I N?A 03/2015

" SCIENCE & IMPACT



L'expression différentielle

But : trouver les genes significativement
différentiellement exprimés entre 2 conditions.

Méthode:
« Normalisation
« Estimation de |'expression
» Test

Outils :
 DESeq, EdgeR, DESeq2, etc. (en R)
o CuffDiff (suite Tuxedo)

| IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Normalisation

20 -

raw counts normalized counts

Probléme: Le nombre de lectures est
différent d'un réplicat a 'autre. ]

Idée: Appliquer a chaque échantillon .

un coefficient multiplicatif. e e e e
rank(mean) gene expression

Rapporter par rapport au nombre total

de lectures (RPKM)?

* 30% of Mg
* 5% of Ag

Autres methodes (EdgeR)

AGr)

Ignacio Gonzalez

3 IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Estimation de I'expression

But : modéliser I'expression

d'un gene dans une/des
conditions.

5.0

2.0
|

1.0

Méthode:
« Loi binomiale négative
(poisson + surdispersion)
« Estimation de la

dispersion

0.5

0.2

0.1

moyenne et de la ; ;
d i S p e rs i O n d e mean of normalized counts
I'expression. Ignacio Gonzalez

E IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Test

But : Comparer les distributions d'expression dans 2
conditions.

Résultats: p-value et g-value (p-value avec
correction de tests multiples)

—{[\p)
== Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Le FC ebtosuffisamtfaire aussi compliqué ?
Comparer 1 vs 2 et 1000 vs 2000 n'est pas pareil.

Faut-il des réplicats ?
Revient a comparer 2 individus, pas 2 conditions.

Et si je poole mes réplicats ?

1 individu avec un gene tres exprimeé noie les
comptages.

Comparer 100,100,100 vs 200,200,200 et 0,100,200
vs 0,0,600.

Faut-il faire la correction aux tests multiples?

Sur 30 000 tests, on est obligé de faire au moins un
bon score !

= IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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Conclusion
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Conclusion géneérale

* 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 !

E IN?A Formation RNAseq Bioinfo 03/2015
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[ RMA-Seq short reads ]

{ Quality control ]

(FastQC)
N
Reference
. geno De novo transcriptome assembly
A (Trinity)

5 I

[ Mapping to reference J [ Mapping and detection of DEGs ]

(Tophat) (RSEM)
o Count based
ased strateg
3“3';99)' Y
v 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): e103207. doi:10.1371/journal.pone.0103207
http://127.0.0.1:8081/plosone/article?id=info:doi/10.1371/journal.pone.0103207
e
@-PLOS | one
~Z/




Liens utiles

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

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

Remerciements

% Le groupe de travail « Planification d’expériences et RNA-
seq » du PEPI IBIS

Satisfaction form :
http://bioinfo.genotoul.fr/index.php?id=79
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