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Trainings 2019
● South Green Trainings :

https://southgreenplatform.github.io/trainings/

● Slides & Practices : RNAseq

● Working environment : Softwares to install

https://southgreenplatform.github.io/trainings/
https://southgreenplatform.github.io/trainings//rnaseq/
https://southgreenplatform.github.io/trainings/linux/linuxPractice/#preambule


Initiation aux analyses 
de données 

transcriptomiques
www.southgreen.fr

https://southgreenplatform.github.io/trainings



Objectifs 

- Connaître et manipuler des packages/outils disponibles pour la 
recherche de gènes différentiellement exprimés 

- Réfléchir sur les différentes techniques de normalisation des données
- Détecter les gènes différentiellement exprimés entre 2 conditions

Applications

- Mapping and counting using TOGGLe : Hisat2 + stringtie

- Pseudo-alignment using Galaxy : kallisto

- Differential expression analysis: EdgeR, Deseq2 : package shiny Pivot

- Clustering, co-expression network: R

  Objectif du module



  Pourquoi faire du RNA-Seq

L’accès aux séquences d’ARN permet de :

- Annoter un génome
- Réaliser un catalogue de gènes exprimés
- Identifier des nouveaux gènes
- identifier des transcripts alternatifs
- Quantifier l’expression des gènes et comparer entre 

différentes conditions expérimentales
- Identifier des petits ARNs (Regulation de 

l’expression, silencing ...) 

Le choix technologique (depletion/enrichissement, 
démultiplexage, séquençage directionnel) dépendra de la 
question biologique 



1- Design experimental



Experimental design



Experimental design

collect?

Sample preparation

cDNA on lane of flowcell



Experimental design



2- Des reads aux transcripts



  Des reads aux transcripts

From http://www.bioinformatics.nl/courses/RNAseq/1c%20Assembly.pdf



 Vision Global of RNAseq Analysis

From Abims RNAseq Training oct 2018



 Vision Global de l’analyse RNAseq

https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-016-0881-8



 Analysis RNAseq avec une référence

https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-016-0881-8



Problème Pourquoi les 
éliminer?

Outils

Sequences biases Ns, mauvaise qualité des 
nucléotides, biases 
hexamères (random 
priming)

Pour éliminer des erreurs 
de sequencing.

Désastreux pour la  
plupart des assembleurs

PRINSEQ2
FASTX Toolkit
Trimmomatic

Adaptors and 
primers

Peuvent être trouvés 
dans le 3’ final d’un 
insert très court

Des ponts entre 
séquences sans relation 
aucune: Chimères

Trimmomatic,
cutadapt, far, btrim, 
SeqTrim, TagCleaner, 
solexaQA

Poly A/T tails, low 
complexity reads

Des queus poly A/T 
peuvent etre laissés 
pendant la préparation 
de la librairie

Des ponts entre 
séquences sans relation 
aucune: Chimères

PRINSEQ2

Contaminations RNA Ribosomal
RNA/DNA etrangere 
(PhiX, Bacteria, ...)

SortMeRNA, riboPicker, 
DeconSeq

 Vérification de la qualité des données NGS



 Nettoyage des reads

MultiQC MultiQC MultiQC MultiQC MultiQC



New Tuxedo Workflow

Mapping

Assemblage des nouveau transcrits

Comparaison avec l’annotation

Obtention des tableaux de comptages



Mapping sur référence génomique

- Permet la mise en évidence d’isoformes
- Aide à l’annotation structurale du génome



Choix de l’outil de mapping



  HISAT



  STAR



  SAM format

htpp://samtools.sourceforge.net/SAMv1.pdf
source: Abims RNAseq formation 2018



3- Comptage



  Principe du comptage des reads



  StringTie



  StringTie



  Pseudoalignement

Quantifying abundances of transcripts by pseudoalignment 
for rapidly determining the compatibility of reads with 
targets, without the need for alignment. 



  Kallisto

Bray et al. 2016. Nat Biotech



  Salmon



  Comparaison des méthodes



  gtf/gff Format

source: Abims RNAseq formation 2018



  gff compare

source: Abims RNAseq formation 2018



  gff compare

source: Abims RNAseq formation 2018



  gff compare

source: Abims RNAseq formation 2018



  gff compare

source: Abims RNAseq formation 2018



  Local Genome Browser (IGV) 

source: Abims RNAseq formation 2018



Local Genome Browser (IGV) 

Transcrits non annotés

RLK



 Practice : Galaxy and TOGGLe 

TP-Galaxy-TOGGLe

https://southgreenplatform.github.io/trainings/linux/rnaseqPractice/#practice-1


4- Normalisation des données



Normalisation des données

● Identifier et corriger les biais techniques dus au séquençage, pour 
les  rendre comparable

● Types de Normalisation : intra-echantillons (meme sequençage) et 
inter-echantillons (deux sequençages)

Taille de la banque 
Longueur de gènes
Composition en GC des gènes



Normalisation des données



Normalisation des données



Normalisation des données



Méthodes basées sur les normalisations interbanques



Méthodes basées sur les normalisations interbanques



Méthodes basées sur les normalisations interbanques



Méthodes basées sur les normalisations interbanques



Méthodes basées sur les normalisations interbanques



Méthodes basées sur les normalisations interbanques



Normalisation des données



Normalisation des données



Méthodes basées sur les normalisations interbanques



Méthodes basées sur les normalisations interbanques



 Statistics tools 



5- Recherche de gènes 
différentiellement exprimés



Modélisation des données



pvalue and FDR

pvalue= risque/probabilité de déclarer un gène différentiellement exprimé alors 
qu’il ne l’est pas

pvalue de 0.05= on autorise qu’un gène ait 5% de risque d’être appelé DE alors 
qu’il ne l’est pas

=> Problème des tests multiples: si on teste 10000 gènes non différentiellement 
exprimés, on autorise 500 gènes à être déclarés DE alors qu’ils ne le sont pas 

=> nécessité de filtrer au préalable les gènes (ex: niveau total d’expression < 10) 
pour limiter le nombre de tests

=> besoin de correction et utiliser une pvalue ajustée adaptée aux tests multiples:

- procédure de Benjamini-Hochberg (BH) qui consiste à contrôler le False 
Discovery Rate (FDR), c’est à dire la proportion de faux positifs dans les 
gènes déclarés différentiellement exprimés

- procédure de Bonferroni (+ stringent)



6- Plots and Graphical Représentations



Analyses exploratoires



Smear plot



Volcano plot



Hierarchical clustering / Heatmap



 Practice : R et PIVOT

TP Pivot

https://southgreenplatform.github.io/trainings//rnaseq/


Christine Tranchant-Dubreuil

Alexis Dereeper 

Sebastien Ravel 

Sebastien Cunnac

Gautier Sarah 

Julie Orjuela-Bouniol

Catherine Breton

  Contributeurs pour cette formation

Aurore Compte



Merci pour votre attention !
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