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Anomalies du développement
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Comment enrichir en ARNmM

A N AAAAAAAAAAAAAAA
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RNA-Seq total /

Besoin étape ribodéplétion

Vision exhaustive des ARN (hors petits
ARN comme miR)

Besoin nombre de reads +++

\/\\_/—\

'\’TYTTTm T—\'TTTTTTT"

RNA-Seq poly-A -

- Enrichissement poly-A: élimination des
ARN ribosomiques, moins de IncRNA

- Couverture exhaustive des ARNm B}

- Saturation possible par ARNm tres B}
présent (ex: globine)

- Besoin reads +

ey
=S
e
=S
B

RNA-Seq capture

Capture des exons

Meilleure couverture exonique: permet
de diminuer le nombre de reads
nécessaires

Pas de couverture des UTR et introns
Moins de saturation par des ARNm tres
exprimés (ex: globine dans PAXgene)



RNA-Seq appliqué aux maladies rares
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RNA-Seq appliqué aux maladies rares

Yepes et al. 2022 Maladies mito. 32/205
Geno. medicine (WES neg) (16%)

Dekker et al. 2023 Troubles du ND fibroblastes
exkker et al. roupies au o
AJHG (WESneg) /07 (12%)

|
Frésard et al 2019 Hétérogeéne

0]
Nat Med (WES neg) 6/80 (7%) o séguencage pipeline
gene : ,
Deshwar et al. 2023 Hétérogéne 0/39 short-reads maison
AJHG (WGS neg)

Buckley et al. 2023 J. Mol. Diag.

Hauser et al. 2020 Mol. Gen. & Met.

Adaptée laboratoire de diagnostic Robuste / Reproductible Expression des genes du ND / DI




Comparaison Lympho vs Fibro vs PAXgene — polyA vs capture

Genes de DI (panelApp DI ~ 1300 genes)

e E
70% '
a ® Fibro_capture
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x
o
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A . \
v PAXgene_capture
250% 4 :
§ Lympho_polyA
o ® -
3 100 :
o\° 40% ’
: °
30% : ®
50 40 35 30 25 20

Millions de reads (2x75pb)

Choix pour une activité diagnostique et bonne couverture genes DI-> Capture sur culture lymphocytaire



Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

103 individus

91
cas index

45 CI
variants candidats

EEE—

12
apparentés

: Tube EDTA |

librairies
Exome H. V8
sur
automate

Extraction
Fragmentation
Synthese

PBMCs

extraction
lymphocytes

RNA

Inhibition NMD
+/- puromycine

Magnis Agilent
SureSelect

Facilité de pvt
T°c ambiante

0-48h 24-96 h
(72 h)

8 éch. par run
8-12h par run
peu échec

N - A - A3
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

OERIGIVG I ——)

&
[a)]
w
(]
S
=
30

91 12
cas index apparentés Fsrafiffies
PBMCs extraction Exome H. V8 séguencage pipeline
lymphocytes sur short-reads labo*
RNA
automate
45 Cl
variants candidats
Facilité de pvt Inhibition NMD Magnis Agilent lllumina NS550 QC/BAM
T°c ambiante +/- puromycine SureSelect (VCF)
Outrider
0-48h 24—-96 h 8 éch.parrun  8-16 éch. par run Fraser
(72 h) 8-12h parrun 18h par run
peu échec
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

Sequene reads )
_¢ Multi@C

“logyg(Pyaluc)

A modular tool to aggregate results from bioinformatics analyses across many samples into a single g
report.
Report generated on 2015-09-24, 09:09 based on data in 1l DesktopMultiQs ”
Report location:  MUsers/philewels/Deskiop/MultiQC_testing llige_rep Itige_report.html A
General Statistics  snowkey @
Sample Name % Assigned M Assigned % Mapped M Mapped Trimmed % Dups % GC  Length M Seqs H
SRRA1067503 1 2.4% 09 B3.2% 153 21% 12.9% 44% 35 30.5
SRR1067505_1 7.4% 15 79.1% 142 35% 7.8% 47% 35 18.0
l SRR1067510_1 1.1% 06 50.6% 17.4 2.0% 11.4% 40% 35 343
SRR1067514 1 5.7% ﬂﬁi 70.2% ﬂ 3.1% 6.6% 44% 35 336
i i SRR1067519_1 3.2% 09 B1.4% 199 23% 5.8% 42% a5 246
pipeline FASTQC '
SRRA1067522_1 1.4% o7 61.8% 220 15% 13.3% 40% 36 357
labo* ' -

QC/ BAM
(VCF)
Outrider
Fraser
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pipeline

labo*

QC/ BAM
(VCF)
Outrider
Fraser

Sequence reads

[ </ ZZFZEEEEEEERERRRRTUT N

—

FASTQC

Adapter Trimming [K(®]e]i{elgt:)):

Analyse qualité des reads
* Qualité des bases

* Qualité du reads

* Taille reads

e Adapteurs

MultiC

Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

A modular tool to aggregate results from bioinformatics analyses across many samples into a single

report.

Report generated on 2015-09-24, 09:09 based on data in

JesktopMultiQs:

ta

Report localion: MUsers/philewels/Deskiop/MultiCC_testing/star/multige_reportmultige_report. him|

General Statistics  showkey

Sample Name % Assig M Assigned % Mapp
SRRA1067503 1 2.4% 09 63.2%
SRR1067505_1 T.4% 1.5 79.1%
SRR1067510_1 1.1% 0.6 50.6%
SRA1067514 1 5.7% 19 70.2%
SRR1067519_1 3.2% 0.9 81.1%
SRR1067522 1 1.4% o7 61.8%

M Mapped
183
14.2
17.4
238
199

220

fastp

Trimmed % Dups % GC Length M Segs

2.1%

3.5%

2.0%

3.1%

23%

1.5%

12.9%

7.8%

11.4%

6.6%

5.8%

13.3%

44% 35 30.5
47% 35 180
40% 35 34.3
44% 35 336
42% 35 246
40% 36 357

3
g

o

*trimmed
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

Sequence reads Mapped reads

I | E—
[rm— —
[ — e
—
, — —
(il‘éan i)

= _
S — e e —— _ _
o u — .
—— — Unmapped reads
e e,
- M - R —
z - ol — —— : — —
= s = a— P/ iézzEsssEEEEERR R e . N — Eon
S 7 7 [— B Read
_ e

FASTQC o

@é o

QC/ BAM Splice-aware mapping to genome
*trimmed

pipeline

labo*

(VCF)
Outrider

Alignement splice aware
Fraser

e Référence : GRCh38
e 2Pass
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

Each column is a sample

Sequence reads

o

£ [GENEID  |KD.2 KD.3 |OE1 |OE2 [OE3 |IR1 |IR2 |IR3
_E"z 1/2-SBSRNAG | 57| a1 64, 55| 38| as| 31 39
A1BG 71 40/ 100 81 a1 77 58 40
|aBG-Ast | 2ss 177|220 189 107 213 172 126
3t _ 0 1 1] 0 0 0 o 0
[4b] |A2LD1 | 146 81| 138 125 52| 91| 80/ 50
S (- A2M | 10 9/ 2| 5 2| 9 8| 4
B () \AzMLL _ 3 2| 5 5| 2| 2| 1] 0
- (@)] (A2MP1 | 0 0| 2 1 3 o 2 1
o A4GALT 56 37 107 118 65 49 52 37
E———— f\e) | | | | | | | | | |
B A4GNT . 0 0 0 0 1 0 0 0
= .. = w |AADS | 0 0 0 0 0 o o 0
e fe— A T w0 o i o o o o o
T — 7 EEEEEEEEEEEETES \‘X\\t‘,&i ; (ARAS | z2es 1363 1753 1727 835 1672 1389 1121
= _ | [ - @) |AACS | 1586 923 951 967 484 938 771 635
past AACSP1 . 1 1] 3 0 1 1 1 3
= |AADAC _ 0 0| 0 0 ol 0 0| 0
AADACL2 0 0 0 0 0 0 0 0
% |AADACL3 0 0| 0| 0 0| 0 0| 0
. : LL] \AADACLA | 0 [ 1] 1 0 0 0 0
pipe line FASTQC AADAT | Bs6 53 593 576 350 se7 521 416
AAGAB 4648 2550 2648 2356 1481 3265 2790 2118
|a bo* K1 | 2310] 1384 1863 1602] 980 1675 1614 1108
|AAMP | s198 3081 3179 3137 1721 4061 3304 2623
AANAT 7 7 12 12 4 6 2 7

) ] ) AARS | 5570 3323 4782 4580 2473 3953 3339 2666
AdapterTrImmlng (Optlonal) e LT T e e e

QC/BAM

(VCF) Splice-aware mapping to genome

Outrider

Fraser ] ] _
Counting reads associated with genes

Comptage
* HTSeq -count
e Kallisto

Protocol stranded 13
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pipeline

labo*

QC/ BAM
(VCF)
Outrider
Fraser

Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

Sequence reads

(777777

FASTQC

LGETCTa Tl (Optional)

Splice-aware mapping to genome
Counting reads associated with genes

Statistical analysis to identify

differentially expressed genes

Differential Outlier
expression analysis detection
(DESeq2/edgeR) (OUTRIDER)
..
o 0®
C C
S o
o o
i o
[ J
® e s}
@
A B
Condition Population

Genes a

— .outrider—— expression

aberrante
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pipeline

labo*

QC/ BAM
(VCF)
Outrider
Fraser

Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

Sequence reads

P A/ZZEEEFEEEEERERRST.

FASTQC

LGETCTa Tl (Optional)

Splice-aware mapping to genome
Counting reads associated with genes

Statistical analysis to identify
differentially expressed genes

nature
COMMUNICATIONS

2021

Detection of aberrant splicing events in RNA-seq
data using FRASER

Christian Mertes® 6, Ines F. Scheller® 26, Vicente A. Yépez® 13, Muhammed H. Celikl, Yingjigiong Liang‘,
Laura S. Kremer®>, Mirjana Gusic® %>, Holger Prokisch® 45 & Julien Gagneur® 25%

/ Splicing metrics \

£ _JHINE e TN o
K T -

- = =

/G5 v/0s

/l . Latent space fitting\

Samples Autoencoder

.w.

2. Distribution fitting

Autoencoder Samples

Junctions

)
c
=)
©
c
=)
3

/ Significance based \

outlier

detection

P ham

i L‘._n.'i ~

Visualization

Epissages
aberrants
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Méthode : Capture d’exome sur culture Iymphocytaire

b
Sequence reads - a. @ |35
10 oc_phase 2‘
et o : ||' ie
4 s E =" EMP | ul '0‘5
3 : & 0 :Ifjcr:w | o
odp oo r & ||||I ! '|’ caw  co_phase
: be G1
—— = —— . "'H lll‘l s IG2M
e —10—'. a | I|| ' Corgt s
- ——— T A
E . —— R 4510 5 0 5 10 15
_‘_7777_::_77_:::—_;‘ = ;— Dimensgion 1
- - T 77777 ’Qﬁ’m\\&
_— c il 2 e
o g 5 . g
pipeline o M o
labo* FASTQC Lo j
5] = | | '
A
. i § 8 Cell type fﬁ:mr %
1 I i = " A BC -l
Adapter Trimming [K(@]slile4E)) i THE
QC/ BAM re 7 4unp B4
(VCF) 45 10 -5 0 5 10 a,zm 0.125 o.lso 075 11)0

Principal component 1 Adjusted proportion BC markers
Outrider Splice-aware mapping to genome
Fraser
Counting reads associated with genes

——»DESqu —— | Signatures

Statistical analysis to identify
differentially expressed genes
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

e Culture lymphocytaire
* Inhibition du NMD
e Capture Exome V8 Agilent (XTHS1 et XTHS2)

* Sequencage lllumina 2x75

Analyse bioinformatique

QC
Alignement
FRASER / OUTRIDER / DESEQ2




ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires

20-

10~
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ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires
Il5 Sexe

privt

iimﬁmmﬁm

Sexe
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ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires (correction de l'effet sexe)

PC2 (7.86%)
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50
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ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires (effet du temps de culture)

PC2 (19.26%)

20-

-20-

-20

PC1 (28.5%)
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ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires (correction de I'effet batch)

PC2 (14.85%)

20-
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-20-
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25
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ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires (effet runs)

PC2 (18.09%)
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Corrections effets batch

* Effet sexe
* Effet du temps de culture

e Pas d’effet de runs

24



Recherche de témoins positifs d’expression aberrante

c A G G C 6 6 T 6 ¢ A T 6 T € A G 6 € €C A C C A 6 A € A €C €C T 6 T 6 6 6 € € A G A G G G

WGS

RNA-Seq

.. 6 A G 6 € G 6 T 6 C A T 6 T €C A G G € €6 A € €C A G A C A ¢ C¢C T 6 T 6 66 G € €C A G A G G G
L R H M D P W W v ]

PEPD

Perte de fonction hetérozygote (WGS)
Expression monoallélique (RNASeq)

Sélection de 8 témoins (XTHS1) 25



OUTRIDER: validation des 13 genes témoins

-log10(pValue)

N

. (AFF2)
NEKs| |

* [FAM114A2]

TTC21B
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Legend
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« Down

10 5 0 :

10
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Du sang au séquencage : étude du protocole XTHS2

Extraction ARN,
fragmentation,
synthese cDNA

N
47 Capture du cDNA par SureSelect exome v8 (XTHS1)
sur MAGNIS (Agilent) - par 8 échantillons
_—
8 témoins
EDTA

Culture lymphocytes avec ou sans puromycine
(inhibition du NMD)

Séquencage NextSeq550
2x75—=Mid ou
HighOutput

20-40M PF clusters par
échantillon

lllumina ©

AR

Capture du cDNA par SureSelect exome v8 (XTHS2)
sur MAGNIS (Agilent) - par 8 échantillons

27



Duplication rate

Taux de duplication plus bas en XTHS2

0.4

Dataset
0.3

0.2

XTHS 1 XTHS 2
Dataset

10 cycles PCR pré-capture
9 cycles PCR post-capture

12 cycles PCR pré-capture
10 cycles PCR post-capture

Picard

MarkDuplicates

28



Percent On Target

Pourcentage de couverture on target pour les 8 témoins

Percent On Target by Sample and Protocol
10

0
75
50
25
0

Cl1 cl2 cd3 cl4 5 cd6é6 d7 c8

Protocol

Bedtools
intersect
+

Bed Exome V8
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-log1l0(pValue)

Validation de témoins positifs en XTHS2
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Validation de témoins positifs en XTHS2
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Conclusions : OUTRIDER

Stratégie RNA-seq capture exome sur culture lymphocytaire

- permets d’étre quantitatif

Utilisation d’'une cohorte XTHS1 et XTHS2
— XTHS2 : moins de duplicats, moins d’étapes manuelles, possibilité d’utiliser avec une
cohorte XTHS1

- Tests UMI en cours

31



RNA-seq : Résolution d’un cas clinique

Famille suivie par B.Isidor (Nantes)

O

DI DI
dysmorphie dysmorphie
CIA

Exome négatif 2020

Génome quatuor
SeqOIA negatif 2022

-log10(pValue)

s

Legend

Not sig
Down
Up

-10

zScore
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Délétion du 1¢" exon EHMT1

Sceur 1

Sceur 2

1,5kb

EHMT1
Exonl
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Délétion du 1¢" exon EHMT1

<

1,5kb

1376818 kb
I

1376810 kb
L

>

ent, atteint

Sceur 1

Sceur 2

non atteint

Mere (mosaique)

33



FRASER

“nature & N 2021

COMMUNICATIONS

Detection of aberrant splicing events in RNA-seq
data using FRASER

Christian Mertes® ', Ines F. Scheller® 28, Vicente A. Yépez® '3, Muhammed H. Celik!, Yingjigiong Liang',
Laura S. Kremer®®, Mirjana Gusic® %3, Holger Prokisch® ** & Julien Gagneur® '2°%
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Validation des différents effets de variants sur I'épissage

Saut d’exon Site cryptique

Cas index *—- Cas index

3

Témoin Témoin

Pseudo exon

Rétention intronique

Cas index h Cas index

Témoin A oS Témoin
35

Confirmation de I'effet pour 8 variants Les algorithmes permettent-ils d’identifier et prioriser ces évenements ?




Priorisation FRASER : Nombre d’évenements aberrants d’épissage

pValue < 0,001 cohorte 73 patients

MNurmber of calls

2000 4

1000

o




Priorisation FRASER : Nombre d’évenements aberrants d’épissage

pValue < 0,001 cohorte73 patients, focus sur 8 patients témoins

. 907

] panelApp

Exome

200 +

(=

L

=
I

138
134

120

1004

Number of calls in Panel&pp

50+

Variant Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl
pathogene : ADNP DYNC1H1 FOXP1 KDMS5C PSMC2 USPIX TRIO INTS6
Rang : 126 7 57 1 1 86 0 654 37



Priorisation FRASER : Nombre d’évenements aberrants d’épissage

pValue < 0,001 cohorte73 patients, focus sur 8 patients témoins

. 907

] panelApp

Exome

200 +

Intérét inhibition
NMD

=t

L

=
I

138
134

120

1004

Number of calls in Panel&pp

50+

Variant Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl
pathogene : ADNP DYNC1H1 FOXP1 KDMS5C PSMC2 USPIX TRIO INTS6
Rang : 126 7 57 1 1 86 0 654 37



Intérét de l'inhibition du NMD (traitement puromycine)

TRIO - NM_007118.4 - c.6336+1G>A

Il T =N - s )

14,4801030 bp , 14,4-80i035bp . 14‘480i040 bp . 14,480,.045!];] ) 14,4801050 bp , 14,4-8[]‘(

14,4-8[]‘000 bp . 14,48I]i005bp ) 14,480i010 bp , 14,4-80i015bp , 14‘430i020 bp . 14,430,][]25!];] )

14,479@80 bp . 14,4?9i985bp ) 14,4?9,.990 bp , 14,4?9i995 bp ,
G CAGAGAATCATGAAGTATC CAGCTGTTACTG GAAGGT GAGGAGGTO EGGCGGGACAAACTCTGGEGTGTCAGGAGTO GAGTTTG®G

10 SpliceAl WT NM_0071184 |

DL: 0,99 ||

10 [ SpliceAl MT NI_007118.4 | -
DG:0,93

100 Inserted nuclectides

SpliceAl-visual
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MANE transcripts 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 H 3 H 3 H 3 H = =
NM_007118.4
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Intérét de l'inhibition du NMD (traitement puromycine)

TRIO - NM_007118.4 - c.6336+1G>A

- 196 bp

14 479 540 bp 14 473 360 bp 14 479 580 bp 14 480 000 bp 14 480 020 bp 14 480 040 bp 14 480 060 bp 14 480 080 bp 14 480 100 bp
| | | 1 | | | | | 1 | | | | | | | |

ECETCTTGECCACAGG TTACAGC TCACAGATC TG T TGATCAMACCAG TGCAGAGAATC AT AAG TATCAGC TG TTAC TGAAGG TCAGGAGG TGGCGoGACAAACTCTEG TG TCAGG AGTCGAGTT TGO TG AG AAAATAAG ACTCAGTTGGEG AMAGAAGGATTTEGTAGGACAGGGGA

TRIO

Pas/peu d’effet ?
Transcrit aberrant dégradé par le NMD ?

Cas index
sans puromycine

Témoin

39



Intérét de l'inhibition du NMD (traitement puromycine)

TRIO -NM_007118.4 - c.6336+1G>A

- 196 bp

14 479 540 bp 14 473 360 bp 14 479 580 bp 14 480 000 bp 14 480 020 bp 14 480 040 bp 14 480 060 bp 14 480 080 bp 14 480 100 bp
| | | 1 | | | | | 1 | | | | | | | |

ECETCTTGECCACAGG TTACAGC TCACAGATC TG T TGATCAMACCAG TGCAGAGAATC AT AAG TATCAGC TG TTAC TGAAGG TCAGGAGG TGGCGoGACAAACTCTEG TG TCAGG AGTCGAGTT TGO TG AG AAAATAAG ACTCAGTTGGEG AMAGAAGGATTTEGTAGGACAGGGGA

TRIO

Pas/peu d'effet ? Cas index
Transcrit aberrant dégradé par le NMD ? sans puromycine

Témoin

c.6336+1G>A
/ / Cas index

traité puromycine
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Conclusions : FRASER

Validation de 7 sur 8 témoins d’épissage

Remarque : plus de bruits quand la cohorte augmente

40



Conclusions : FRASER

Validation de 7 sur 8 témoins d’épissage

Remarque : plus de bruits quand la cohorte augmente

2 panelApp
] Exome

B0+

Number of calls in PanelApp
'

Cl Cl Cl Cl

Variant Cl Cl C/ Cl
pathogene : ADNP DYNC1H1 FOXP1 KDMS5C PSMIC2 USP9X TRIO INTS6
Rang : 4 (126) 7(7) 1(57) 7 (1) 3(1) 1 (86) 0(0) 315 (654)

Rouge : cohorte 45 échantillons

Gris : cohorte 73 échantillons 40



Conclusions : FRASER

Validation de 7 sur 8 témoins d’épissage

Remarque : plus de bruits quand la cohorte augmente

Cl Cl Cl

2 panelApp
] Exome

Number of calls in PanelApp
'

Cl Cl Cl

Variant Cl @)
pathogene : ADNP DYNCI1H1 FOXP1 KDM5C PSMC2 USP9X TRIO INTS6
Rang : 4(126) 7(7) 1(57) 7 (1) 3(1) 1(86) 0(0) 315 (654)

ET FRASER2 ? »



Nombre d’événements aberrants d’épissage FRASER vs FRASER2

pValue < 0,001 cohorte 73 patients

Murmber of calls

2000 4

1000

Dataset

fraser

. fraser2




Priorisation FRASER2 : Nombre d’évenements aberrants d’épissage

pValue < 0,001 cohorte 73 patients, focus sur 8 patients témoins

107

] panelApp

Exome

30 1

Number of calls in PanelApp
Pl
=

ot
=
i

Variant Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl
pathogene : ADNP  DYNCIH1  FOXPI KDM5C PSMC2 USP9X TRIO INTS6
Rang : 1(126) 2 (7) 1(57) 0(1) 1(1) 1(86) 10 (0) 39 (654) 42



Conclusions

Stratégie RNA-seq capture exome sur culture lymphocytaire
—> adaptée au laboratoire de diagnostic / inhibition NMD

Détection et priorisation :

- FRASER - effets d’épissage aberrants
- OUTRIDER = quantités de transcrits aberrantes
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Conclusions

Stratégie RNA-seq capture exome sur culture lymphocytaire
—> adaptée au laboratoire de diagnostic / inhibition NMD

Détection et priorisation :

- FRASER - effets d’épissage aberrants
- OUTRIDER = quantités de transcrits aberrantes

Analyse de 2¢™e intention
apres un génome négatif




Evaluer la sensibilité des outils :

Impact transcription
Création dataset perte de fonction sur génes +/-

exprimes
. - (TR TN (T [N (T T T I [T 333:‘:::
Analyse signatures : - =
Classifieur m
Uti I isation SVM / ra ndOm fO rest ° Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster4 Cluster 5 Cluster6 Cluster 7 0 !

Datalake Seqoia

Projet national : RNU4-2
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Détecter les aberrations de quantité de transcrits : OUTRIDER (Brechtmann et al, AJHG, 2018)

INTS6 - NM_012141.3 - ¢.613+3_613+6del
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Détecter les aberrations de quantité de transcrits : OUTRIDER (8rechtmann et al, AJHG, 2018)

INTS6 - NM_012141.3 - ¢.613+3_613+6del
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Détecter les aberrations de quantité de transcrits : OUTRIDER (8rechtmann et al, AJHG, 2018)
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Détecter les aberrations de quantité de transcrits : OUTRIDER (8rechtmann et al, AJHG, 2018)
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