
Applications du RNA-Seq par capture 
dans le diagnostic des maladies rares

Laura Do Souto Ferreira, bioinformaticienne

CHU de Nantes - Service de génétique médicale

Anomalies du développement
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RNA-Seq poly-A

RNA-Seq total 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 très 

exprimés (ex: globine dans PAXgene)

- Besoin étape ribodéplétion
- Vision exhaustive des ARN (hors petits 

ARN comme miR)
- Besoin nombre de reads +++

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

- Couverture exhaustive des ARNm
- Saturation possible par ARNm très 

présent (ex: globine)
- Besoin reads +

Comment enrichir en ARNm
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RNA-Seq appliqué aux maladies rares
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RNA-Seq appliqué aux maladies rares

lymphocytes

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

Adaptée laboratoire de diagnostic Expression des gènes du ND / DI

Buckley et al. 2023 J. Mol. Diag. 

capture exome
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Millions de reads (2x75pb)

Fibro_polyA
Lympho_polyA

PAXgene_polyA

Fibro_capture

Lympho_capture

PAXgene_capture

Comparaison Lympho vs Fibro vs PAXgene – polyA vs capture
Gènes de DI (panelApp DI ~ 1300 gènes) 

Choix pour une activité diagnostique et bonne couverture gènes DI-> Capture sur culture lymphocytaire 4



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

pipeline 
labo*

QC / BAM
(VCF)

Outrider
Fraser

Analyse qualité des reads
• Qualité des bases
• Qualité du reads
• Taille reads
• Adapteurs

fastp

*trimmed
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

pipeline 
labo*

QC / BAM
(VCF)

Outrider
Fraser

Alignement splice aware
• Référence : GRCh38
• 2Pass

STAR

*trimmed
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

pipeline 
labo*

QC / BAM
(VCF)

Outrider
Fraser

Comptage
• HTSeq -count
• Kallisto

outil Count 
matrice

13! Protocol stranded



Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

pipeline 
labo*

QC / BAM
(VCF)

Outrider
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outriderCount 
matrice

Gènes à 
expression 
aberrante
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

pipeline 
labo*

QC / BAM
(VCF)

Outrider
Fraser

FRASER
Epissages
aberrants

2021
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

pipeline 
labo*

QC / BAM
(VCF)

Outrider
Fraser

DESeq2 SignaturesCount 
matrice
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Méthode : Capture d’exome sur culture lymphocytaire

• Culture lymphocytaire

• Inhibition du NMD

• Capture Exome V8 Agilent (XTHS1 et XTHS2)

• Sequençage Illumina 2x75

Analyse bioinformatique
QC

Alignement
FRASER / OUTRIDER / DESEQ2
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ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires

ACP à partir des comptages 
Htseq-count avec DESeq2
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ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires

19



ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires (correction de l’effet sexe)
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ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires (effet du temps de culture)
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ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires (correction de l’effet batch)
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ACP : PAXgene vs cultures lymphocytaires (effet runs)
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Corrections effets batch

• Effet sexe 

• Effet du temps de culture 

• Pas d’effet de runs
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Recherche de témoins positifs d’expression aberrante

RNA-Seq

WGS

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

Sélection de 8 témoins (XTHS1) 25



OUTRIDER: validation des 13 gènes témoins
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Capture du cDNA par SureSelect exome v8 (XTHS1)
sur MAGNIS (Agilent) - par 8 échantillons

EDTA

Culture lymphocytes avec ou sans puromycine
(inhibition du NMD)

Extraction ARN, 
fragmentation, 
synthèse cDNA

Du sang au séquençage : étude du protocole XTHS2

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

8 témoins

Séquençage NextSeq550 
2x75 – Mid ou 
HighOutput
20-40M PF clusters par 
échantillon
Illumina ®

ARN
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Taux de duplication plus bas en XTHS2

BAM

Picard
MarkDuplicates

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

12 cycles PCR pré-capture
10 cycles PCR post-capture
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Pourcentage de couverture on target pour les 8 témoins

BAM

Bedtools
intersect

+
Bed Exome V8

CI 1 CI 2 CI 3 CI 4 CI 5 CI 6 CI 7 CI 8
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Validation de témoins positifs en XTHS2

contrôles 
XTHS1

8  T+ 
XTHS1

+
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Validation de témoins positifs en XTHS2
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+
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Conclusions : OUTRIDER

Stratégie RNA-seq capture exome sur culture lymphocytaire 

permets d’être 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
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RNA-seq : Résolution d’un cas clinique

DI
dysmorphie

DI
dysmorphie

CIA

Exome négatif 2020

Génome quatuor 
SeqOIA negatif 2022

Famille suivie par B.Isidor (Nantes)
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Délétion du 1er exon EHMT1

EHMT1
Exon1

Sœur 1

Sœur 2

1,5kb

33



Délétion du 1er exon EHMT1

EHMT1
Exon1

Sœur 1

Sœur 2

Mère (mosaïque)

1,5kb
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FRASER

2021
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Validation des différents effets de variants sur l’épissage

Saut d’exon Site cryptique

Rétention introniquePseudo exon

Cas index

Témoin

Cas index

Témoin

Cas index

Témoin

Cas index

Témoin

Les algorithmes permettent-ils d’identifier et prioriser ces évènements ?Confirmation de l’effet pour 8 variants
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Priorisation FRASER : Nombre d’évènements aberrants d’épissage
pValue < 0,001 cohorte 73 patients
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Priorisation FRASER : Nombre d’évènements aberrants d’épissage
pValue < 0,001 cohorte73 patients, focus sur 8 patients témoins
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Exome
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Variant 
pathogène :
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SpliceAI-visual

DG : 0,93

DL : 0,99

Intérêt de l’inhibition du NMD (traitement puromycine)

TRIO - NM_007118.4 - c.6336+1G>A
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Cas index
sans puromycine

Témoin

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

Intérêt de l’inhibition du NMD (traitement puromycine)

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

DG : 0,93
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Cas index
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Cas index
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Conclusions : FRASER

Validation de 7 sur 8 témoins d’épissage

Remarque : plus de bruits quand la cohorte augmente
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CI
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Exome
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Gris : cohorte 73 échantillons



Conclusions : FRASER

Validation de 7 sur 8 témoins d’épissage

Remarque : plus de bruits quand la cohorte augmente
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Nombre d’évènements aberrants d’épissage FRASER vs FRASER2
pValue < 0,001 cohorte 73 patients
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Priorisation FRASER2 : Nombre d’évènements aberrants d’épissage
pValue < 0,001 cohorte 73 patients, focus sur 8 patients témoins
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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
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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 2ème intention 
après un génome négatif
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Perspectives

Evaluer la sensibilité des outils :

Impact transcription

Création dataset perte de fonction sur gènes +/-
exprimés

Analyse signatures :
Classifieur

Utilisation SVM / random forest

Projet national : RNU4-2

44

Datalake Seqoia



Remerciements

Pierre Blanc
Alban Lermine
Pierre Marijon
Et leurs équipes

Thomas Besnard
Patricia Talarmain
Delphine Quinquis
Jérome Buscail
Gaëlle Landeau
Eva Trochu
Maël Reynaud
Wallid Deb
Stéphane Bézieau
Benjamin Cogné

Amandine Charreton
Emmanuelle Lecommandeur
Sylvie Odent
Et tous les cliniciens et 
biologistes collaborateurs

Bertrand Isidor
Sandra Mercier
Mathilde Nizon
Marie Vincent
Solène Conrad

Virginie Vignard
Frédéric Ebstein
Sébastien Kury



Remerciements



SpliceAI-visual

DG : 0,23

DL : 1,00

Détecter les aberrations de quantité de transcrits : OUTRIDER (Brechtmann et al, AJHG, 2018)

INTS6 - NM_012141.3 - c.613+3_613+6del



Détecter les aberrations de quantité de transcrits : OUTRIDER (Brechtmann et al, AJHG, 2018)

INTS6 - NM_012141.3 - c.613+3_613+6del

21%

Témoin

Cas index
sans 

puromycine



Détecter les aberrations de quantité de transcrits : OUTRIDER (Brechtmann et al, AJHG, 2018)

INTS6 - NM_012141.3 - c.613+3_613+6del

21%

Témoin

Cas index
sans 

puromycine

OUTRIDER Volcano plot : CIX INTS6

SurexpressionSous-expression

H
as

ar
d



40%

Cas index
traité

puromycine

Détecter les aberrations de quantité de transcrits : OUTRIDER (Brechtmann et al, AJHG, 2018)

INTS6 - NM_012141.3 - c.613+3_613+6del

21%

Témoin

Cas index
sans 

puromycine

OUTRIDER Volcano plot : CIX INTS6

SurexpressionSous-expression


