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GTRNAseq: 3 Groupes de travail

» « Bio »
Définir les besoins du point de vue du biologiste pour les analyses RNASeq

» « Design »

Définir des recommandations liées a la conception des expérimentations de
séquencage ARN

» « Méthodes »

Pratiques bioinformatiques liees a l'utilisation des techniques de séquencage
ARN (RNA-seq) en diagnostic de généetique moléculaire.
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Les besoins du point de vue du biologiste pour les
analyses RNASeq

Analytique

* Recherche de Fusions

» Expression génigque
 Anomalies d'épissage

» Détection des SNV/INDEL

» Expression mono-allélique

Interprétation

* Visualisation

Epissage

» Métriques Qualité run/patients




Spécificité du diagnostic moléculaire

e Patient VS cohorte

o Cohorte patient? (epissage ~ok, différentiel d'expression oui/non)

o Cohorte controle

« Construction de la librairie (génes codants ++)
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Anomalies de l'epissage
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Anomalies de l'epissage

Type d’'événement détecté

IRFinder / IRFinder-S RI (totales)
FRASER / FRASER?2 SE, RI, 5A, 3A, SEM
SpliceLauncher SE, 5A, 3A
LeafCutterMD SE, 5A, 3A, RI, SEM

types d'évenements détectés par outil.

SE: Saut d’Exon

RI: Rétention Intronique

5A: site 5’ d'épissage Alternatif

3A, site 3' d'épissage Alternatif Adapté de Fenn et al., 2023

SEM: Saut d’Exon Multiple



Anomalies de U'epissage: Ex d’arbre décisionnel
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Transcrits de fusion
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Transcrits de fusion
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Expression différentielle

 L'analyse typiquement utilisée en recherche et encore peu en
diagnostic

« Applications possibles:
o Controle qualité (ex: présence d'un effet batch dans un run)
o Expression aberrante: signature d'un évenement
o Signatures transcriptomiques / degré de sévérité de pathologies
o Classification de variants?
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Expression différentielle

« Méthodes éprouvées en recherche mais problématique prégnante du
"1 VS all"
o Utilisation ACP pour détection valeurs aberrantes
o OUT-RIDER (Brechtmann et al., 2018)
o ABEILLE (Labory et al., 2022)

* En oncologie (ex: Centres Bérard et Bergonié):
o classification de tumeurs par clustering (ex: sarcomes)
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ARN en lectures longues

STAR (long)

Temps de traitement (CPU

min) 631 15.9 2076 33.9

8.9 14.5 3.2 29.2
# introns alignés 692 275 693 553 692 945 78 603

# nouveaux introns 11239 3113 8550 1214

% introns exacts 83.8 94.0 87.9 55.2

Li et al., 2018
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ARN en lectures longues
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Bilan et perspectives

e Le document arrive!!!!

e Continuation du GT

1.3 Les différentes techniques de RNA-Seq et leurs applications

La grande majorité des ARNs présents dans un isolat cellulaire ou issu de tissu sont des ARNs
ribosomaux. Ces ARNs ne sont pas pertinents pour |'analyse de transcrits et doivent étre éliminés.
Pour cela, on peut soit effectuer une sélection positive (par sélection des ARN polyadénylés en fixant
la queue polyA ou par capture des séquences exonigues) ou négative (elimination des ARNr par hy-
bridation et séparation, ribo-déplétion).

Les méthodes positives sont recommandées pour 'analyse des génes codants et des trans-
crits résultants alors que la ribo-dépletion permettra une meilleure étude des miARNs ou des ARNs
non codants en genéral (incluant les IncARNs). La sélection des ARNs poly-adenylés peut étre biaisée
et montrer une couverture relativement plus importante pour les régions proches de la queue polyA
(région terminale du transcrit) par rapport a une technique de capture qui sera plus homogéne (Zhao
et al., 2018). La capture polyA présente une meilleure élimination de I'ADN génomique résiduel par
rapport a un traitement par DNAse (Ura et al., 2022). Attention cependant a ['utilisation de sondes de
capture, qui pourront avoir un perimeétre de détection limité. Par exemple, si on utilise des sondes de
capture exonigues uniquement, les rétentions intronigues totales ne seront pas visibles directement
mais identifiées par 2 rétentions partielles en 5" et 3" de I'intron. De plus, certains outils comme |RFin-
der seront inopérants ou avec des performances fortement réduites.

L'utilisation de technologies de capture offre une flexibilité importante au niveau des cibles :
* RNA-Seq ciblé sur un panel de génes d'intéréts,
* analyse du transcriptome codant dans son ensemble (en utilisant un lot de sondes destinées a

I"'exome par exemple).

Un autre argument en faveur de cette technologie en diagnostic est la possibilité d’utiliser les
mémes sondes que pour le séquengage ADN, afin de réaliser le séquencage ARN, possibilité offerte
par la plupart des fournisseurs actuels.

Enfin, valable pour une analyse d’expression génique uniquement, le 3° RNA-Seq se con-
centre sur I'analyse de 'extrémité 3’ des transcrits. Cela présente plusieurs avantages, notamment
celui de nécessiter beaucoup moins de quantité de séquences qu’une analyse classique pour quanti-
fier les transcrits (environ 50 000 reads VS 30M), mais aussi de mieux caractériser les transcrits courts.
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