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A guoi sert une plateforme technologique ?

Notre role :
Mettre a disposition des équipes du MATERIEL et des
COMPETENCES

. Mettre a disposition de 'ensemble de la communauté scientifique des outils
innovants dans le domaine de I'analyse des génomes

. Acqueérir et transférer les savoirs faire et 'expertise en lien avec ces
technologies (on privilégie la formation et I'accés en autonomie des

utilisateurs)

http://get.genotoul.fr
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Comment travaille-t-on ?

équipe de recherche

iy — ——> Devis

get-plage@genotoul.fr

ADN ou ARN

AGTCGGTACGTGTCA
GTGATGCAGGTGACA
% GTCGGTACGTGTCAG

outils biologiques

I
I robots il

AGTCGGTACGTGTCAGTGATGCAGGTGACAG
TCGGTACGTGTCAGTGATGCAGGTGACAGTC

GGTACGTGTCAGTGATGCAGGTGACATGCTC  outils bio-informatiques

http://get.genotoul.fr
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Analyse du génome:

» Analyse de génotypage par NGS

» Reéalisation de Génome de novo
Analyse du méthylome par NGS

Analyse du régulome (ChlP-Seq)
Analyse de Métagénome par séquencgage
de 'ARN 16S ( Meta 16S-Seq )

ou par séquengage complet

Analyse génomique sur cellule unique

Analyse de transcriptome
» RNA-Seq ou qRT-PCR

Analyse de Méta-transcriptome

Que développe t -on comme protocoles ?
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Le Single-Cell RNAseq

CONTEXTE

Une équipe s’intéresse au microenvironnement tumoral et travaille sur des cellules A spécialisées dans le recrutement des lymphocytes et présentes dans
les tumeurs. Une forte densité de cellules A est associé a un pronostic favorable.

PROBLEME
Faible quantité de cellules A dans les tissus et I'impossibilité de les cultiver in vivo pour du RNAseq « classique » donc passage par le C1

OBJECTIF DE I'ETUDE
Analyser le transcriptome des cellules A par RNA-seq et les comparer a d’autres types cellulaires de la paroi vasculaire ( cellules C contrbles ) a I'échelle
de la cellule unique

DEVELOPPEMENT METHODOLOGIQUE SUR LA PLATEFORME
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http://get.genotoul.fr
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Projet SingleCell

Suspension cellulaire

* 5 souris
‘ « 6 ganglions/souris
« traitement collagenase/Dnase
Processus du C1 » marquage Meca79/CD45/GP38

«  Capture des cellules » tri cellulaire au CHU de Rangueil

* Microscopie
* Lyse
* Retro-transcription

* PCR Suspension cellulaire =

¥ mélange artificiel 80% de A et 20% de C

Préparation des Librairies

$

Séquencage Hiseq2500

$

Analyse des données
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Suspension cellulaire
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Processus du C1
» Capture des cellules
* Microscopie

* Lyse
* Retro-transcription
« PCR

$

Préparation des Librairies

$

Séquencage Hiseq2500

$

Analyse des données

Exemple de projet

Capture d’au maximum 96 cellules uniques

* 44 cellules unigques
* 29 sites remplis mais non exploitables ( débris, cellules doubles, amas...)
*» 23 sites vides

Discrimination entre A et C sur la base de la microscopie:
* 28 cellules supposées A( 63%)
* 16 cellules supposées C( 36%)

Conversion des ARN en cDNA grace a la chimie SMARTer® de Clontech

Quantité de matériel initiale
2> A~ 0,3 ng/ul
-> C ~ 0,1ng/ul

Choix de 12 cellules A et 10 cellules B pour la
préparation des librairies + 2 bulks artificiels

http://get.genotoul.fr fckE
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Suspension cellulaire

$

Processus du C1
» Capture des cellules
* Microscopie

* Lyse
* Retro-transcription
« PCR

$

Préparation des Librairies

$

Séquencage Hiseq2500

$

Analyse des données

Exemple de projet

Préparation des librairies avec le kit Nextera XT d’lllumina basé sur une transposase

Profils BioAnalyzer de quelques librairies :

Lib_HEVSEQ_CO03_hev Lib_HEVSEQ_C13_hev Lib_HEVSEQ_C14_hev

[FUl [FUl [FUl
150 |
150
‘L B ’”\J
s0 \_/”’ -
] ] __,/
mTTT I T TTTT TTTT TTT T T TTTT 1T TTT I T TTTT ITTT
35 150 300 500 10380  [bp] 35 150 300 500 10380 [bp] 35 150 300 500 10380  [bp]

Lib_HEVSEQ_C86_hev Lib_HEVSEQ_C74_cH Lib_HEVSEQ_C78_Ctl

[FU] [Ful [Ful
150 150
f,,**""“\ 150
100 P ‘ 100 100 o
o P i \ m
0 ,JL/ K‘JL 0 /JJ"JM\\ M/’ /J/NW L 9

ImTTT T TTTTT TITTT mTTT T TTTTT TT mTTT T TTTTTTTTT
35 150 300 500 10380 [bp]

35 150 300 500 10380 [bp] 35 150 300 500 10380 [bp]

Lib_HEVSEQ_C79_cCtl

[FU] [FUl
200
100 100
50 Y e 8 50
0 e all” \\_.W.J [N 0 ™ i Y |

mTTT T T TTTT TTTT mTTT T T TTTT 1T TT
35 150 300 500 10380  [bp] 35 150 300 500 10380 [bp]

Lib_HEVSEQ_C88_ct

- Forte hétérogénéité

http://get.genotoul.fr
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Exemple de projet

Suspension cellulaire

* Multiplexage des 24 librairies

‘ » Séquengage en 2x100 pb en mode Rapid sur 2 lanes
Processus du C1 RESULTATS
» Capture des cellules
«  Microscopie . (Elntr?t? 300 00% et éll (2)0? 000 ?e readfllane.
. Lyse ualite des reads giobalement correcte
* Retro-transcription
© [PER SR e S R bR
1 o i | ]TTTTHHHILMTTTTTTTTT
$ ¥ i WHH i
‘ » €10 (R2, Cuniey sceees acress 0 aens Cargee | Bami L9 sncoseg) )
; ) . T T JUII |l

_ : |
Séquencage Hiseq2500 e ﬁ?ﬁﬁ' “JHHHH

M .
W 7 A
N
uf ] Frelid
1 L
12 i
1
o

Analyse des données I |
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Suspension cellulaire

$

Processus du C1
» Capture des cellules
* Microscopie

* Lyse
* Retro-transcription
« PCR

$

\ 4

$

Analyse des données

Exemple de projet

» Reproductibilité des manipulations Lane1 — Lane2

% de reads
70%

60%

50%

40%

30%
20%

10%

0%

NI
&L &

&

»
%0

H % nb align spike 1

P RE PP

1 % nb align spike 1 Lane2

* Recherche des spikes dans les échantillons — vérification de la proportion

Lanel Lane2
Bulk-control C | Bulk-Cellules A | Bulk-control C | Bulk-Cellules A
nb reads flowcell 171911756| 171911756 | 162 668 032 162 668 032
nb reads echantillons 8564 120 7310220 8076 818 6 868 386
nb align spike 1 1751488 264 816 1631185 243 442
nb align spike 4 149 690 25994 137 590 23977
nb align spike 7 11 940 3707 10900 1539

http://get.genotoul.fr
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Exemple de projet

Suspension cellulaire 5% . .
70% e - 8000 000
3 I T E—
50%
Processus du C1 40% 4000000
» Capture des cellules 30%
* Microscopie 20%
o Lyse 10%
* Retro-transcription 0% ]

+ PCR

70%

- 8000000

60%

50%

1

30%

20%
10%

0%

Bulk-C  C18 C57 C62 C65 C74 C78 Cc79 C88 C89 Co4

Analyse des don nées B % nb align spike 1 Lane2 H % nb align Mus mus ® nb reads echantillons

http://get.genotoul.fr
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Exemple de projet

Suspension cellulaire Analyses par C. Klopp

e Courbe de raréfaction

~ BulkHEV_TAGGCATG TATGETCT_L001 links
BulkHEV_TAGGCATG-TATCCTCT_L042 links

Processus du C1
» Capture des cellules

€03_TAAGGCGA TABATCAC_L002 links
£10_CGTACTAG-TATCCTCT_LOO1 links:
~— C10_CGTAGTAG-TATCCTGT_LOOZ links
€13_TAAGGCGA CTCTCTAT_LOON links

* Microscopie _ SO e
* Lyse
* Retro-transcription
+ PCR

— C14_TAAGGCGA-TATCCTCT_LOD1 links
©€12_TAAGGCGA-TATECTCT _L02 links
~ C18_GGACTCCT-TAGATCGG_L001 ks
— C18_GGACTCCT-TAGATCAC, LO02 Inks
— C21_TCCTGAGC-TAGATCGC_LOO finks
— C21_TCCTGAGC TAGATCGC_L002 Inks
622_TCOTGABC-CTCTETAT_LOD1 links
— C22_TGGTGAGG-CTGTCTAT_LOOZ links:
— C28_TCCTGAGC TATCCTCT_LOO1 links
— C28_TCCTGABGTATCCTCT_LOOZ ks
— G29_TGGTGAGG-AGAGTAGA_LI0N links
C29_TCCTGAGC-AGAGTAGA_LOOZ links
— C34_CGTACTAG-TAGATCGC_LOD! links
— C34_CGTACTAG TAGATCGC_LOCR links
— C#1_CGTACTAG-CTCTCTAT_LOO1 linke:
— G41_GGTAGTAG-CTGTCTAT_LOGZ links
C57_GGACTCCT-CTCTCTAT_LOO1 links:
— C57_GGACTCCT-CTGTCTAT_L00Z links:
— C58_CGTACTAG-AGAGTAGA_LOD1 inks
— C58_CGTAGTAG-AGAGTAGA _LOTZ inks
— 082_GGAGTGGT-TATGCTGT_LOO1 inks
€52 GGACTCCT-TATCCTCT_L0aZ links:
~— 085_GGACTCCT-AGAGTAGA_LO01 inks
65_GGACTCGT-AGAGTAGA_LO02 links
C72_AGGCAGAA-TAGAT CGC_LODY links
G78_AGGGAGAA-TAGATCGC_LONZ links
C78_AGGCAGAACTCTCTAT _LOO links
G78_AGGCAGAA-CTCTGTAT_L0GR links
GT9_AGGCAGAA-TATGETCT_LOO1 links
CTS_AGGCAGAA-TATCCTCT_LOGR links
- 086_TAAGGCGA-AGAGTAGA_LOD1 Iinks
C86_TAAGGCGA-AGAGTAGA_LO0Z links
€48_AGGCAGAA-AGAGTAGA_LIO! links
088_AGGCAGAA-AGAGTAGA_L002 links
‘ 45_TAGGCATG-TAGATCAC_LOD! links
~ 099_TAGGCATG-TAGATCGC_L00Z links
C34_TAGGCATG-CTCTCTAT_LOO links
v2 ~ C94_TAGGCATG-CTCTCTAT_LOO2.links

va

- On n’atteint pas de plateau mais on s’y approche

Analyse des données

http://get.genotoul.fr
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Analyses par C. Klopp

Exemple de projet

e Corrélations entre échantillons

1007 YOVLOVDV VDODDYYL 98010

2007 LOLD0LYL0DVRLI0L 820°3H

1007 D90L¥OVL'OOVOLIOL 1Z0'IH

2007 LY101010 OWLOVIDD b¥D'3H
2007 LOLOOLYL VOODOVYL F10'3H
2007 090LYOVL OVLOVLIOT PEOIH
2007 090LYOVL YOODOVYL E0D'IH

1007 LOLO0LVL DLYODDVL AJHMNEHE

1007 L01001V¥1'D0YBLI0L 829 IH
10077 L¥101010"OYLOVIO0 #0'SH
1007 1O1O3LVL WHODOWYL #1OIH
1007 L¥IDLDLD VOODOWYL E10 3H

20071 DD0LVOVLDDVOLI0L 1203
2007 L¥LOLOL0'WOO00VYL EL0'aH

1007 093LWOVL OWLOVIDD FEYIH
10077 D90LWOVL WOADOVYL E00°IH
1007 ¥OWLOYDY DYLOVIDD 8503H

2007 YOWLOYOY OWLOVLIOT 85D°IH

2007 VOVIOVOY VOODDYYL 98010

2007 LOL20LYL DLYIDDVL AFHANGHE

1007 101001VL BYLOVIDD 0L0°3H

2007 LOLODLVL D¥IOVISD 010°3H

FHI998839993F54-9393233333393
FEEEFH FEEEREFRREEERFEFER
P ‘>I>‘O‘C\ | ‘DIQ‘C\‘QI P ‘0‘0I>‘>I>‘>I-1‘-1I-1‘-1I>‘>
gg3Egi gsggdagearanazanad
2oRE99223895343992282808388¢8
§5028a Y RREAa a0 REkeg
RREZRfffREAANERRgEsraagacy
C0GGEEA8Es R0 0 g azE
ZEnibpgoagsfazagiadziaisg
5555 EE 8855 st 55 CEEE L EEE
5883532252355 2R5883882%8858¢

g81: BRERER &%

CT.C86_TAAGGCGA.AGAGTAGA_LO01
CT.C86_TAAGGCGA.AGAGTAGA_L002
HE.C2B_TCCTGAGC.TATCCTCT_LO01 o8
HE.C28_TCCTGAGC.TATCCTCT_LO02
HE.C21_TCCTGAGC. TAGATCGC_LOO1 06
HE.C21_TCCTGAGC. TAGATCGC_L002 04

HE.C41_CGTACTAG CTCTCTAT L001
HE.C41_CGTACTAG CTCTCTAT L002
HE.C14_TAAGGCGA TATCCTCT_LO01 I'J 2
HE C14_TAAGGCGA TATCCTCT_L002
HE.C13_TAAGGCGA CTCTCTAT L001
HE.C13_TAAGGCGA CTCTCTAT L002

HE C34_OGTACTAG TAGATCGC_L001
HE.C34_CGTACTAG. TAGATCGC_L002
HE.C03_TAAGGCGA TAGATCGC LOO1
HE.C03_TAAGGCGA TAGATCGC L002
HE.C58_CGTACTAG AGAGTAGA LOD1

HE C58_CGTACTAG AGAGTAGA_LOD2
BH.BUKHEV_TAGGCATG.TATCCTCT_LO01
BH Buk HEV_TAGGCATG TATCCTCT 1002
HE.C10_CGTACTAG TATCCTCT_LO0T
HE.C10_CGTACTAG.TATCCTCT_L02
HE.C22_TCCTGAGC.CTCTCTAT La01

HE C22_TCCTGAGC CTCTCTAT L02
CT.C78_AGGCAGAA CTCTCTAT L00T

CT C76_AGGCAGAA CTCTCTAT_L002
CT.C65_GGACTCCT.AGAGTAGA_LO01
CT.085_GGACTCCT.AGAGTAGA LO02

5C Buk conirol TAGGCATG AGAGTAGA L0D1
BC.Buk.coniral_TAGGCATG AGAGTAGA_LOD2
CT.C62_GGACTCCT.TATCCTCT L001

CT 062 GGACTCCT.TATCCTET L002

T C18_GGACTCCT.TAGATCGC. L0D1

CT C18_GGACTCCT.TAGATCGC_L0D2
HE.C28_TCCTGAGC.AGAGTAGA_LODT
HE.C28_TCCTGAGC.AGAGTAGA L002
CT.C57_GGACTCCT.CTCTCTAT L001

CT 57 GGACTCCT CTCTCTAT L002
CT.C74_ AGGCAGAATAGATCGC_LODT
CT.C74_ AGGCAGAATAGATCGC LO02
CT.C79_AGGCAGAA TATCCTCT L00T

CT C79_AGGCAGAA TATCGTCT_L002
CT.034_TAGGCATG,CTCTCTAT_LO02
CT.C89_TAGGCATG.TAGATCGC. L002
CT.094_TAGGCATG,CTCTCTAT La01

CT 39 TAGGCATG. TAGATOGC L00i
CT.C88_AGGCAGAA AGAGTAGA LODT

CT C86_AGGCAGAA AGAGTAGA_LOD2

http://get.genotoul.fr
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Exemple de projet

Suspension cellulaire Analyses par C. Klopp
‘ e Exemple de ce qui est obtenu habituellement en RNAseq
Processus du C1 N

» Capture des cellules
* Microscopie

* Lyse
* Retro-transcription
« PCR

1
Préparaton des Liriies
1
Stauencage Hseq2s00
1

Analyse des données

http://get.genotoul.fr
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How deep is enough in single-cell RNA-seq?

Aaron M Streets & Yanyi Huang

Guidelines for determining sequencing depth facilitate transcriptome profiling of single cells in
heterogeneous populations.

a Sequencing depth

Conclusion
e Si cellules avec variations d’expession de génes importantes
* alors ultra low sequencing ( <10 000 reads) suffisant
Blood cells
‘%Q g Newborn Radial glia e Cellules neuronales a différents stades de développement : 50 000
A ¥ 5 A}
o g neurons ,,:_Q} reads
Epidermal cells  ~F Y ‘ 'ﬂ‘.'{:g
Neural cells ™~~~ ___ _ Maturing neurons

Genes (L)

b
- (M- -
[ —

Expression level

c PC3
(o] o % OOQ; 6@9
0L %o
Ro o
PC2 : 1 e®
PC1 /

10° reads

http://get.genotoul.fr




