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Qu’est-ce que le RNA-seq ?
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Introduction

PCR quantitative : on étudie un seul gène à la fois par réaction
(cf présentation de Jean-José Maoret)

Puces à ADN : on étudie des centaines/milliers de gènes à la fois, 
mais tous connus => on choisit lesquels étudier
(cf présentation de Véronique Le Berre)

RNAseq : on étudie tous les gènes à la fois sans à priori

Quelques applications les plus utilisées pour l’étude de l’expression des gènes et leurs différences :
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Introduction

 Quelques définitions

 Séquençage : déterminer la succession linéaire des bases A, C, G, T de l’ADN, la lecture de
cette séquence permet d’étudier l’information biologique contenue par celle-ci

 Séquençage Nouvelle Génération (NGS, Next Generation Sequencing) : Séquençage à très
haut débit, génération d’un très grand nombre de séquences simultanément

 RNA-seq : transcriptome sequencing. Informations sur les ARN via le séquençage de l’ADN
complémentaire (cDNA)

 Re-séquencage : séquençage d’un fragment d’ADN et comparaison du résultat obtenu avec
une séquence de référence connue

 Séquencage de novo : séquençage d’un génome pour lequel il n’existe pas de séquence de
référence, détermination d’une séquence inconnue
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Pourquoi faire du RNA-seq ?

 L’accès aux séquences des ARN permet de :

 Annoter un génome

 Réaliser un catalogue de gènes exprimés

 Identifier des nouveaux gènes

 Identifier des transcrits alternatifs

 Quantifier l’expression de gènes (comparaisons entre différentes conditions expérimentales)

 Identifier des petits ARNs

 Identifier des « starts » de transcription

….
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Introduction

 Lecture single read (SR) et paired end (PE)

 PE : facilite l’alignement des séquences
sur le génome de référence et/ou
l’assemblage
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Exemples de séquenceurs NGS

Séquençage par synthèse
Longueur max: 2 x 300 pb
Débit max : >15 GB
Temps de run : 39 h

Séquençage par synthèse
1 flowcell, 8 lanes/ flow cell, Longueur : 2 x 150 pb
Débit : >700 GB/flowcell
Temps de run : 2,5 jours

Semiconductor sequencing
Longueur : 100 pb
Débit : 80 millions de séquences
Temps de run : quelques heures

Semiconductor sequencing
Longueur : 200-400 pb
Débit : 5 millions de séquences
Temps de run : quelques heures

Illumina MiSeq Illumina HiSeq3000

Ion Torrent S5 Ion Torrent PGM
PacBio RSII

Single Molcule Real Time Sequencing
Longueur : >10 kb
Débit : 70000 séquences
Temps de run : 6 h
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Présentation d’un séquenceur NGS : Illumina 
HiSeq3000

Spécifications :
 700 Gb

 Paired-end (2x150 bp) : ~600 millions de séquences/lane

1 flowcell = une lame = 8 lignes
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Worflow
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Contrôles qualité des ARN

10

 Dosage au Nanodrop

 Concentration de l’ARN en ng/µL (au moins 100 ng/µL)
 Ratio 260/280: contamination par les protéines; doit être > 1.8
 Ratio 260/230: contamination par les sels (résidus de l’extraction); doit être > 1.8

 Peut engendrer une diminution du rendement de la Rétrotanscription

 Evaluation de l’état de dégradation de l’ARN par un dosage au BioAnalyzer (Agilent)

 RIN (RNA Integrity Number) : compris entre 0 et 10 ; doit être > 8.5

 28S/18S : doit être > 1.8
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ARNs

La plupart des ARNs sont des ARN ribosomiques => 90 à 98 % des ARNs

Nécessité de les éliminer pour pouvoir étudier les ARN messagers

ARN ribosomiques
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Elimination des ARN ribosomiques

Exemples de protocoles permettant de sélectionner les ARN messagers : 

Utilisation de billes magnétiques poly-T

AAAAA
TTTTTTT

mRNA
ncRNA

ncRNA

rRNA

rRNA

Valable pour les eucaryotes, mais pas pour les 
bactéries (pas d’ARNm poly-A)
Très efficace
Sélection seulement des ARN poly-A

Utilisation de billes magnétiques permettant de 
sélectionner les ARN ribosomiques

AAAAA mRNA

ncRNA

ncRNA
rRNA

rRNA
AAAAA mRNA

Récupération des ARN messagers et des ARN 
non-codons
Moins efficace
Nécessité d’optimisation pour chaque espèce
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Exemple de préparation des librairies

1µg ARN total

Purification et fragmentation des 
ARNm

Synthèse du cDNA 
double brin

Réparation des 
extrémités

Vérification des 
librairies

Ligation des 
adaptateurs

Amplification par PCR

Adénylation des 
extrémités 3’

Kits Illumina TruSeq
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Exemple de préparation des librairies

 Purification des ARNm sur billes magnétiques poly-T (sauf pour les bactéries)

 Fragmentation chimique de l’ARN (tampon alcalin)

Echantillon 
non traité

Echantillon traité

Pourcentage d'élimination des ARNr
90% 98% 99% 99,90%

ARNr 98% 83% 50% 33% 5%
Autres 2% 17% 50% 67% 95%

Liaison billes poly-T Séparation Lavages/élution

Kits Illumina TruSeq
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Exemple de préparation des librairies

 Rétrotranscription de l’ARN en cDNA double brin

 Réparation et phosphorylation des extrémités pour avoir des bouts francs

 Adénylation en 3’
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Exemple de préparation des librairies

 Ligation des adaptateurs (contiennent l’index)

 P5 et P7: Fixation sur la flowcell
 SP 1 et 2: primers de séquençage
 Tag: index (6 bases): multiplexage par 24

 Enrichissement par PCR des fragments+adaptateurs (Primers spécifiques de P5 et P7)

 Contrôles qualités des librairies : Bioanalyser, qPCR
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Informations importantes

Important : le séquençage sera orienté => on séquence seulement le brin codant

Pourquoi est-ce important : 

Ex chez les bactéries, le génome est très dense en gènes et plusieurs gènes peuvent se 
chevaucher, il faut donc savoir quand on séquence à quel gène correspond la séquence obtenue

Identification de transcrits « reverses » impliqués dans la régulation de la traduction des ARN
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Worflow
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Génération des clusters

 cBot
 Transfert de la librairie sur la flowcell

 Amplification de la librairie : formation des clusters

 Génération de clusters : environ 5h

Librairies

Flowcell
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Génération des clusters

Design de la flowcell
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Génération des clusters

 Hybridation des librairies grâce aux adaptateurs à l’intérieur de la flowcell
 Synthèse du brin complémentaire
 Dénaturation
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Génération des clusters

 Formation d’un pont
 Synthèse du brin complémentaire
 Dénaturation
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Génération des clusters

 Formation de 750 000-850 000 clusters / mm²
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Worflow
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Principe du séquençage par synthèse

 Base calling:
 A chaque cycle, une base est incorporée
 Détection de l’émission de fluorescence

 Chaque cluster est caractérisé par une position (X ; Y)

 A chaque cycle : une couleur détectée = une base

 Base calling= correspondance entre la fluorescence et la base 
pour un cluster
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Worflow
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Analyses qualitatives des données

Images

Fichiers Bcl
Séquences/qualité

Base calling HCS/RTA

Démultiplexage

CASAVA

Séquences/qualité

FastQ Illumina filter

Affichage NG6

FastQC
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Very good quality calls

Reasonable quality

Poor quality

Analyses qualitatives des données : NG6

Q10 : 1 base sur 10 est incorrecte
Q20 : 1 base sur 100 est incorrecte
Ligne rouge : médiane (doit être > 20)
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Critères de qualité

 Critères de qualité

 Le nombre de reads produites correspondant au nombre attendu

 Pas de contamination

 Longueur des reads correcte 

 Bonne qualité, mais ce n'est pas un critère rédhibitoire 

 Bon alignement (re-séquençage avec génome de référence « propre ») : peu de 

reads non alignées
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Analyses bioinformatiques et statistiques

Attention : pour toutes les analyses RNA-seq, cette partie est la face cachée de l’iceberg

Un exemple de ce que l’on peut faire avec ces données : alignement sur un génome de référence

Comptage du nombre de reads sur 
chaque gène, normalisation, 

comparaisons et interprétation
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Analyses bioinformatiques et statistiques

 Différentes approches d'alignement des séquences:
 De novo : pas de génome de référence, transcriptome non disponible, très coûteux en

terme de calculs, résultats très variables

 Transcriptome de référence : la plupart sont incomplets

 Génome de référence : le plus utilisé, permet l'alignement de reads sur des parties
non annotées, nécessite un « spliced aligner » pour eucaryotes

→ Etude à différents niveaux : gènes, transcripts, spécificité allèlique

→ Découvertes de nouveaux transcripts, nouveaux isoformes, nouvelles
structures de gènes (fusion)

 IMPORTANT : Discuter de la question biologique et du plan expérimental avec des
Bioinformaticiens et Biostatisticiens AVANT de mettre en place l’expérience
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Pourquoi ?

Multiplexage des échantillons possible sur différentes lignes

1 2 3 4

4 librairies séquençées sur 4 
lignes, 1 librairie par ligne

1
2
3
4

1
2
3
4

1
2
3
4

1
2
3
4

4 librairies séquençées sur 4 
lignes, 4 librairies par ligne

Mêmes informations ?
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Exemples de biais connus du RNA-seq
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Préparation des librairies

 Influence de la préparation des librairies
 Synthèse du cDNA avec des randoms primers:

 la couverture du transcript n’est pas réellement aléatoire
• Spécificité de séquence de la polymérase?
• Réparation des extrémités?
• %GC ?

 Amplification par PCR
 Idée: supprimer totalement la PCR : actuellement, on réduit le nombre de cycles 
(10 cycles au lieu de 15)



http://get.genotoul.frhttp://get.genotoul.fr

Longueur du transcrit

 Influence de la longueur du transcrit:
 Nombre total de reads d’un transcrit : Exemple de calcul utilisé : RPKM (Read Per Kb per Million reads mapped)

reads alignés sur gène d’intérêt
nombre total de read alignés x longueur du transcrit (kb)

 A un même niveau d’expression, les transcrits longs auront plus de reads que les transcrits courts, donc l’expression 
différentielle des longs transcrits sera plus facilement identifiée (dépend de la profondeur de séquençage)
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Autres biais

 Couverture non aléatoire le long du transcrit

 Biais selon une spécificité de position et de séquence :

Robert et al. Genome Biology, 2011,12:R22

 Biais selon l'aligneur utilisé

 Alignement multiple de certaines reads
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Questions

 Combien de réplicats?

 Le maximum, à discuter avec les biostatisticiens….

 Combien de reads pour chaque échantillon?

 Entre 30M et 100M (dépendant de l’étude, (catalogue 

ou quantification?), et des € €)

 Quelle est la longueur idéale pour les reads?

 Plus les reads sont longs, plus l’alignement se fait facilement; 2X150 bp actuellement

 Single read ou paired-end?

 Paired end facilite l’alignement des séquences, permet de détecter plus facilement les insertions/délétions et les jonctions 
entre les exons



http://get.genotoul.frhttp://get.genotoul.fr

Questions

 Déplétion des ARN ribosomaux?

• Séquençage des ARNs poly-A : forte sensibilité et forte précision pour l’étude du profil d’expression

MAIS : Pas de vision complète du génome

• Séquençage des ARN totaux déplétés en ARN ribosomaux : visibilité des ARNs non-codants et non-polyA

MAIS : Il faut augmenter la profondeur pour avoir une bonne sensibilité de détection

 Quelle technique de séquençage utiliser?

• Actuellement, technique la mieux adaptée (et la plus utilisée) : Illumina HiSeq (profondeur et longueur des 
séquences)

• Pas besoin de réplicats techniques, mais absolument besoin de réplicats biologiques

 Séquençage orienté ou non-orienté?

• Orienté : possibilité de détecter des starts de transcription, des nouveaux gènes, le brin codant du gène…

MAIS : pas une couverture totale du transcriptome

• Non-orienté : couverture plus globale, grande efficacité

MAIS : séquençage seulement des ARN polyA+ (Kits Illumina)

 Coûts : exemple de 10 échantillons séquencés sur 1 ligne en 2x150 pb (30 millions de couples de séquences par 
échantillon) : ~4000 € soit ~400 €/échantillon
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Questions

http://www.inrp.fr/

Quelle profondeur en fonction de la taille du génome?

Pas de loi en fonction de la taille du génome, mais plutôt en fonction du nombre de gènes, et encore… 
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Iso-Seq : une autre utilisation du 
RNAseq
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Autre utilisation du RNAseq : identifier des transcrits 
alternatifs

PacBio RSII 
New : SEQUEL 

+ Séquençage molécule unique
+ Pas d’étape de PCR
+ Lectures longues (

- Beaucoup d’erreur pour l’instant (>10%)

Déjà disponible

http://www.pacificbiosciences.com
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Pacific BioSciences Iso-Seq
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Pacific BioSciences Iso-Seq
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Pacific BioSciences Iso-Seq
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Pacific BioSciences Iso-Seq
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Single Cell RNAseq
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Fluidigm C1 Single Cell RNA seq
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Fluidigm C1 Single Cell RNA seq
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10XGenomics Chromium Single Cell RNAseq

High‐diversity 
Library

Functional Oligo 
with BarcodeGel Bead Scaffold

R2P7 10X BC Poly(dT)VN
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10XGenomics Chromium Single Cell RNAseq
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Le futur?
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Oxford Nanopore

+ Séquençage molécule unique
+ Pas d’étape de PCR
+ Taille des séquences
+ Séquençage des ARN direct?

- Beaucoup d’erreur pour l’instant (>5%)

http://www.nanoporetech.com

PromethIONMinION
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Questions?
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Comparaison Microarray/RNAseq

Microarrays Séquençage

Génome de référence OUI

Pour dessiner les oligonucléotides

NON

OUI pour l’alignement

Technique Hybridation avec les sondes Accès direct à la séquence

Système de détection Lecture de la fluorescence par un scanner: 
problème de détection dans les faibles et les 

fortes intensités

Précision de la lecture à une base donc étude de 
SNP possible

Coût + ++

Reproductibilité +++ +++

Obtention des résultats Rapide

environ 4 jours

Assez long

environ 3 semaines

Quantité de données 
générées

+ +++

Outils d’analyses 
statistiques

Bien définis Encore en développement

Analyses Etude de gènes différentiellement exprimés Épissage alternatif, découverte de nouveaux 
exons, quantification de transcrits


