
L’ère NGS…. 

https://ngstc.iutms.umontpellier.fr/formations/m2bs/TP-
rnaseq/



NGS et Transcriptomics

 Introduction: l’ére NGS et état des lieux, principaux 
séquenceurs (vu en intro)

 Les enjeux de l’analyse, qqls applications en diagnostic 
(ADN/ARN)

 Transcriptome et RNAseq, les questions biologiques

Les différentes stratégies d’analyse 

Le mapping, exemple et limites

Annotations génomiques, transcriptome de référence

Comment passer à l’échelle 



NGS: une nouvelle ère
• Coût  (qqls milliers d’euros)

• Temps (Un génome humain en quelques jours)

• Puissance (Milliards bases en quelques heures)



1-Explosion des séquenceurs NGS 



2-Explosion des applications -Seq



3-Explosion des grands programmes de séquençage

IGSR and the 1000 Genomes 
Project



3-Explosion des grands programmes de séquençage



4-Explosion des données publiques

Top20 des données RNA-seq dans 
SRA par espéces
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4-Explosion des données publiques



Transcriptome and RNAseq 

 Public datasets in SRA  

TGCA | 10696 GTEX | 8555 ENCODE | 657 GEUVADIS | 465 



https://omictools.com/

5-Profusion d’Outils Bioinformatiques 



https://omictools.com/whole-exome-sequencing-category



Quelques enjeux de l’analyse des 
données 



DIAPO/ASFL



Genome et Transcriptome / Whole DNAseq and RNAseq  
Les points communs de l’analyse 
Les spécificités  

Les champs d’application exemples en diagnostic humain
Quelques limitations



Principales Applications en diagnostic 
moléculaire

ADN (Panel de gènes ciblés, Exomes, Whole genome ...)
Mutations (Substitutions, Indels, Tandem repeats..)
Anomalies chromosomiques (translocations, Inversions, gènes de fusion)
Variants structuraux à large échelle (CNV)
ADN circulant
 
ARN (RNA-seq)
Expression des gènes codants 
Long non-codingRNA (lncRNA), microRNA (miRNA), ARN circulaires 
(circRNA)...
Variants d‘épissage …
ARN de fusion…
Indels, mutations……

ADN&Epigenome, Méthylation, Hi-C (prochaine étape)
Métagenomique (Microbiologie, Virologie, Microbiome..)



DNA-RNA-Applications

 Panel

ADN/ARN

 Exome
 RNAseq

 Whole 
genome

 50-500Mo
 labTop

 1-4Go
 server

 40-400Go
 server/

cloud





A simple  method

Transcriptome and RNAseq 



The Real Transcriptome
is combinatorial
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Translating RNA sequencing into clinical diagnostics: opportunities and challenges
Byron et al. 2016 



.RNAseq analysis (nat genetics)



Transcriptome and RNA-seq 

A complex analysis





De nombreux softwares :

Comment choisir le meilleur et le plus approprié à une question 
biologique donnée? 

Du principe algorithmique à la biologie (et inversément)

Exemple de mapping, limites.. 

 

Enjeux de l’analyse



RNA-seq and genome mapping 



L’étape de mapping n’est pas toujours simple….. 



nature biotechnology volume 27 number 5 may 2009, Trapnell



Technology dictates algorithms: 
recent developments in read alignment
Alser et al. Genome Biology (2021) 
22:249



Nuno A. Fonseca  Johan Rung  Alvis Brazma  John C. Marioni, Tools for mapping high-throughput 
sequencing data. Bioinformatics (2012) 28 (24): 3169-3177.

problème = # logiciels   x   # paramètres   x   # d’applications



  Exemple de problèmes bioinformatiques: 1.le mapping



Inputs 
RNA-seq: collection de millions de reads (~100 bp)

 

« Etapes de Mapping complexes »

 Reference genome:  3x109 pb (genome humain) 



CRAC: an approach to classify reads 

Based on the Gk arrays  structure to index large sets of reads

For each read
 k factors and their 
genomic mapping

Mapping  information 
used for SNP

Error and splice…

Based on a k-mer approach 

Length of k ~22 nt for th human genome 

CRAC: an integrated approach for RNA-
seq analysis











RNA-seq and genome mapping 



Trouver des  évenements rares 



Trouver des  évenements rares (ARNde fusion)

1/ trouver des séquences rares et spécifiques dans une 
collection de read  (10 /30. 10 6)

2/  Distinguer les différents évenements 
biologiques et les différencier des artefacts  
     

10 reads/ 

30 millions



Translocation
New translocation
Variant of  well-defined 
translocation

Read-through
 Tumor and 
non-tumor specific

The chimeric transcriptome in AML

Inversion
Known Inversion

Tandem repeat
 Inverted & direct

New classes 2,3, 4
Trans-splicing ?
CNV ?
Other

 New Chimeric RNA in all classes
17 biological Validations 



Treatment 
resistance 
Targeting  therapy 

 La solution : une combination de Biomarqueurs 
(Mutations,  Fusion genes,  Gene expression, Splicing events, 

lncRNA, miRNA)

primitive tumor

Residual disease Relapse

Clonal expansion

Diagnosis

Biomarqueurs et médecine de précision 
Diagnostic, suivi du patient en cancerologie

Patients classification
Therapeutical proposal

Disease follow-up 
Heterogeneity 

Tumor status change



Transcriptome and RNA-seq 

Transcriptome mapping for DGE 



Differentiel gene expression (DGE) ...Application la plus fréquente... 



NGS et Transcriptomics
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