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Carmen Bedia,

Chapter Two - Experimental Approaches in Omic Science
Editor(s): Joaquim Jaumot, Carmen Bedia, Roma Tauler,
Comprehensive Analytical Chemistry,
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Un systeme complexe

Un systeme complexe est
constitué de nombreuses entitées
dont les interactions produisent un
comportement global qui ne peut
étre facilement expliqué a partir
des seules proprietés individuelles
des constituants.
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« B. Intégration des données transcriptomiques (blanc) et
iertabolomiques (rose) chez l'eucalyptus (Favreauw, in prep).
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Génomes séguences
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Alice Maria Giani, Guido Roberto Gallo, Luca Gianfranceschi, Giulio Formenti,

Long walk to genomics: History and current approaches to genome sequencing and assembly,
Computational and Structural Biotechnology Journal, Volume 18, 2020,
https://doi.org/10.1016/j.csbj.2019.11.002.

Fig. 1. Milestones in genome assembly. Timeline illustrating many of the major

genome assembly achievements ranging from the beginning of the sequencing

era to the large-scale genome projects currently ongoing. Each genome or

genome project (GP) is placed under a color-coded background according to the

sequencing approach adopted. Light red: early sequencing methods, Yellow:

Sanger-based shotgun sequencing, Green: NGS, Light blue: TGS.



Colt du séguencage
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Na%%Y 0.0 Figure 1. The cost to sequence one million bases of a specified quality (i.e. a
minimum Phred score of Q , for Sanger sequencing and an equivalent of Q , or
higher accuracy for NGS data) according to the National Human Genome
Research Institute (NHGRI).?? The cost of sequencing only made its rapid
reduction in price from 2008 onwards.

National Human Genome
Research Institute
4 ¢

genome.gov/sequencingcosts

AN ®

X0

Lo [y

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

A Practical Handbook of Next Generation Sequencing and Its Applications
https://doi.org/10.1142/10159 | September 2017
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Quelgues définitions

e llfautun génome de référence pour comparer nos séquences (reads) :

o base de données numeérique de séquences d'acides nucleiques, assemblée par des scientifiqgues
comme exemple représentatif de I'ensemble des genes d'un organisme individuel idéalisé d'une

espece

o nereprésente pas précisément I'ensemble des genes d'un seul organisme individuel

o chaque population (ensemble d’individus partageant un ensemble de caracteres communs)

isolée est caractérisée par un genome spécifique ~_
Set of reads \
s s . . I
séguence deduite de paires de bases i_—: Reference genome
correspondant a tout ou partie d'un seul T
I M .
fragment d'ADN apPPing
I BN I— I
—— L —
| | E— | E—
Exemple, génome de reférence de Mycobacterium tuberculosis :
H37Rv (souche de tuberculose la plus étudiée dans les GATCAGCAACGTACCGCCAGATACCGGGAACATACCATACGA
.
laboratoires de recherche) R | 1/\CCAGATAGG | Ik

https://training.galaxyproject.org/training-material/topics/sequence-analysis/tutorials/mapping/tutorial. html

Read2



https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-genome-154/

Quelgques définitions....

o Variant : Variation dans une séquence nucleotidigue en comparaison
avec une sequence de référence

o SNV : Single Nucleotide Variant
o INDEL : INsertion ou DELetion d’'une ou plusieurs bases

o MNV (Multi-Nucleotide Variant) : plusieurs SNVs et/ou INDELS

dans un bloc

GG G \AC GG GTA/ AA GG IGL;}
GGCCAIGTA/ GG (-G] \ACGGCCAGLT|TAA
SNV DELetion INsertion

Adapté F. morel



Quelgques définitions....

Mutation : variation dans la séquence d’ADN (SNV, indel)
o fréquence <1% dans une population
o effet : gain de fonction ou perte de fonction
o phénomene rare

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) :

variant partagé dans la population (> 1%)
Les SNP sont en fait des SNV dont la fréquence dans la population est élevée

a DO N /




Nat Rev Microbiol. 2017 Dec;13(12):787-94

Les différentes technologies

NGS

The First Revolution
Whole-genome shotgun

Strand to be sequenced

200926092002 %00%%

Shotgun l

Assembly

ACGATCGATCGTCCATGCTAACACTCTGGCGTACTCTCGGGTC
Genomic sequence

Sanger shotgun sequencing

* Sequencing by synthesis

¢ Amplified templates generated in vivo

* Requires onerous colony picking and plasmid
preparation

For example, ABI capillary sequencer (ABI)

The Second Revolution
High-throughput sequencing

454 sequencing

* Sequencing by synthesis

* Amplified templates generated in vitro

* High accuracy outside homopolymers
but short read lengths

For example, 454 GS FLX+ (Roche)

Illumina sequencing

* Sequencing by synthesis

* Amplified templates generated in vitro
* High accuracy but short read lengths

For example, MiSeq (Illumina)

The Third Revolution
Single-molecule sequencing

Pac Bio SMRT sequencing

¢ Sequencing by synthesis

¢ Single-molecule templates

* Low accuracy but long read lengths

For example, PacBio RS
(Pacific Biosciences)

PRIy, vyt

Oxford Nanopore sequencing

* Nanopore sequencing

* Single-molecule templates

* Low accuracy but long read lengths

For example, MinlON
(Oxford Nanopore)




Les différentes technologies
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Methode sanger

ADN inconnu, a séquencer

3 -

— T »I‘

synthese du brin d ADN complementaire
amorce complementaire At
" 1B .
d'une parthe de |a

stqQuence connua

15-25 ni

Preparer 4 solutions :

o le fragment qui doit étre ségquence

e AmMmorce

e les4 dNTP's (dCTP, dATP, dGTP, dTTP)
o |'ADN polymeérase

https://facmed.univ-rennes1 friwkf//stock/RENNES20080328110058v davidSEquenca ge.pdf



NGS versus PCR ciblée

NGS

PCR ciblée




Methode sanger

OCH, O Base

H H
H H
H L + ddGTP 4 ddATP + ddTTP + ddCTP (ddXTP << dXTP)
Dideoxynucleotide (ddNTP) ﬁ —
OCHz 0 Base | |
H H II'L_.HIII
H H http://wwwarpe.snv.jussieu.fr/coursvt/images_10/sangerprinc.gif
OH H

Deoxynucleotide (dNTP)

4 solutions a préparer
o Dans chaque tube, on met de petites quantités d'un ddNTP fluorescent ou radioactif
e L’incorporation aléatoire d'un ddNTP stoppe la synthése
e On obtient donc a la fin des réactions un ensemble de brins d'ADN de tailles variées, selon I'endroit
ou un ddNTP se sera inséré.

https://brainbrooder.com/lesson/476/17-3-1-strategies-used-in-sequencing-projects



Methode sanger

Autoradiogramme apres traitement chimique des fragments
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Séquence: 5’ -AACTAGGCTTTAGC-3"

Technique de Maxam-Gilber
https://doi.org/10.1016/j.immbio.2008.07.016



https://doi.org/10.1016/j.immbio.2008.07.016

lllumina sequencing

. Attach adapters
; — Select size —
Genomic DNA Shear — = = DNA == — to both ends

N~ 2hear, ————
RIX= =

) Library preparati - i
(a) Library preparation +—__ collection de fragments d'ADN qui ont

éte préparés pour le séquencage
(E

reverse
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forward
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(b) Cluster generation

Read : une séquence unique

] , @Y A
produite par un séquenceur t .‘ c .
B, T & Flow Cell : une puce sur laquelle I'ADN
G G
¢ DY

(c) Sequencing by synthesis

A Practical Handbook of Next Generation Sequencing and Its Applications
https://doi.org/10.1142/10159 | September 2017
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http://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8

Minion seguencing

Nanopore protéique couplé a une
exonucléase

Application d'un champ électrique
Exonucléase détache
successivement les bases
Variation d’impédance selon A, C, : .
GouT § | Bata FOR ALUBTRATIE SRS O



http://www.youtube.com/watch?v=E9-Rm5AoZGw

Workflow d’'analyse

The challenges of big data

Elaine R. Mardis

Disease Models & Mechanisms 2016 9: 483-485; doi: 10.1242/dmm.025585



Workflow d’'analyse
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Extraction des variants :
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FASTQ synthax

Le format FASTQ (FASTA + mesure de qualiteé) est composé de 4 sections :

il utilise le symbole @. Il est suivi d'un ID et d'autres textes optionnels

La deuxieme section contient la seéquence mesurée (typiguement sur une seule ligne)
La troisieme section est marquee par le signe +

La derniére ligne code les valeurs de qualité

LN

@ERROO0589.41 EAS139_45:5:1:2:111/1
CTTTCCTCCCTGCTTTCCTGGCCCCACCATTTCCAGGGAACATCTTGTCAT
+

3IIIIIIIIIIIII>1IIIIFFOBGOBEOOI%IG+&? (4)%00646.C1l#&(
@ERROO0589.42 EAS139_45:5:1:2:1293/1
AGTTGTTAAAATCCAAGCCAATTAAGATAGTCTTATCTTTTTAAAAGAAAT
+
ITIIIGII.AIIII=?I9G-/II=+I=47761BA2C9I+5A711+&>1%$/1I

00 1O O W Q0N =

Abuin Mosquera, José & Pichel, Juan & Pena, Tomas & Amigo, Jorge. (2016). SparkBWA: Speeding up the alignment of high-Throughput DNA sequencing
data. PLOS ONE. 11. e0155461. 10.1371/journal.pone.0155461.



FASTQ synthax

S88558558555558555585855858555080555558558 . creresverorsnrrnvrerssssrssvnsrrrrrrrrorsrnsrerrnnner
PP $ $ 0 6 0 9 8.0 4.0 48 0.0 000000000000 0.6.06.0.0.5.0.4. 066069646 0 U
............................... IIITIIIIIIIITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIITIIIIII . veevncencsononunnonsnnse

OE R E R E R e @R R E R E EE R R R R e R R R R e e E E R R R R E R R R R R R R R W

33 59 64 73 104 126
Qevennsossssnsssssssnsnss 2Besedlecensns 40
i 0 i o | i A ) G ) v 40
S - Sanger Phred+33, raw reads typically (0, 40)
X - Solexa Solexa+64, raw reads typically (-5, 40)
I - Illumina 1.3+ Phred+64, raw reads typically (0, 40)
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L - Illumina 1.8+ Phred+33, raw reads typically (0, 41)

e Quality scores are typically represented using a Phred scoring scheme, where a read quality value = —10 * log10 (error probability)
e For example,

o Quality = 10 => error rate = 10% => base call has 90% confidence

o Quality = 20 => error rate = 1% => base call has 99% confidence

o Quality = 30 => error rate = 0.1% => base call has 99.9% confidence
e See = Phred quality score for more details.

http://barcwiki.wi.mit.edu/wiki/SOPs/qc_shortReads
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Quality control/ FastQC report

@FastQC Report

Summary

D Basic statistics @Per base sequence quality

Quality scores across all bases (lllumina 1.5 encoding) Q

Q= -10 log,g P o) P =10T0

@Per base sequence quality

34
Per tile sequence quality
@ 52 IIIIIIIIIIIIIIIII
@Per sequence quality scores 30 :[l Ll
Per b tent AT T HHH - - :
CIDa58 SEQUENCe Comen - l L[ Phred Quality | Probability of incorrect Base call
Per sequence GC content 26 i I Score base call accuracy
I
@F‘er base N content “ BRI q L 10 1in10 90%
L ] 4T =]
@S_eq uence Length Distribution 2(2) L B L 20 1in 100 09%
Sequence Duplication Levels 18 1 -
30 1in 1000 99.9%
QOverrepresented sequences 16
4 L L 40 1in 10,000 99.99%
@@pter Content 14 || ,
H T 50 1in 100,000 99.999%
10
8 60 1in 1,000,000 99.9999%
6 :|:
4
2 LILLEITTTITE L LA

123456782910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Position in read (bp)

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/bad_sequence_fastgc.html



Quality control/ Trimming

Error correction depends on application...

Ex. 1 SNP calling:

Phred 30: 0.1% P error

Quality-based trimming

]Fastx
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/download.html

Trimmomatic
http://www.usadellab.org/cms/?page=timmomatic
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Fostion in read (D)
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Mapping

[Virgil and the Muses, Bardo Museum, Tunis]

Génome assemblé

Luca Bianco, FEM Institute Fichiers SAM (Sequence Alignment/Map)/ Fichier BAM



Mapping

Set of reads

Reference genome

Mapping
| |

s [ i
[

GATCAGCAACGTACCGCCAGATACCGGGAACATACCATACGA

| . P11 1 “““‘ el . . . T I |

TAAGCGACGTA GGGCCAACTAC

Readl TTACCAGATAGG I T [k
Read2




Mapping/ Profondeur et couverture

I READS ALIGNES ~ e I

ENTRE EVX I E—
. (oNTI4S
GTP
< - -
S(AFFoLp
] I [ ] ] ‘
— — S — :
v
— ——— nombre de lecture de
READS ALIGNES - — PRoFONDEVR chaque base, exprimée
P en X
Y
"*----------------------------------*
RE(OVVREMENT

zone couverte par au moins une lecture, exprimeée en %

Le séquencage de nouvelle génération // Sacha Schutz // bioinformatigue génétigue médecine (dridk.me)



https://dridk.me/ngs.html
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SNVs, INDELS



Questions

Détection automatisée des variants (SNVs, Indels) a partir d’un fichier contenant des
données de séquencage alignées (BAM)

( ##fileformat=V(CFv4.0 = Mandatory header lines
##fileDate=20100707
##source=VCFtools
##reference=NCBI36 Optional header lines (meta-data
@ | ##INFO=<ID=AA, Number=1,Type=String,Description="Ancestral Alle about the annotations In the VCF body)
° ##INFO=<ID=H2 ,Number=0, Type=Flag,Description="HapMap2 member
3 { ##FORMAT=<ID=GT,Number=1, Type=String,Description="Genotype,
o= ##FORMAT=<ID=GQ,Number=1, Type=Integer,Description="Genotyfe Quality (phred score)">
b ##FORMAT=<ID=GL ,Number=3, Type=Float,Description="Likeljfoods for RR,RA,AA genotypes (R=ref,A=alt)">
> ##FORMAT=<ID=DP,Number=1, Type=Integer,Description="Re#&d Depth">
##ALT=<ID=DEL ,Description="Deletion">
##INFO=<ID=SVTYPE,Number=1, Type=String,Descriptigs="Type of structural variant">
##INFO=<ID=END,Number=1, Type=Integer,Description="End position of the variant"> 2
\ #CHROM POS ID REF ALY QUAL FILTER INFO FORMAT  SAMPLE1 SAMP Raforanos ataten (7 =)
o s | : Bt ACG_ A,AT : PASS : GT:DP 1/2:13 0/0:29
g {1 2 rsl T.CT PASS H2;AA=T GT:GQ 0/1:100 2/2J0
o 1 R A G A ASS - GT:GQ 1/0:77 1/1:9
1 100 <DEL> P SVTYPE=DEL;;END=300 GT:GQ:DP 1/1:12:3 0/6:20 Alternate alleles (GT>0 is
ok A an index to the ALT column)
er even
Relstion SNP Insertion

résultats dans fichier « VCF » = Variant Calling File



En vrai, les microbes n'ont ni yeux, ni nez, ni bouche, ni oreilles! [Jérémeuh - RTS Découverte]

https:/

Application/ Métagenomigque

Echantillons
* Cliniques (salives, expectorations pulmonaires, selles)
* Environnementaux (eau, sol, air)

Métagénomique par amplification  Métagénomique par séquencage
de génes conservés direct de '’ADN extrait de
* |6S rRNA: séquence partielle ou I’échantillon
compléte du géne
* rpoB:séquence partielle du géne

l

Séquencage par les nouvelles technologies de séquencage

Certaines bactéries sont non
cultivables

a haut débit (NTS)
Analyse ciblée sur un seul Analyse de I'ensemble des génes
géne conservé séquencés

* Etude de la biodiversité uniquement  * Etude de la biodiversité (bactéries,
des bactéries virus, Archeae)

* Plus spécifique et plus sensible que * |dentification des génes séquencés
la métagénomique directe (ORFing)

» Abondance: quantification de la * Annotation: assignation de fonction
proportion des bactéries aux génes identifiés

Rev Med Suisse 2014; volume 10. 2155-2161



Application/Phylogénie (ANI)

Exemple : complexe Enterobacter cloacae

Type Strains
* Type

‘ Proxy

Taxonomy

— | Hoffmann Cluster

[ ] asburiae
[ bugandensis

[l cancerogenus
B cloacae complex clade K

3

. cloacae complex clade L
[] cloacae complex clade N
__ cloacae complex clade O
: cloacae complex clade P

B cicacae complex clade S

- »w VO Z r X Cc @A < clade

- cloacae complex clade T
B cloacze

-:_‘_: cloacae subsp. cloacae G X
<] cloacae subsp. dissolvens H X
. hormaechei

< he hei subsp. hofft

<] hormaechei subsp. hormaechei

<@ hormaechei subsp. oharae

Vil
Vi
Vil
vi
1

-q hormaechei subsp. steigerwalii
-] hormaechei subsp. xiangfangensis
Bl kobei
B udwigii
B mori
. roggenkampii

Sutton et al., F1000Rese3rch, 2018

outliers

<z TNM-prwomOo

Diversité genomique
au moins 7 especes d'intérét clinique




Application/Resistome

Wild type Mutation Total #
Drugs  pDST (n) (n) isolates  Sensitivity % (CI) specificity % (CI) PPV % (CI) NPV % (CI)
RIF Susceptible 1072 0 1072 100 100 100 100
Resistant 0 31 31 (88.78-100) (99.66-100)
INH Susceptible 966 12 978 03 98.8 90.7 99.2
Resistant 8 117 125 (87.78-97.2) (97.93-99.79) (84.72-94.49) (98.45-99.59)
PZA Susceptible 1076 6 1082 85.71 98.8 75 99.72
Resistant 3 I8 21 (63.66-96.95) (97.93-99.38) (57.0-87.16) (99.2-99.9)
EMB _ Susceptbe 1082 3 1085 100 99.72 8571 100
Resistant 0 18 18 (81.47-100) (99.19-99.14) (65.9-94.89)

Connie Lam, Elena Martinez, Taryn Crighton, Catriona Furlong, Ellen Donnan, Ben J. Marais, Vitali Sintchenko,Value of routine whole genome sequencing for

Mycobacterium tuberculosis drug resistance detection,International Journal of Infectious Diseases,

2021, https://doi.org/10.1016/j.ijid.2021.0



Conclusion NGS

NGS = nombreux axes de recherches

Methode puissante (étude epidémiologique, resitome, phylogénie...)
Nécessite |'utilisation de la biologie intégrative (systeme complexe)
Attention a la reproductibilité des analyses bioinformatiques



Mercl !



