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Quelle est la question ? (analyse différentielle)
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Condition A Condition B

Molécules d’ARNm

associées à un gène donné

  

Q1

  

Q2

➢ Tous les gènes sont étudiés successivement
(répétition de la question plusieurs dizaines de milliers de fois)

Transcriptome Transcriptome

  

Q1¹Q2?

Expression différentielle ?

Gène différentiellement exprimé



Les données analysées
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R1 R2 R3 R1 R2 R3

Condition A Condition B

Source des données : Yang et al., Mol Cell Biol (2016) 

➢Table de comptages (counts) :



Problématique de normalisation (1/2)
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➢ Le nombre de sequences (reads) depend de la longueur des transcrits …

Transcrit du gène A

Transcrit du gène B

8 reads 

associés

4 reads 

associés
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Somme 1 Somme 2

* La somme des comptages (counts) par expérience est souvent nommé library size dans les articles.

Problématique de normalisation (2/2)

➢ Le nombre de sequences (reads) dépend de la somme totale* (par colonne) …

(si par exemple Somme 1 = 40 000 et 

Somme 2 = 30 000 )

Biais systématique ?

Table de comptage normalisée



Quantifier l’expression différentielle
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𝑅 =
𝑄𝐴

𝑄𝐵
=

𝑉𝑎𝑙𝑒𝑢𝑟(𝑠) 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑡𝑎𝑔𝑒 𝐶𝑜𝑛𝑑𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 𝐴

𝑉𝑎𝑙𝑒𝑢𝑟(𝑠) 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑡𝑎𝑔𝑒 𝐶𝑜𝑛𝑑𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 𝐵

𝐹𝐶 = ቐ
𝑅 𝑠𝑖 𝑅 ≥ 1

−1

𝑅
𝑠𝑖 𝑅 < 1

𝑙𝑜𝑔𝐹𝐶 = 𝑙𝑜𝑔2 𝑅 = 𝑙𝑜𝑔2 𝑄𝐴 − 𝑙𝑜𝑔2(𝑄𝐵)

➢Ratio

➢Fold Change

➢ Log fold change



Interprétation du logFC (taille d’effet)
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Logarithme

  

logFCg > 0 ÛQ1g >Q2g

“Up-regulated gene”

  

logFCg < 0 ÛQ1g <Q2g

“Down-regulated gene”

➢ Les valeurs du logFC peuvent être positives et negatives. L’utilisation de la base 2

permet de traduire un doublement par une unité de variation (+/-).

Notion de taille d’effet

https://fr.wikipedia.org/wiki/Logarithme


Utiliser la taille d’effet
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# 
de

 g
èn

es
Up-regulated 

genes (triés)

Down-regulated 

genes (triés)

logFC
Source des données : Yang et al., Mol Cell Biol (2016) 

Liste de gènes, candidats pour 

être différentiellement exprimés



Tenir compte de la reproductibilité 
(dispersion)
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logFCG1 =
1

3
0.5+ 2.5+ 6( ) = 3

logFCG2 =
1

3
3+ 2.8 + 3.2( ) = 3

Gène 1:

Gène 2:+ + + +

Meilleure cohérence entre les observations

➢ Dans la pratique, les expériences sont répétées. La taille d’effet mesurée est fondée

sur plusieurs observations.

Notion de dispersion



Quantifier la dispersion*
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Var X( ) =
1

n -1
xi -m( )

2

å

  

SD = Var X( )

logFC Variance SD

Gène 1 3 7.75 2.78

Gène 2 3 0.04 0.20

➢ Exemple :

* Mais aussi le coefficient de variation biologique, l’erreur standard, etc.

➢ Variance (estimateur) ➢ Ecart type



Combiner taille d’effet et dispersion
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Ta
ill

e 
d’

ef
fe

t(
lo

gF
C

)

Dispersion (SD)

1

2

Liste de gènes, candidats pour 

être différentiellement exprimés

Source des données : Yang et al., Mol Cell Biol (2016) 



Statistique de Student
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tg =
logFCg
SDg

n

Valeur T

➢ Taille d’effet, dispersion, nombre 

d’observations :

?

Up-regulated 

genes (triés)

Down-regulated 

genes (triés)

# 
de

 g
èn

es



… malheureusement non !
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Source des données : Yang et al., Mol Cell Biol (2016) 

Valeur T

logFC

Importance trop grande donnée au 

paramètre de dispersion (n = 3)

➢ Estimer correctement la variabilité associée 

aux observations de comptage d’un gène est 

un défi statistique.

?



Tenir compte du nombre de 
séquences alignées (force d’expression)
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➢ Une même taille d’effet peut être obtenues

avec des données de comptages différentes.

logFCG1 = log2(8000 /1000) = 3

logFCG2 = log2(8 /1) = 3

Gene 1:

Gene 2:

La notion de “force d’expression” est intéressante à prendre en compte pour établir une

liste de gène candidats, avec une meilleure fiabilité.

Variations aléatoires ?

* Cette information est nommée expression strength dans les articles statistiques.



Bilan
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http://www.rnajournal.org/cgi/doi/10.1261/rna.053959.115

DESeq et DESeq2

edgeR

LIMMA

➢ L’analyse différentielle est un problème difficile qui nécessite l’utilisation de 

méthodologies d’analyses adaptées.

Taille d’effet

Dispersion

Force 

expression

http://www.rnajournal.org/cgi/doi/10.1261/rna.053959.115


Ressource(s) complémentaire(s)

• Commentaires enregistrés du cours (16 minutes) : 
• Lien Youtube : https://youtu.be/eztUy86I4ds 
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https://youtu.be/eztUy86I4ds
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