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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
三角に隠れている場合あり
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Experts estimate there are 200 million �to 400 million of these samples worldwide
Many consist of rare tumor and matched �normal tissue and some are very �well annotated
Low quality of recovered DNA, RNA are �rate-limiting for many forms of analysis
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Illumina’s TruSeq RNA chemistry offers the clearest, most complete view of the transcriptome.  
-highest coverage uniformity
-precise measurement of differential expression
-high dynamic range
-power to discover novel transcripts, coding variant and fusions
-precise strand information
Illumina offers solutions for sequencing coding RNA  or coding + noncoding RNA from a total RNA sample. Both applications utilize the same core chemistry that includes RNA fragmentation, 1st and 2nd strand cDNA generation and adapter ligation. 
-Note that TruSeq RNA chemistry purposely fragments intact RNA to increase coverage uniformity. so Illumina sequencers have no problem sequencing fragmented RNA. 
The issue is, if you want to sequence only the mRNA, poly-A capture won’t work in degraded samples. You will only recover 3’ fragments of the mRNA.
Ribosomal reduction works with degraded samples, but because it’s not selecting for the coding regions, you will produce libraries that include both coding and noncoding transcripts, in various states of splicing (meaning introns will be present).
Because these libraries are very complex, it will require quite a bit of sequencing to cover them with sufficient depth.  
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Illumina’s TruSeq RNA chemistry offers the clearest, most complete view of the transcriptome.  
-highest coverage uniformity
-precise measurement of differential expression
-high dynamic range
-power to discover novel transcripts, coding variant and fusions
-precise strand information
Illumina offers solutions for sequencing coding RNA  or coding + noncoding RNA from a total RNA sample. Both applications utilize the same core chemistry that includes RNA fragmentation, 1st and 2nd strand cDNA generation and adapter ligation. 
-Note that TruSeq RNA chemistry purposely fragments intact RNA to increase coverage uniformity. so Illumina sequencers have no problem sequencing fragmented RNA. 
The issue is, if you want to sequence only the mRNA, poly-A capture won’t work in degraded samples. You will only recover 3’ fragments of the mRNA.
Ribosomal reduction works with degraded samples, but because it’s not selecting for the coding regions, you will produce libraries that include both coding and noncoding transcripts, in various states of splicing (meaning introns will be present).
Because these libraries are very complex, it will require quite a bit of sequencing to cover them with sufficient depth.  
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
濃縮用プローブリスト
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_nextera/nexterarapidcapture/nexterarapidcapture_exome_targetedregions_v1.2.txt
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Figure 2: RNA Quality from FFPE Samples
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RMNA isolated from FFPE samples was examined using an Agilent
Bioanalyzer. RNA Integrity Numbers (RINs)® were calculated from the
Bioanalyzer traces.

Figure 3: RIN versus DV, and Library Yield
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Not all FFPE samples are created equal. In fact, they are ALL different. No assay works reliably on all FFPE samples. Some are just to degraded to get any useful information from. This is why a reliable QC metric is critical to avoid wasting time and money. 
Agilent’s Bioanalyzer uses a metric called RIN (RNA Integrity Number) to indicate RNA quality. However, this metric is nearly useless for degraded samples. You can see that all of the degraded samples (left panel) have essentially the same RIN value (around 2-3). However, they perform very differently in our assay (right panel).  

http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
So we developed a new metric for QC of degraded RNA samples for use with RNA Sequencing. It’s based on the distribution of fragment sizes in the sample. We call it DV200 (distribution value-200). It’s simply the percentage of RNA fragments above 200 nt. It’s easily calculated from an Agilent Bioanalyzer or AATI Fragment Analyzer trace. In fact AATI, has incorporated this metric into their software so DV200 is automatically calculated. We first introduced this metric with TREx, where we found it also reliable predicted performance of that assay. 
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
濃縮用プローブリスト
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_nextera/nexterarapidcapture/nexterarapidcapture_exome_targetedregions_v1.2.txt
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Identification of a Novel PARPI4-TFE3 Gene Fusion
from 10-Year-Old FFPE Tissue by RNA-Seq

Weihua Huanq.I Michael Goldfischer” Sabina Bahyaeva.' Yong Mao,” Konstantin "h'cnl'_fansI-c'_||"_||'.:'I MNevenka Dimitrova,’
John T. Fallon,' and Minghao Zhong'*

'Depar tmentof Pathology, New York Medical College Westchester Medical Center, Valhalla, MY RNA-Seq
’Department of Pathology, Hackersack University Medical Center, Hackensack, M) . i
3Clinical Informatics Solutions and Services (CISS), Philips Research Morth America, Briarchf Manor, NY After xylenc deparaffinization, total RNA was

extracted using the AllPrep DNA/RNA FI'PE Kic

NOVEL PARPI4-TFE3 GENE FUSION DETECTED BY RMNA-SEQ 503 (QiﬂgCl’L Hilden r—ﬁ"rmn"‘f“ Lhe ﬂuantit}-‘ and
i ity of the RNA was measured using t I
lent 2100 Bioanalyzer. One hundred r;m
the RNA, with DV200 at 30%, was w
SC ne library preparation using the Scq
RNA Access Library Prep Kit (Illumina, San
Diego) as per the manufacturer’s protocol. Paired-
cnd sequencing (75 X 2) was performed using the

e MiSeq Reagent V3 Kit (150 cycles) and the MiSeq
[ W ETET N N TR [H e B il R B el B s ] T J
Chromosome X

Chromosome 3 e T ——

scquencing system (Illumina). Bowtic2 was used
for alignment and mapping of short scquence
rcads to the human genome reference hgl9 or the

Novel PARP14- TFE3 gene fusion in RCC fusion transcript PARPI4-TFE3. Both STAR and
Suggested by RNA Seq results TopHart algorithms were used for detection of any

potential TFE3 fusion. Integrative Genomics
Viewer (IGV) was used for data visualization.
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Oncology Breakthrough
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三角に隠れている場合あり


	イルミナiSchool�Oncology Breakthrough：�ウェビナーシリーズ5�低品質、微量FFPE�サンプルへの対処方法：�TruSeq RNA Access�を用いた融合遺伝子検出
	ウェビナーにご参加いただきありがとうございます
	イルミナiSchool�Oncology Breakthrough：�ウェビナーシリーズ5�低品質、微量FFPE�サンプルへの対処方法：�TruSeq RNA Access�を用いた融合遺伝子検出
	今日の内容：�Oncology Breakthrough：ウェビナーシリーズ5� 「低品質、微量FFPEサンプルへの対処方法：�TruSeq RNA Accessを用いた融合遺伝子検出」
	セッション中の注意
	Disclaimer
	本日の内容
	TruSeq RNA Access の特徴
	FFPEサンプルからのRNA-Seqにおける課題��
	FFPEサンプルからのRNA-Seqにおける課題��
	Total RNA を用いたRNA-Seqにおける rRNAの混入
	これまでの手法とその課題
	TruSeq RNA Accessライブラリー調製キット
	コーディング領域（mRNA）だけを効率よくシーケンス
	コーディング領域（mRNA）だけを効率よくシーケンス
	TruSeq RNA Access の製品詳細
	TruSeq RNA Access　コスト
	スライド番号 18
	受け入れサンプルの確認 : �FFPEサンプルにおけるクオリティチェック
	受け入れサンプルの確認 :�信頼性の高い新QCマトリックス�
	受け入れサンプルの確認 :�信頼性の高い新QCマトリックス�
	受け入れサンプルの確認�ライブラリー作製に必要なインプット量の計算
	ショットガンライブラリー構築の流れ
	ショットガンライブラリーの濃縮
	TruSeq RNA Accessライブラリー調製キット詳細�FFPEサンプルのRNA解析に最適
	スライド番号 26
	既存のRNA-Seq解析パイプラインを利用可能
	イルミナiSchoolもご活用ください！
	解析結果�広いダイナミックレンジの中で、定量的にキャプチャー
	解析結果 : 融合遺伝子の検出
	利用例
	TruSeq RNA Access�10年前のFFPEサンプルからRNA-Seqにより新規融合遺伝子を検出
	日本国内での解析例��
	RNA Access まとめ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
	その他　製品予告： TruSight RNA Pan-Cancer 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
	スライド番号 36
	セッション中の注意

