DATENBLATT

lllumina Stranded
MRNA Prep,
Ligation

Hochgenaue Analyse des
codierenden Transkriptoms
mit einer schnellen und
flexiblen Losung

« Hochwertige Daten und bessere Genanalyse mit nur
25 ng RNA

« Bibliotheksvorbereitung in 7 Stunden mit einem
manuellen Aufwand von weniger als 3 Stunden

« Multiplexing von bis zu 384 Proben in einem einzigen
Lauf mit eindeutigen doppelten Indizes

illumina
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Einleitung

Die RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) mit Sequenzierung
der nachsten Generation (NGS, Next-Generation
Sequencing) ist eine leistungsstarke Methode fur

die Erkennung, das Profiling und die Quantifizierung
von RNA-Transkripten. Die wichtigsten RNA-Seq-
Verfahren sind:

» Die Messenger-RNA(mRNA)-Seq quantifiziert
mit hoher Sensitivitdt und Genauigkeit die
Genexpression, ermittelt bekannte und neue
Isoformen im codierenden Transkriptom und misst
die allelspezifische Expression.

» Die Gesamt-RNA-Seq bietet einen unverzerrten,
hypothesenfreien Ansatz fir die umfassende
Transkriptomanalyse. Gen- und Transkripthaufigkeit
werden mit dem Verfahren genau bestimmt.
AuBerdem lassen sich sowohl bekannte als auch
neue Merkmale in codierender sowie in zahlreichen
Formen nicht codierender RNA ermitteln.

« Beider zielgerichteten RNA-Seq wird die Expression
einer spezifischen Gruppe von Genen analysiert.
Die zielgerichtete RNA-Seq per Anreicherung
ermadglicht eine kostengunstige RNA-Exomanalyse
anhand der sequenzspezifischen Erfassung
von codierenden Regionen des Transkriptoms.

Das Verfahren ist bestens fur FFPE-Proben
(formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Proben)
von minderer Qualitat geeignet.

TruSeq™ Stranded mRNA bietet eine zuverlassige
Losung fur die Analyse der Genexpression und
Forschungsanwendungen in Bezug auf das codierende
Transkriptom. Die relativ hohe erforderliche
Zugabemenge, die lange Assay-Gesamtzeit und der
hohe manuelle Aufwand haben bislang jedoch die
Eignung fur RNA-Seg-Anwendungen eingeschrankt.
Mit der Entwicklung von lllumina Stranded mRNA

Prep hat lllumina Abhilfe geschaffen. Diese
fortschrittliche Lésung bietet eine optimierte und
schnelle Bibliotheksvorbereitung auf Ligationsbasis
(Abbildung 1), die sich fur geringe Probenzugabemengen
(Tabelle 1) und ein breites Spektrum an mRNA-
Sequenzierungsanwendungen eignet.
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‘ PolyA-Auswahl, Fragmentierung und
zufélliges Vorfiillen der RNA
* cDNA-Synthese (Erststrang)
cDNA cDNA-Synthese (Zweitstrang),
‘ Kennzeichnung fur Stréngigkeit
T A
A T
‘ Auffillung und Adenylierung
der Fragmente
‘ Ligation der Adapter
Index2
Read 1-Sequenzierungs-Primer (Rd1-SP)
Read 2-Sequenzierungs-Primer (Rd2-SP)
indext  p7
‘ PCR-Amplifikation und Indexergédnzung

Indizierte Bibliothek, bereit zur Sequenzierung

Bereinigung, Quantifizierung
und Normalisierung der Bibliothek

Abbildung 1: lllumina Stranded mRNA Prep: Nach Abschluss
von polyA-Auswahl und cDNA-Synthese liefern die Ligation
eindeutiger doppelter Indexadapter und die PCR-Amplifikation
hochwertige Bibliotheken, die vor der Sequenzierung
quantifiziert und normalisiert werden.

Tabelle 1: lllumina Stranded mRNA Prep -
Spezifikationen

TruSeq [lumina
Merkmal Stranded Stranded
mRNA Prep mRNA Prep
UDI (max.) 96 384
RNA-Zugabemenge 100-1.000 ng 25-1.000 ng
Assay-Zeit insgesamt 10,5 Stunden 6,5 Stunden
Manueller Aufwand <7 Stunden < 3 Stunden
) . ) 48 oder 16 oder
Kit-Konfigurationen 96 Proben 96 Proben

UDI = Unique Dual Indexes, eindeutige doppelte Indizes
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Hohe Datenqualitat
Genexpression

lllumina Stranded mRNA Prep generiert aus

geringen Zugabemengen Sequenzierungsbibliotheken,
die hochwertige Metriken fur die Analyse der
Genexpression liefern (Tabelle 2, Abbildung 2).
Gemeinsam unterstreichen diese Ergebnisse die
herausragende Eignung von lllumina Stranded mRNA
Prep fur Genexpressionsanwendungen. mRNA-Seq
bietet gegentber Verfahren ohne NGS zahlreiche
Vorteile, darunter:

« Hypothesenfreies Versuchsdesign ohne vorherige
Kenntnis des Transkriptoms

« Hohere Erkennungsleistung in Bezug auf bekannte
und neue Transkripte

« Hohere Durchsatzkapazitat zur Quantifizierung
Hunderttausender Regionen in jedem Assay

« Breiterer Dynamikbereich zur genaueren Messung
der Genexpression

« Mehr Daten pro Assay zur Bereitstellung vollstandiger
Sequenz- und Varianteninformationen

Tabelle 2: Leistungsmetriken fir lllumina Stranded
MRNA Prep, Ligation

) 100 n 25n
Metrik 9 9
RNA-Zugabe RNA-Zugabe
[lumina Ilumina
TruSeq Stranded TruSeq Stranded
Stranded Stranded
MRNA mRNA MRNA mRNA
Prep Prep
% rRNA
(285/18S) 51 1,8 5,3 1,5
Strangigkeit 99,6 99,4 99,6 99,4
Mittlerer
CV der 0,49 0,46 0,50 0,47
Coverage
% Dubletten 54 3,7 8,5 3,3
% Alignment 971 97,8 96,8 97,8

Ergebnisse aus der RNA Seq Alignment App v2.0.1 bei 30 Mio. Reads.
Die Dubletten wurden bei Teilproben mit 4 Mio. Paired-End-Reads
nach Filterung bestimmt.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

Effizienz der Generkennung

Zum Vergleich der Leistung von Illumina Stranded
MRNA Prep und TruSeq Stranded mRNA bei
Generkennungsanwendungen wurden unterschiedliche
Mengen UHR-RNA (Universal Human Reference,
universelle humane Referenz) bei 30 Mio Reads
sequenziert und die Anzahl der Gene mit 1-facher und
10-facher Coverage ermittelt. Die Ergebnisse zeigen die
hohere Generkennungsleistung von lllumina Stranded
MRNA Prep, insbesondere bei geringen Zugabemengen
(Abbildung 3).
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Abbildung 2: Vergleich von Leistungsmetriken: lllumina
Stranded mRNA Prep wurde mit TruSeq Stranded mRNA
verglichen. lllumina Stranded mRNA Prep zeigte eine
Uberlegene Leistung, insbesondere bei einer Zugabe von 25 ng
UHR-RNA. Die Bibliotheken wurden in Teilproben mit 30 Mio.
Reads aufgeteilt und mit der BaseSpace™ RNA-Seq Alignment
App v2.0.1 analysiert. Die Dubletten wurden bei Teilproben

mit 4 Mio. Paired-End-Reads nach Filterung bestimmt.
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Abbildung 3: Hohere Generkennungsleistung bei geringer B
Zugabe: lllumina Stranded mRNA Prep ermdglicht bei geringen 10,000 —

RNA-Zugabemengen im Vergleich zu TruSeq Stranded mRNA
eine hohere Generkennungsleistung. Die Anzahl erkannter

Gene wurde bei Teilproben mit 30 Mio. Paired-End-Reads nach 109 7]
Filterung gemessen. Die Erkennung von mehr Genen bei 1-facher 2
Coverage wie bei lllumina Stranded mRNA Prep weist auf eine S 1007
héhere Sensitivitat hin. E
Q 10 —
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Herausragende Ubereinstimmung der Daten R

lllumina Stranded mRNA Prep liefert hochwertige Daten
mit hoher Ubereinstimmung zwischen technischen 01 ]
Replikaten (Abbildung 4A) und unterschiedlichen UHR-

RNA-Zugabemengen (Abbildung 4B). Diese Ergebnisse

unterstreichen, dass es sich bei lllumina Stranded mRNA

Prep um eine ideale Losung fur Proben mit begrenztem

I I I I I I
0/ 0 10 100 1.000 10.000

UHR, 100 ng Zugabe

Ausgangsmaterial handelt. Zusatzlich zeigt lllumina Abbildung 4: Hohe Datenlbereinstimmung: lllumina Stranded
Stranded mRNA Prep eine hohe Ubereinstimmung mRNA Prep erreicht eine hohe Ubereinstimmung zwischen

mit TruSeq Stranded mRNA sowohl bei aquivalenter (A) technischen Replikaten von 25 ng UHR-RNA und (B)
Zugabe (Abbildung 5A) als auch bei verringerter Zugabe zwischen Zugabemengen von 25 ng und 100 ng UHR-RNA.
(Abbildung 5B). Die Bibliotheken wurden bei 2 x 74 bp (in Teilproben mit 30 Mio.

Reads) sequenziert. Die Daten wurden mit der BaseSpace
RNA-Seq Alignment App v2.0.1 analysiert.
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Abbildung 5: Hohe Ubereinstimmung mit Legacy-Kit: lllumina
Stranded mRNA Prep liefert Daten mit hoher Ubereinstimmung
im Vergleich zu Daten, die TruSeq Stranded mRNA bei (A)
dquivalenten Zugabemengen von 100 ng UHR-RNA und (B)
bei verringerter Zugabe von 25 ng gegenutber 100 ng UHR-
RNA bietet.

Optimierter Bibliotheks-
vorbereitungs-Workflow

lllumina Stranded mRNA Prep verwendet einen
schnellen und flexiblen Workflow zur Vorbereitung von
RNA-Bibliotheken auf Ligationsbasis (Abbildung 1).
Neuerungen beim Workflow, einschlieBlich klrzerer
Inkubationszeiten und der Verringerung der
Probenbereinigungsschritte, sorgen fur eine Assay-

Gesamtzeit, die ca. 40 % unter der von TruSeq Stranded

MRNA liegt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: lllumina Stranded mRNA Prep-Workflow:
[llumina Stranded mMRNA Prep bietet einen schnellen Workflow
mit geringerem manuellen Aufwand. Die Dauer kann abhéngig
von den verwendeten Geratschaften, der Anzahl der
verarbeiteten Proben sowie den Automatisierungsverfahren
oder der Erfahrung des Benutzers variieren.

Hoherer Durchsatz mit
eindeutigen doppelten Indizes

Durch die Kombination von Illumina Stranded mRNA Prep
mit Hochdurchsatzplattformen wie dem NextSeq™ 550
System und dem NovaSeq™ 6000 System kdnnen Labore
deutlich mehr Proben pro Lauf sequenzieren, ohne dass
dies zu einer Beeintrdchtigung der Datenqualitat fuhrt.
FUr eine zusatzliche Steigerung des Probendurchsatzes
unterstutzt lllumina Stranded Total RNA Prep das
Multiplexing mit 384 eindeutigen doppelten Indizes
(UDIs, Unigue Dual Indexes). UDIs unterbinden nicht nur
Index-Fehlanpassungen, d. h. Index-Hopping, sondern
senken auch die Sequenzierungskosten, da sich bis

zu 384 Proben auf eine einzige NovaSeq 6000
S4-FlieBzelle laden lassen, was einen deutlich héheren
Durchsatz ermoglicht.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren. M-GL-02143 DEU v1.0 | 5



ILLUMINA STRANDED MRNA PREP, LIGATION

Zusammenfassung

lllumina Stranded mMRNA Prep bietet eine optimierte
Losung fur die klare und umfassende Analyse des
codierenden Transkriptoms. Diese Losung zeichnet sich
durch herausragende Flexibilitat beim Zugabetyp aus
und eignet sich auch fur geringe Zugabemengen bereits
ab 25 ng. lllumina Stranded mRNA Prep ermoglicht

eine genaue Messung der Strangausrichtung, eine
einheitliche Coverage und eine duBerst zuverlassige
Erkennung von Merkmalen wie neuen Isoformen,
Genfusionen und der allelspezifischen Expression.

Weitere Informationen

lllumina Stranded mRNA Prep, Ligation

iHlumina

Bestellinformationen

Produkt Katalog-Nr.
[llumina Stranded mRNA Prep, Ligation 20040532
(16 samples)

I(ISI)Lén;iQr?qgltég)nded mMRNA Prep, Ligation 20040534
tg%n?;%aesg‘ségGDslgrggT:ss) Seth Hoaten 20091655
(86 incieves, 56 somples) oo 20091657
(86 inceves, 96 samples) | " 20091659
lllumina RNA UD Indexes Set D, Ligation 20091661

(96 indexes, 96 samples)
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