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lllumina Single Cell
3' RNA Prep

Unkomplizierte, skalierbare scRNA-Seq

Einfacher, erschwinglicher und fiir Anwender jeder
Erfahrungsstufe geeigneter Tischworkflow

Hohe Assaysensitivitat fur den Nachweis von mehr % %
Genen und Transkripten ¢ ( 3
QOO0

Kosteneffizienter Verarbeitungsumfang von bis zu
Hunderttausenden Zellen zur Bestimmung seltener
Zelltypen
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Einleitung

Die Einzelzell-RNA-Sequenzierung (scRNA-Seq, Single-
cell RNA Sequencing) vereint Einzelzell-Erfassung

und -Barcoding mit Sequenzierung der nachsten
Generation (NGS, Next-Generation Sequencing) zu einer
hochauflésenden Sicht komplexer Gewebe. Forscher
konnen mit scRNA-Seq heterogene Zellpopulationen
untersuchen, seltene Zelltypen nachweisen und
Erkrankungs- sowie Entwicklungsprozesse auf Zellebene
charakterisieren. Der Bedarf an GroBgeraten, hohe
Reagenzienkosten und begrenzte Skalierbarkeit haben
die breite Anwendung der Einzelzell-Sequenzierung
bislang jedoch beeintrachtigt. lllumina Single Cell 3'
RNA Prep andert das.

Illumina Single Cell 3' RNA Prep* ermdglicht

die Erfassung von Einzelzell-mRNA sowie das
entsprechende Barcoding und die Bibliotheks-
vorbereitung ganz ohne komplexe Workflows oder
Mikrofluidik. In Kombination mit Sequenzierungs- und
Informatikldsungen von lllumina bietet lllumina Single
Cell 3' RNA Prep einen einfachen und skalierbaren
Workflow (Abbildung 1), dank dem Labore von der hohen
Performance der scRNA-Seq profitieren kénnen.

* lllumina Single Cell 3' RNA Prep wurde bislang unter der Bezeichnung Fluent
PIPseq V 3' Single Cell RNA Kit vertrieben.

Abbildung 1: lllumina Single Cell 3' RNA — Workflow

Unkomplizierter Workflow

Der Illumina Single Cell 3' RNA Prep-Workflow lasst

sich einfach einfiihren und erfordert weder teure
Mikrofluidik-Gerate noch arbeitsaufwendige Protokolle.!
Anwender kdnnen mit einem einfachen manuellen
Workflow mit flexiblen Haltepunkten Einzelzell-Studien
am Labortisch durchfiihren. Der Assay eignet sich bei
Proben, die liber einen bestimmten Zeitraum entnommen
werden oder transportiert werden mussen, fur die DSP-
Methanol-Fixierung®, was scRNA-Seq-Versuche noch
ergiebiger macht.

Funktionsweise des Assays

Illumina Single Cell 3' RNA Prep verwendet die neuartige
PIPseq”-Chemie flr die einfache, skalierbare Erfassung
und das entsprechende Barcoding von Einzelzell-mRNA
(Abbildung 2)." Direktpartitionen mit Partikelmatrizen
(PIPs, Particle-templated Instant Partitions) beruhen

auf Emulgierung mit Matrizenpartikeln, die mit Barcode
versehene Oligonukleotide enthalten, die an Hydrogel-
Beads gebunden sind. Wahrend der Probenvorbereitung
wird die zu untersuchende Zellsuspension mit
Matrizenpartikeln und Ol gemischt. AnschlieBend
werden mit einem Vortexmischer Matrizenemulsionen
abgeschieden. Zellen in den Emulsionen werden
anschlieBend lysiert und die mRNA wird von den mit
Barcode versehenen Matrizen erfasst. Die Emulsion wird
gespalten und aus der erfassten mRNA wird durch reverse
Transkription cDNA generiert und amplifiziert, sodass
eine cDNA-Bibliothek fur jede einzelne Zelle vorliegt.

T DSP, Dithiobis (Succinimidylpropionat).
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Abbildung 2: Erfassung von Einzelzell-mRNA und Barcoding mit PIPseq-Chemie

Erfassung und Barcoding mit lllumina Single Cell 3' RNA smingeiisicies]
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Wahrend der Probenvorbereitung wird die zu untersuchende Zellsuspension mit
SCHRITT 6 SCHRITT 7 Matrizenpartikeln und Ol gemischt. AnschlieBend werden mit einem Vortexmischer
Emulsionen abgeschieden. Zellen in Emulsionen werden lysiert und mRNA wird
durch mit Barcode versehene Oligonukleotide erfasst, die in die Matrizenpartikel
integriert sind. Die erfasste mRNA wird einer reversen Transkription unterzogen
und cDNA-Bibliotheken werden mittels PCR mit begrenzter Zyklenanzahl,
Fragmentierung, Adapterligation und Amplifikation generiert. Nach der Sequenzierung
werden die Daten mithilfe der DRAGEN Single Cell-Pipeline und der Partek Flow-
Software analysiert. Analysesoftware generiert zusammenfassende Metriken,
Clustering-Plots, Tabellen zur differenziellen Genexpression und Barcode-Matrizen
mit Standardmerkmalen.

Sequenzierung Datenanalyse

AnschlieBend werden die Abbildung 3: Hochauflésende scRNA-Seq erfasst mRNA aus Einzelzellen

Einzelzell-cDNA-Bibliotheken einer
herkdmmlichen Bibliotheksvorbereitung
unterzogen. Die resultierenden
Sequenzierungsbibliotheken werden mit
NGS verarbeitet. Sequenzierungsdaten
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[llumina Single Cell 3' RNA Prep g P
liefert hochwertige Daten mit hoher
Transkript- und Gensensitivitat
(Abbildung 3, Abbildung 4, Tabelle 1). (A) Barcode-Rang-Plot und (B) Barnyard-Streu-Plot zu einer Mischkultur
Das schonende Isolierungsverfahren aus NIH3T3-Zelllinien (Maus) und HEK 293-Zelllinien (human),

4.106 nachgewiesene Zellen, eine Capture-Rate von 80 % und weniger

hl.lft be.l der BeSt’{Ammhung frig."‘;l;'.r Zellen, als 5 % Multiplets (zwei oder mehr Zellen in derselben Reaktion) mit
die bei anderen Methoden haufig dem lllumina Single Cell 3' RNA Prep T2-Kit.

auBer Acht gelassen werden.
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Die aktuelle Version der PIPseq-Chemie verringert
den Anteil der Hintergrund-RNA aus der
Umgebung, verbessert die Sensitivitat in Bezug
auf Gene und Transkripte bei bestimmten Zelltypen
um 30 %? und reduziert Sequenzierungsartefakte,
wodurch sich die NGS-Daten besser

Abbildung 4: Hochaufldsende scRNA-Seq fir Versuche und

Anwendungen
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Probe (T100-Kit). Mit der Fahigkeit des Assays,
groBere Zellmengen zu verarbeiten, lassen sich
seltene Zelltypen besser bestimmen (Abbildung 5).
Mit 96 verfligbaren eindeutigen doppelten Indizes
ermoglicht das Proben-Multiplexing Anwendern
die parallele Untersuchung zahlreicher Proben
(Tabelle 2).

UMAP1

(A) Einheitliche Manifold-Approximation und -Projektion (UMAP, Uniform
Manifold Approximation and Projection) von kryokonservierten humanen
mononuklearen Zellen aus peripherem Blut (PBMCs, Peripheral Blood
Mononuclear Cells), 31.613 nachgewiesene Zellen und eine Capture-Rate
von 79 % mit dem lllumina Single Cell 3' RNA Prep T20-Kit. (B) UMAP von
Zellkernen (Maushirn) aus gefrorenem Gewebe, 155.000 nachgewiesene
Zellkerne und eine Capture-Rate von 78 % mit dem lllumina Single Cell 3'
RNA Prep T100-Kit.

Tabelle 1: Validierte Performance von lllumina Single Cell 3' RNA Prep auf Sequenziersystemen von lllumina

Zelltyp Kit-GroBe Sequenziersystem GroBe Reads Zellen Reads pro Zelle
HEK/3T3 T2 NextSeq 2000 System 9,8 Gb 140 Mio. 3.611 38.633
HEK/3T3 T10 NextSeq 2000 System 23,6 Gb 333 Mio. 10.723 31.140

PBMC T10 NovaSeq 6000 System 390 Gb 2,7 Mrd. 14.307 190.526

PBMC T20 NovaSeq X Plus System 81,3Gb 674 Mio. 31.613 21.314
Zellkerne

(Maushirn, T20 NextSeq 2000 System 39,5Gb 590 Mio. 34.596 17.041
fixiert)
(fgﬂ‘sﬁmﬁ) T100 NextSeq 2000 System 176,6 Gb 2,6 Mrd. 155.000 17.068
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Einzelzell-Anwendungen

Die Zuganglichkeit, Prazision und Sensitivitat

von lllumina Single Cell 3' RNA Prep ermoglichen
neue Forschungsprojekte und Entdeckungen.

Die Verarbeitung groBerer Zellmengen

verkirzt Zellatlasprojekte fir Normal- sowie
Erkrankungszustande und ermoglicht funktionelle
Screenings des gesamten Genoms. Vom breiteren
Einsatz von scRNA-Seq profitieren insbesondere
Labore, die mit der Erforschung von Krebs und
weiteren komplexen Erkrankungen sowie Immunologie
und Neurowissenschaft befasst sind.>™®

scRNA-Seq flir Neurowissenschaften

Neuronales Gewebe besteht aus zahlreichen komplex
organisierten Zelltypen, die im Verlauf des Lebens
eines Organismus kontinuierlich reorganisiert und
remodelliert werden. scRNA-Seq ist ein wertvolles
Instrument fir die Katalogisierung der wahren

Vielfalt neuronaler Zellpopulationen mit sensitiver
Transkription und liefert Erkenntnisse in folgenden
Bereichen:

« Neuroentwicklung und neurodegenerative
Erkrankungen®

e Zuvor unbekannte Funktionen bestimmter neuronaler
Populationen®

o Wirkung von Neuroimmunzellen auf Erkrankungen
und Entwicklung'®

scRNA-Seq fur die Krebsforschung

Bei Krebs handelt es sich um eine dynamische und
vielféltige Erkrankung mit komplexen Zellpopulationen.
Die Untersuchung krebsausldsender Zelltypen und
Mutationen erfordert ausgekliigelte Methoden.
scRNA-Seq ist ein wichtiges Instrument fiir Folgendes:

e Genaue Beschreibung der Heterogenitat der
Tumormikroumgebung® 5 ™"

« Ermittlung neuer Krebsbiomarker™

« Untersuchung der Mechanismen von Immuntherapie
und Wirkstoffresistenz®

scRNA-Seq fur Immunologie

Das Immunsystem umfasst eine komplexe Hierarchie
unterschiedlicher Zelltypen, die gemeinsam Pathogene
identifizieren, angreifen und eliminieren. scRNA-Seq
ermoglicht Forschern Folgendes:

¢ Untersuchung der Entwicklungs- und
Differenzierungswege in Immunzellpopulationen™

» Beurteilung der Rollen und Funktionen von
Immunzellpopulationen™

« Untersuchung der Immunantwort auf Pathogene®

Abbildung 5: Erweiterter Versuchsrahmen mit lllumina Single Cell 3' RNA Prep bestimmt mehr Zelltypen

A. MscRNA-Seq auf Basis von Mikrofluidik (20.000 Zellen)
© 001 CLA-EPd-CTX Car3 Glut
006 L4/5 IT CTX Glut
3? © 022 L5 ET CTX Glut
A 030 L6 CT CTX Glut
o ® 045 OB-STR-CTX Inh IMN
* e 052 Pvalb Gaba
062 STR D2 Gaba
g ‘%@ - € {: 181 IC Tfap2d Maf Glut
< ¥ i © 311 CBX MLI Megfl1 Gaba
E 312 CBX MLI Cdh22 Gaba
=) 313 CBX Purkinje Gaba

314 CB Granule Glut
316 Bergmann NN
318 Astro-NT NN
319 Astro-TE NN
326 OPC NN
327 Oligo NN
333 Endo NN

© 334 Microglia NN

UMAP1

B

UMAP2

. lllumina Single Cell 3' RNA Prep (> 120.000 Zellen)
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(A) scRNA-Seq von 20.000 Zellen auf Basis von Mikrofluidik bestimmte anhand von Maushirn-Zellkernen 19 verschiedene Zelltypen.
(B) lllumina Single Cell 3' RNA Prep bestimmte bei > 120.000 Zellen aus derselben Probenvorbereitung von Maushirn-Zellkernen
42 verschiedene Zelltypen: 17 der 19 durch scRNA-seq auf Basis von Mikrofluidik bestimmten plus 25 zusatzliche Zelltypen.
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Tabelle 2: Beispiel fur den Probendurchsatz pro FlieBzelle fur Illumina Single Cell 3' RNA Prep?

System NextSeq 550 NextSeq 1000/2000 NovaSeq 6000 NovaSeq X
FlieBzelle Mid High P1 P2 p3° P4° SP S1 S2 S4 1.5B 10B 25B
Ausgabe pro

FlieBzelle 130 Mio. [400 Mio.| 100 Mio. |400 Mio.| 1,2 Mrd. | 1,8 Mrd. (800 Mio.| 1,6 Mrd. | 4,1 Mrd. | 10 Mrd. | 1,6 Mrd. | 10 Mrd. | 26 Mrd.
(Reads)

Kit-GroBe Anz. der Proben pro FlieBzelle

T2 3 10 2 10 30 45 20 40 102 250°¢ 40 250° | 650°
T10 - 2 - 2 6 9 4 8 20 50 8 50 130°
T20 - 1 - 1 3 4 2 4 10 25 4 25 65
T100 - - - - - - - - 2 5 - 5 13

a. Berechnungen basieren auf 20.000 Reads pro erfasster Zelle. T2 erfasst 2.000 Zellen und erfordert 40 Mio. Reads je Probe. T10 erfasst 10.000 Zellen und erfordert 200 Mio. Reads
je Probe. T20 erfasst 20.000 Zellen und erfordert 400 Mio. Reads je Probe. T100 erfasst 100.000 Zellen und erfordert 2 Mrd. Reads je Probe.

b. P3-und P4-FlieBzellen sind nur fiir das NextSeq 2000 System verfligbar.

c. lllumina Single Cell Unique Dual Indexes bietet 96 Indizes fiir 96 Proben. Werden Lanes individuell beladen, sind mehr als 96 Proben pro FlieBzelle mdglich. Verwenden Sie den
NovaSeq 6000 Xp-Workflow fiir das individuelle Beladen von Lanes auf dem NovaSeq 6000 System.

Multiomik-Anwendungen

Illumina Single Cell 3' RNA Prep lasst sich gemeinsam
mit anderen Multiomik-Verfahren einsetzen.""”

Der Assay ermdglicht die erneute Untersuchung

der erfassten mRNA in spezifischen Einzelzell-
Anwendungen. Wahrend der reversen Transkription
generierte cDNA bleibt an die Hydrogel-Beads
gebunden und lasst sich in zusatzlichen Anreicherungs-
oder Amplifikationsreaktionen wiederverwenden.
Diese Vielseitigkeit der Einsatzmdglichkeiten im
Rahmen von Versuchen ermdglicht Forschern die
Durchfiihrung groBerer und vielfaltigerer Multiomik-
Studien ohne die Einschrankungen in Bezug auf
Budget oder Technologie, die sich bei anderen
Einzelzell-Anwendungen ergeben.

Zusammenfassung

Die Einzelzell-Analyse mit NGS erdffnet neue
Maoglichkeiten in der Krebsforschung, bei der
Immunologie, in der Neurowissenschaft und in

vielen weiteren Bereichen. lllumina Single Cell 3'

RNA Prep ist eine unkomplizierte und hochgradig
skalierbare scRNA-Seq-L6sung, die sowohl Einsteigern
als auch erfahrenen Einzelzell-Forschern neue
Entdeckungen ermdglicht. Der einfache manuelle
Workflow umfasst mRNA-Erfassung, Barcoding

und Bibliotheksvorbereitung zur unmittelbaren
Weiterverarbeitung mit Sequenziersystemen und
Datenanalysesoftware von lllumina. lllumina Single Cell
3' RNA Prep zeichnet sich durch hohe Performance
und Anwenderfreundlichkeit aus. Damit kdnnen mehr
Labore von scRNA-Seq profitieren.
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