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lllumina Single Cell
3' RNA Prep

scRNA-Seq acessivel e escalavel

Fluxo de trabalho de bancada simples e acessivel
que pode ser concluido por usudrios de qualquer
nivel de experiéncia

Alta sensibilidade do ensaio para detectar mais @ §h %
genes e transcri¢cdes ¢‘ 3
Q90

Faixa de processamento econémica de até
centenas de milhares de células para revelar
tipos raros de células
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Introdugao

O sequenciamento de RNA de célula Unica (scRNA-
Seq) combina captura de célula uUnica e codificagdo

por codigo de barras com sequenciamento de Ultima
geracdo (NGS) para fornecer uma visdo de alta
resolugao de tecidos complexos. Os pesquisadores
podem usar o scRNA-Seq para estudar populagdes de
células heterogéneas, descobrir tipos de células raras e
caracterizar processos de doenga e desenvolvimento no
nivel celular. No entanto, a necessidade de equipamentos
de capital especializados, os custos elevados dos
reagentes e a escalabilidade limitada desaceleraram

a adogdo generalizada do sequenciamento de célula
Unica. Essa situagdo muda com o lllumina Single Cell 3'
RNA Prep.

O Illumina Single Cell 3' RNA Prep” permite captura
de mRNA de célula unica, codificagao por codigo

de barras e preparacao de bibliotecas sem fluxos

de trabalho complexos ou microfluidica. Combinado
com as solugdes de sequenciamento e informatica
da Illumina, o lllumina Single Cell 3' RNA Prep fornece
um fluxo de trabalho facil e escalavel (Figura 1) que
torna o scRNA-Seq de alto desempenho acessivel
para mais laboratoérios.

* O lllumina Single Cell 3' RNA Prep é o novo nome do Fluent PIPseq
V 3' Single Cell RNA Kit.

Figura 1: Fluxo de trabalho do Illumina Single Cell 3' RNA

Fluxo de trabalho acessivel

O fluxo de trabalho do lllumina Single Cell 3' RNA Prep
é facil de implementar e ndo requer equipamentos
microfluidicos caros nem protocolos complexos.

Os usudrios podem realizar estudos de célula Unica
em sua bancada usando um fluxo de trabalho

manual simples com pontos de interrupcgao flexiveis.
Para amostras coletadas durante um periodo de tempo
ou que exigem transporte, o ensaio & compativel com
a fixagdo de DSP-metanol® antes do processamento da
amostra, o que expande a utilidade dos experimentos
de scRNA-Seq.

Como funciona o ensaio

O Illumina Single Cell 3' RNA Prep usa a nova quimica
PIPseq” para captura e codificagdo por cédigo de
barras simples e escaldvel de mRNA de célula Unica
(Figura 2)." As partigdes instantaneas predefinidas
(PIPs) usam emulsificagdo com particulas predefinidas
que incluem oligonucleotideos com codigo de barras
ligados a beads de hidrogel. Durante a preparagao da
amostra, a suspensao celular de interesse é misturada
com particulas predefinidas e 6leo e segregada em
emulsdes predefinidas por agitagdo. As células nas
emulsdes sdo entdo lisadas e o mRNA é capturado pelos
modelos com cddigo de barras. A emulséo é quebrada
e o cDNA é gerado a partir do mRNA capturado por
transcrigao reversa e amplificado para criar uma
biblioteca de cDNA para cada célula individual.

T DSP, ditiobis (propionato de succinimidil).
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Figura 2: Captura de mRNA de célula unica e codificagdo por cédigo de barras com quimica PIPseq

Captura e codificagéo por codigo de barras com lllumina Single Cell 3' RNA
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Andlise de dados

Durante a preparagado da amostra, a suspensdo celular de interesse é misturada
com particulas predefinidas e 6leo e segregada em emulsdes por agitagao.

As células em emulsdes séo lisadas e 0 MRNA é capturado por oligonucleotideos
com codigos de barras incorporados as particulas predefinidas. O mRNA capturado
passa por transcrigao reversa e as bibliotecas de cDNA sdo geradas por PCR

de ciclo limitado, fragmentagao, ligagéo de adaptador e amplificagdo. Apds o
sequenciamento, os dados sdo analisados usando o pipeline do DRAGEN Single Cell
e o software Partek Flow. O software de analise gera métricas resumidas, graficos
de clustering, tabelas de expressao génica diferenciais e matrizes de cdédigo de

barras de recursos padrao.

As bibliotecas de cDNA de célula Unica
sdo entdo processadas em bibliotecas
de sequenciamento usando métodos
de preparagao de bibliotecas padréo
seguidos por NGS. Os dados de
sequenciamento sdo analisados
usando o pipeline do DRAGEN" Single
Cell e o software Partek” Flow.

Desempenho de alta

qualidade

O Illumina Single Cell 3' RNA Prep
oferece dados de alta qualidade com
alta sensibilidade a transcrigdes e
genes (Figura 3, Figura 4, Tabela 1).
A técnica de isolamento suave ajuda
a detectar células frageis que muitas
vezes hao sao detectadas por outros

Figura 3: O scRNA-Seq de alta resolugdo captura o mRNA de células unicas
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(A) Gréfico de classificagdo de codigo de barras e (B) grafico de dispersédo
tipo curral com cultura mista de linhagens celulares NIH3T3 (camundongo)
e HEK 293 (humano), 4.106 células detectadas, taxa de captura de 80% e

métodos. menos de 5% de multiplets (duas ou mais células na mesma reagao) com
o kit lllumina Single Cell 3' RNA Prep T2.
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A versdo mais recente da quimica do PIPseq
reduz a base do RNA ambiente, melhorando a
sensibilidade em 30% para genes e transcrigdes
em certos tipos de células? e reduzindo artefatos
de sequenciamento para dados de NGS com
maior aproveitamento.

Solucao flexivel e escalavel

O método simples baseado em agitador vortex
para o lllumina Single Cell 3' RNA Prep oferece
escalabilidade com boa relagdo custo-beneficio.
Para nimeros de células maiores, use tubos PIP
de volume maior." A ampla faixa de processamento
de centenas a centenas de milhares de células
suporta necessidades de aplicacado de pesquisa,
desde projetos piloto e de baixa diversidade

de células até andlise complexa de tecidos.’

As configuragdes atuais do kit podem identificar
até 2.000 células por amostra (kit T2), 10.000
células por amostra (kit T10), 20.000 células por
amostra (kit T20) ou 100.000 células por amostra
(kit T100). A capacidade do ensaio de aumentar
o rendimento celular pode revelar melhor tipos
de células raras (Figura 5). Com 96 indexes
duplos exclusivos disponiveis, a multiplexagdo
de amostras permite a corrida simultania de
muitas amostras (Tabela 2).

Figura 4: scRNA-Seq de alta resolucdo para se ajustar a escala

experimental e a aplicagdo
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(A) Aproximagao e projegdo uniformes do coletor (UMAP) de células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) humanas criopreservadas,
31.613 células detectadas e taxa de captura de 79% com o kit lllumina
Single Cell 3' RNA Prep T20. (B) UMAP de nucleos cerebrais de
camundongos de tecido congelado, 155.000 nucleos detectados e taxa
de captura de 78% com o kit lllumina Single Cell 3' RNA Prep T100.

Tabela 1: Desempenho validado do Illlumina Single Cell 3' RNA Prep em sistemas de sequenciamento da lllumina

Tipo de célula Tamanho do kit | Sistema de sequenciamento Tamanho Leituras células Leituras por célula
HEK/3T3 T2 NextSeq 2000 System 9,8 Gb 140 milhdes 3.6M 38.633
HEK/3T3 T10 NextSeq 2000 System 23,6 Gb 333 milhdes 10.723 31140

PBMC T10 NovaSeq 6000 System 390 Gb 2,7 bilhdes 14.307 190.526
PBMC T20 NovaSeq X Plus System 81,3 Gb 674 milhdes 31.613 21.314
Nucleos pulmonares —

de camundongos T20 NextSeq 2000 System 8,9 Gb 131 milhdes 2.768 47.276

Nucleos cerebrais A

de camundongos T20 NextSeq 2000 System 10,4 Gb 155 milhdes 2.019 76.784

Nucleos cerebrais

de camundongos T20 NextSeq 2000 System 39,5Gb 590 milhdes 34.596 17.041
(fixos)

Nucleos cerebrais A

de camundongos T100 NextSeq 2000 System 176,6 Gb 2,6 bilhdes 155.000 17.068
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Aplicagdes de célula unica

A acessibilidade, a preciséo e a sensibilidade do
[lumina Single Cell 3' RNA Prep permitem novas
pesquisas e descobertas. O processamento de
numeros de células mais altos acelerara os projetos
de atlas celulares para estados normais e de doengas
e potencializard as telas gendmicas funcionais em
escala genémica. A adogao mais ampla de scRNA-Seq
beneficiara especialmente laboratdérios que estudam
cancer, imunologia, neurociéncia e outras doengas
complexas.®*

scRNA-Seq para neurociéncia

Os tecidos neuronais compreendem uma organizagao
complexa de diversos tipos de células que se
reorganizam e se remodelam continuamente ao

longo da vida de um organismo. O scRNA-Seq é

uma ferramenta valiosa para catalogar a verdadeira
diversidade de populagdes de células neuronais com
sensibilidade transcricional, fornecendo informagdes
sobre:

* Doengas neurodesenvolvimentais e
neurodegenerativas®

e Funcdes anteriormente desconhecidas de populagdes
neuronais especificas’

o O efeito das células neuroimunes na doenga
e no desenvolvimento™

scRNA-Seq para pesquisa de cancer

O cancer é uma doenga dindmica e diversificada que
envolve populagdes celulares complexas. Compreender
os tipos de células e mutagdes que impulsionam o
cancer requer métodos sofisticados. O scRNA-Seq

tem sido uma ferramenta vital para:

o Detalhar a heterogeneidade do microambiente
tumoral*5M2

« Identificar novos biomarcadores de cancer®™"

« Entender os mecanismos da imunoterapia e da
resisténcia ao medicamento?®

scRNA-Seq para imunologia

O sistema imunoldgico é composto por uma hierarquia
complexa de diversos tipos de células que funcionam
em conjunto para identificar, mirar e eliminar patdégenos.
O scRNA-Seq permite aos pesquisadores:

» Entender as vias de desenvolvimento e diferenciagao

em populacées de células imunes™
« Avaliar as funcdes das populacées de células imunes'™®

« Estudar a resposta imunoldgica a patégenos®

Figura 5: Maior escala experimental com o lllumina Single Cell 3' RNA Prep revela mais tipos de células

A. Microfluidics-based scRNA-Seq (20K cells)

® 001 CLA-EPd-CTX Car3 Glut
006 L4/5 IT CTX Glut
P 3 © 022 L5 ET CTX Glut
Fa 030 L6 CT CTX Glut
ol ® 045 OB-STR-CTX Inh IMN
® 052 Pvalb Gaba
062 STR D2 Gaba
181 IC Tfap2d Maf Glut
@ 311 CBX MLI Megfll Gaba
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

UMAP2

UMAP1

B

UMAP2

. lllumina Single Cell 3' RNA Prep (> 120K cells)

© 251 NTS Dbh Glut
© 254 VCO Mafa Meis2 Glut

001 CLA-EPA-CTX Car3 Glut
004 L6 IT CTX Glut

005 LS IT CTX Glut
006 L4/5 IT CTX Glut
©007 L2/3 IT CTX Glut
© 020 L2/3 IT RSP Glut
021 L4 RSP-ACA Glut
022 LS ET CTX Glut
025 CA2-FC-IG Glut
029 L6b CTX Glut
030 L6 CT CTX Glut
032 L5 NP CTX Glut
049 Lamp5 Gaba
052 Pvalb Gaba
053 Sst Gaba
061 STR D1 Gaba
181 IC Tfap2d Maf Glut
198 IC Six3 En2 Gaba
228 PSV Pvalb Lhx2 Glut
235 PG-TRN-LRN Fat2 Glut
238 NTS Phox2b Glut
© 243 PGRN-PARN-MDRN Hoxb
250 CBN Neurod2 Pvalb Glut

308 DCO 1122 Gly-Gaba
309 CB PLI Gly-Gaba
310 CBX Golgi Gly-Gaba
311 CBX MLI Megf11 Gaba
312 CBX MLI Cdh22 Gaba
® 313 CBX Purkinje Gaba
314 CB Granule Glut
315 DCO UBC Glut
316 Bergmann NN
317 Astro-CB NN
© 318 Astro-NT NN
© 319 Astro-TE NN
© 323 Ependymal NN
© 326 OPC NN
© 327 Oligo NN
329 ABC NN
333 Endo NN

(A) O scRNA-Seq baseado em microfluidica em 20.000 células identificou 19 tipos distintos de células de nucleos cerebrais de camundongos.
(B) O lllumina Single Cell 3' RNA Prep em > 120.000 células da mesma preparagio de amostras de nlcleos cerebrais de camundongos identificou

42 tipos de células distintas: 17 dos 19 identificados por scRNA-seq baseado em microfluidica mais 25 tipos de células adicionais.
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Tabela 2: Exemplo de rendimento de amostra por lamina de fluxo para o lllumina Single Cell 3' RNA Prep?

Sistema NextSeq 550 NextSeq 1000/2000 NovaSeq 6000 NovaSeq X

- - b b 1,5 10 25
Lamina de fluxo | Média Alta P1 P2 P3 P4 SP S1 S2 S4 bilhdo | bilhges | bilhdes
g%‘i‘:apgé - 130 400 100 400 1,2 1,8 800 1,6 4,1 10 1,6 10 26
(leituras) milhdes | milhdes | milhdes | milhdes | bilhdo | bilhdo | milhdes | bilhdo | bilhdes | bilhdes | bilhdo | bilhdes | bilhdes
Tamanho do kit N° amostras por lamina de fluxo
T2 1 4 1 4 12 18 8 16 41 100¢° 16 100° | 260°
T10 - 1 - 1 3 5 2 4 12 29 4 29 76
T20 - - - - 1 2 1 2 5 12 2 12 32
T100 - - - - - - - - 1 2 - 2 6

a. Calculos baseados em 20.000 leituras por célula de entrada. O T2 requer 5.000 células de entrada e 100 milhdes de leituras por amostra. A T10 requer 17.000 células de entrada
e 340 milhGes de leituras por amostra. O T20 requer 40.000 células de entrada e 800 milhdes de leituras por amostra. O T100 requer 200.000 células de entrada e 4 bilhdes
de leituras por amostra.

b. Laminas de fluxo P3 e P4 disponiveis apenas no NextSeq 2000 System.

c. O lllumina Single Cell Unique Dual Indexes oferece 96 indices para 96 amostras. A corrida de 96 amostras por lamina de fluxo é possivel com o carregamento de cavidades
individuais. Use o fluxo de trabalho do NovaSeq 6000 Xp para carregamento de cavidades individuais no NovaSeq 6000 System.

Aplicagdes multibmicas

O lllumina Single Cell 3' RNA Prep é compativel com SAIBA MAIS >

outras medi¢des multidmicas."” O ensaio permite a lllumina Single Cell 3' RNA Prep
reinterrogagdo do mRNA capturado para aplicagdes

personalizadas de célula unica. O cDNA gerado Sequenciamento de RNA de célula Unica

durante a transcrigcao reversa permanece ligado
as beads de hidrogel, permitindo a reutilizagao
para reagdes de enriquecimento ou amplificagao
suplementares. Essa versatilidade experimental
pode ajudar os pesquisadores a realizar estudos
multidmicos maiores e mais variados sem as
restrigdes de orgamento ou tecnologia de outras
abordagens de célula Unica.

Resumo

A analise de NGS de célula Unica abre portas para
novas areas de descoberta em pesquisa de cancer,
imunologia, neurociéncia e muito mais. O Illumina
Single Cell 3' RNA Prep é uma solugéo de scRNA-Seq
acessivel e altamente escalavel que expandira o
poder de descoberta para pesquisadores de célula
Unica novos e experientes. O fluxo de trabalho
manual simples inclui captura de mRNA, codificagéo
por codigo de barras e preparagdo de bibliotecas
que se integra perfeitamente aos sistemas de
sequenciamento da lllumina e ao seu software de
andlise de dados. O lllumina Single Cell 3' RNA Prep
oferece alto desempenho e facilidade de uso para
levar recursos de scRNA-Seq a mais laboratérios.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico. M-GL-03195 PTB v1.0 6


https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/single-cell-rna-prep.html
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Informacdes para pedido

[llumina Single Cell 3' RNA Prep

Produto N.° do catadlogo
lllumina Single Cell 3' RNA Prep, T2 (8 samples, 2000 cells/sample) 20135689
lllumina Single Cell 3' RNA Prep, T10 (8 samples, 10,000 cells/sample) 20135691
lllumina Single Cell 3' RNA Prep, T20 (4 samples, 20,000 cells/sample) 20135692
lllumina Single Cell 3' RNA Prep, T100 (2 samples, 100,000 cells/sample) 20135693
lllumina Single Cell Unique Dual Indexes (96 indexes, 96 samples) 20132788
Illumina Single Cell Library Prep (8 reactions) 20132789
lllumina Single Cell 3' RNA Capture, T2 (8 samples, 2000 cells/sample) 20132790
lllumina Single Cell 3' RNA Capture, T10 (8 samples, 10,000 cells/sample) 20132791
lllumina Single Cell 3' RNA Capture, T20 (4 samples, 20,000 cells/sample) 20132792
lllumina Single Cell 3' RNA Capture, T100 (2 samples, 100,000 cells/sample) 20132793
lllumina Single Cell Nuclei Isolation Kit (4 samples) 20132795
lllumina Single Cell Supplemental Enrichment and Amplification Kit 20132794
lllumina Single Cell Prep Starter Equipment 20132796
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