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lllumina Single Cell
3’ RNA Prep

Le scRNA-Seq accessible et évolutif

Flux de travail de paillasse simple et abordable
pouvant étre réalisé par des utilisateurs de tout
niveau d'expérience

Sensibilité élevée du test pour détecter plus % %
de genes et de transcrits ¢ ( 3
QOO0

Plage de traitement rentable allant jusqu’a
des centaines de milliers de cellules pour révéler
des types de cellules rares
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Introduction

Le séquengage d’ARN unicellulaire (scRNA-Seq,
Single-cell RNA Sequencing) associe la capture
unicellulaire et I'attribution d’un code a barres au
séquengage de nouvelle génération (SNG) pour
fournir une vue haute résolution des tissus complexes.
Les chercheurs peuvent utiliser le scRNA-Seq pour
étudier des populations cellulaires hétérogénes,
découvrir des types de cellules rares et caractériser
les processus pathologiques et développementaux au
niveau cellulaire. Cependant, le besoin d'équipement
spécialisé, les colts élevés des réactifs et les
possibilités d’évolution limitées ont ralenti I'adoption
a grande échelle du séquengage unicellulaire. Cela
change avec lllumina Single Cell 3' RNA Prep.

Illumina Single Cell 3' RNA Prep® permet la capture
d’ARNm unicellulaire, I'attribution d’un code a barres
et la préparation de librairies sans flux de travail
complexes ni microfluidique. Associé aux solutions
informatiques et de séquengage d’lllumina, lllumina
Single Cell 3' RNA Prep fournit un flux de travail simple
et évolutif (figure 1) qui rend le scRNA-Seq haute
performance accessible a un plus grand nombre

de laboratoires.

* lllumina Single Cell 3' RNA Prep était auparavant appelé Fluent PIPseq V 3’ Single
Cell RNA Kit.

Figure 1: Flux de travail d’lllumina Single Cell 3' RNA

Flux de travail accessible

Le flux de travail d’lllumina Single Cell 3' RNA Prep

est facile a mettre en ceuvre et ne nécessite pas
d'équipement microfluidique colteux ni de protocoles
exigeants en main-d’ceuvre’. Les utilisateurs peuvent
effectuer des études unicellulaires sur leur paillasse a
I'aide d’'un flux de travail manuel simple a points d'arrét
flexibles. Pour les échantillons prélevés sur une période
donnée ou qui nécessitent un transport, le test est
compatible avec la fixation au DSP-méthanolt avant

le traitement des échantillons, ce qui élargit l'utilité
des expériences de scRNA-Seq.

Fonctionnement du test

Illumina Single Cell 3' RNA Prep utilise la nouvelle chimie
PIPseq" pour la capture de I'ARNm unicellulaire et
I'attribution d’un code a barres simples et évolutives
(figure 2)". Les partitionnements instantanés par
modeles particulaires (PIP, Particle-templated Instant
Partition) utilisent I'émulsification avec des particules
modéles qui comprennent des oligonucléotides a code a
barres liés aux billes d’hydrogel. Pendant la préparation
des échantillons, la suspension cellulaire d’intérét

est mélangée aux particules modeles et a I'huile et
séparée en émulsions modélisées par agitation. Les
cellules des émulsions sont ensuite lysées et ’TARNm
est capturé par les modéles a code a barres. L'émulsion
est rompue et 'ADNc est généré a partir de ’ARNm
capturé par transcription inverse et amplifié pour créer
une librairie d’ADNc pour chaque cellule individuelle.

T DSP, dithiobis (succinimidyl propionate) (dithiobis (propionate de succinimidyle)).
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Figure 2 : Capture d’ARNm unicellulaire et attribution d’'un code a barres avec la chimie PIPseq
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Séquencage Analyse des données agitation. Les cellules dans les émulsions sont lysées et 'TARNm est capturé par
des oligonucléotides a code a barres incorporés aux particules modeéles. LARNm
capturé subit une transcription inverse et les librairies d’ADNc sont générées par
PCR a cycle limité, fragmentation, ligature des adaptateurs et amplification. Aprées
le séquencage, les données sont analysées a l'aide du pipeline DRAGEN Single
Cell et du logiciel Partek Flow. Le logiciel d'analyse génére un récapitulatif des
indicateurs, des graphiques de génération d’amplifiats, des tableaux d’expression
génique différentielle et des matrices de codes a barres a fonctionnalités standard.
Les librairies d’ADNc unicellulaires Figure 3 : Le scRNA-Seq haute résolution capture 'ARNm a partir
sont ensuite traitées en librairies de cellules uniques
de séquengage a l'aide de méthodes
de préparation de librairies standard
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du pipeline DRAGEN" Single Cell et ; :
.. MC @ Cellules 40 000 ® NIH 3T3 (souris)
du logiciel Partek™ Flow. - ®Fond ” @ HEK 293 (humain)
= = ® Multiplets (< 5 %)
8] [3) 30 0001
@ 3 n r
c 10 c Z
© © >
b= =0
@ o @ 20000
Performance de haute b Sy _
ey s S o S 10000]: -
qualité s 2 y
10° = o a
“lumina Sll’lg|e Ce” 3’ RNA Prep 10° 10! 107 170 000 20000 30000 40000 50000

Classement des codes a barres Nbre de transcrits humains

offre des données de haute qualité
avec une sensibilité élevée dans
la détection des transcrits et des

génes (figure 3, figure 4, tableau 1). (A) Graphigue de classement des codes a barres et (B) diagramme de

La technique d’isolation douce
permet de détecter les cellules
fragiles qui ne sont souvent pas
détectées par d’autres méthodes.

dispersion désordonné avec culture mixte des lignées cellulaires NIH3T3
(souris) et HEK 293 (humain), 4 106 cellules détectées, un taux de capture
de 80 % et moins de 5 % de multiplets (deux cellules ou plus dans la méme
réaction) avec Illumina Single Cell 3' RNA Prep T2 Kit.
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La derniére version de la chimie PIPseq réduit le
fond d’ARN ambiant, améliorant la sensibilité de
30 % pour les génes et les transcrits de certains
types de cellules? et réduisant les artéfacts

de séquencgage pour des données de SNG

plus exploitables.

Solution flexible et évolutive

La méthode simple basée sur un agitateur

pour Illumina Single Cell 3' RNA Prep offre une
évolutivité rentable. Pour un plus grand nombre
de cellules, utilisez des tubes de PIP de plus grand
volume'. La large plage de traitement allant de
centaines a des centaines de milliers de cellules
prend en charge les besoins des applications de
recherche, des projets pilotes et a faible diversité
cellulaire aux analyses de tissus complexes'.

Les configurations de trousse actuelles peuvent
profiler jusqu’a 2 000 cellules par échantillon
(trousse T2), 10 000 cellules par échantillon
(trousse T10), 20 000 cellules par échantillon
(trousse T20) ou 100 000 cellules par échantillon
(trousse T100). La capacité du test a augmenter
le débit cellulaire permet de mieux révéler les
types de cellules rares (figure 5). Avec 96 index
doubles uniques disponibles, le multiplexage des
échantillons permet aux utilisateurs d’analyser

de nombreux échantillons en paralléle (tableau 2).

Figure 4 : Le scRNA-Seq haute résolution pour s'adapter a I'échelle

expérimentale et a I'application
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(A) Lapproximation et la projection uniformes du collecteur (UMAP, Uniform
Manifold Approximation and Projection) de cellules mononucléées de

sang périphérique humain (PBMC, Peripheral Blood Mononuclear Cell)
cryoconservées, 31613 cellules détectées et un taux de capture de

79 % avec lllumina Single Cell 3' RNA Prep T20 Kit. (B) UMAP des noyaux
cérébraux de souris a partir de tissus congelés, 155 000 noyaux détectés et
un taux de capture de 78 % avec Illumina Single Cell 3" RNA Prep T100 Kit.

Tableau 1: Performance validée d’lllumina Single Cell 3' RNA Prep sur les systémes de séquengage d’lllumina

Type de cellule Taille de la trousse | Systéme de séquengage Taille Lectures Cellules Lectures par cellule
HEK/3T3 T2 NextSeq 2000 System 9,8 Gb 140 millions 36M 38633
HEK/3T3 T10 NextSeq 2000 System 23,6 Gb 333 millions 10723 31140

PBMC T10 NovaSeq 6000 System 390 Gb 2,7 milliards 14 307 190 526
PBMC T20 NovaSeq X Plus System 81,3 Gb 674 millions 31613 21314
NoyaLg‘ pulmonaires T20 NextSeq 2000 System 8,9 Gb 131 millions 2768 47 276
e souris
Noyadux cerebraux T20 NextSeq 2000 System 10,4 Gb | 155 millions 2019 76 784
e souris
Noyaux cérébraux -
de souris (fixés) T20 NextSeq 2000 System 39,5Gb 590 millions 34 596 17 041
N°yad“exscoel:§§’ra“x T100 NextSeq 2000 System | 176,6 Gb | 2,6 milliards | 155 000 17 068
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Applications de cellules uniques

L'accessibilité, la précision et la sensibilité d’lllumina
Single Cell 3' RNA Prep permettent de nouvelles
recherches et découvertes. Le traitement d’'un nombre
de cellules plus élevé accélérera les projets d'atlas
des cellules pour les états normaux et pathologiques
et alimentera les dépistages génomiques fonctionnels
a I'échelle du génome. L'adoption plus large du
scRNA-Seq bénéficiera particulierement aux
laboratoires qui étudient le cancer, I'immunologie,

les neurosciences et d’autres maladies complexes3-°.

Le scRNA-Seq pour les neurosciences

Les tissus neuronaux comprennent une organisation
complexe de divers types de cellules qui se réorganisent
et se remodélent continuellement tout au long de

la durée de vie d’un organisme. Le scRNA-Seq

est un outil précieux pour cataloguer la véritable
diversité des populations de cellules neuronales avec
une sensibilité transcriptionnelle, fournissant des
renseignements sur :

¢ les maladies neurodéveloppementales et
neurodégénératives®;

o les roles auparavant inconnus de populations
neuronales spécifiques®;

o |'effet des cellules neuro-immunes sur la maladie
et le développement™.

Le scRNA-Seq pour la recherche sur le cancer

Le cancer est une maladie dynamique et diversifiée
impliquant des populations cellulaires complexes.
Comprendre les types de cellules et les mutations

a l'origine du cancer nécessite des méthodes
sophistiquées. Le scRNA-Seq a été un outil essentiel
pour :

o I'hétérogénéité détaillée du microenvironnement
tumoral*>™'%;

« identifier de nouveaux biomarqueurs du cancer™";

e comprendre les mécanismes de I'immunothérapie
et de la résistance aux médicaments®.

Le scRNA-Seq pour 'immunologie

Le systéme immunitaire est composé d’une hiérarchie
complexe de divers types de cellules qui fonctionnent
de concert pour identifier, cibler et éliminer les agents
pathogenes. Le scRNA-Seq permet aux chercheurs de :

e comprendre les voies de développement et de
différenciation dans les populations de cellules
immunitaires™;

o évaluer les roles et les fonctions des populations

de cellules immunitaires™';

« étudier la réponse immunitaire aux agents pathogénes®.

Figure 5 : Laugmentation de I'échelle expérimentale avec lllumina Single Cell 3' RNA Prep révéle plus de types de cellules

A. scRNA-Seq basé sur la microfluidique (20 000 cellules)

® 001 CLA-EPd-CTX Car3 Glut
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313 CBX Purkinje Gaba
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319 Astro-TE NN
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327 Oligo NN
333 Endo NN
@ 334 Microglia NN

UMAP2

UMAP1

B.

UMAP2

lllumina Single Cell 3' RNA Prep (> 120 000 cellules)

251 NTS Dbh Glut
254 VCO Mafa Meis2 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

001 CLA-EPd-CTX Car3 Glut
004 L6 IT CTX Glut
© 005 L5 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

UMAP1

(A) Le scRNA-Seq basé sur la microfluidique sur 20 000 cellules a identifié 19 types de cellules distincts a partir de noyaux cérébraux de souris.
(B) lllumina Single Cell 3’ RNA Prep sur > 120 000 cellules de la méme préparation d’échantillons de noyaux cérébraux de souris a identifié
42 types de cellules distincts : 17 des 19 identifiés par le scRNA-seq basé sur la microfluidique plus 25 types de cellules supplémentaires.
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Tableau 2 : Exemple de débit d’échantillon par Flow Cell pour lllumina Single Cell 3’ RNA Prep?

Systéme NextSeq 550 NextSeq 1000/2000 NovaSeq 6000 NovaSeq X

Flow Cell Moyen | Elevé P1 P2 p3° p4°® SP S1 S2 sS4 1.5B 10B 25B
Débit par Flow 130 400 100 400 1,2 1,8 800 1,6 41 10 1,6 10 26
Cell (lectures) millions | millions | millions | millions | milliard | milliard | millions | milliard | milliards | milliards | milliard | milliards | milliards
Egﬂi:ee k Nombre d’'échantillons par Flow Cell

T2 1 4 1 4 12 18 8 16 M 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. Calculs basés sur 20 000 lectures par cellule d’entrée. T2 nécessite 5 000 cellules d’entrée et 100 millions de lectures par échantillon. T10 nécessite 17 000 cellules d’entrée et
340 millions de lectures par échantillon. T20 nécessite 40 000 cellules d’entrée et 800 millions de lectures par échantillon. T100 nécessite 200 000 cellules d’entrée et 4 milliards
de lectures par échantillon.

b. Flow Cell P3 et P4 uniquement disponibles sur NextSeq 2000 System.

c. lllumina Single Cell Unique Dual Indexes fournit 96 index pour 96 échantillons. L'analyse de plus de 96 échantillons par Flow Cell est possible avec le chargement de lignes
individuelles. Utilisez le flux de travail NovaSeq 6000 Xp pour le chargement de lignes individuelles sur NovaSeq 6000 System.

Applications multiomiques

Illumina Single Cell 3' RNA Prep est compatible EN SAVOIRPLUS —>

avec d'autres mesures multiomiques™”. Le test lllumina Single Cell 3’ RNA Prep
permet de réinterroger ’'ARNm capturé pour des
applications unicellulaires personnalisées. LADNc Séquencgage d’ARN unicellulaire

généré pendant la transcription inverse reste lié aux
billes d’hydrogel, ce qui permet sa réutilisation pour
des réactions d’enrichissement ou d’amplification
supplémentaires. Cette polyvalence expérimentale
peut aider les chercheurs a entreprendre des études
multiomiques plus importantes et plus variées sans
les contraintes budgétaires ou technologiques
d’autres approches unicellulaires.

Résumé

L'analyse de SNG unicellulaire ouvre la voie a de
nouveaux domaines de découverte dans la recherche
sur le cancer, I'immunologie, les neurosciences, etc.
Ilumina Single Cell 3' RNA Prep est une solution

de scRNA-Seq accessible et hautement évolutive

qui élargira la puissance de découverte pour les
chercheurs novices et chevronnés du domaine
unicellulaire. Le flux de travail manuel simple
comprend la capture d’ARNm, l'attribution d’un code
a barres et la préparation de librairies qui s’intégrent
facilement aux systémes de séquengage et au logiciel
d’analyse de données d’lllumina. lllumina Single

Cell 3' RNA Prep offre des performances élevées et
une facilité d’utilisation pour fournir des capacités

de scRNA-Seq a plus de laboratoires.
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https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/single-cell-rna-prep.html
https://www.illumina.com/techniques/sequencing/rna-sequencing/ultra-low-input-single-cell-rna-seq.html

Renseignements relatifs a la commande

Illumina Single Cell 3' RNA Prep

Produit N° de référence
lllumina Single Cell 3’ RNA Prep, T2 (8 échantillons, 2 000 cellules/échantillon) 20135689
lllumina Single Cell 3' RNA Prep, T10 (8 échantillons, 10 000 cellules/échantillon) 20135691
lllumina Single Cell 3’ RNA Prep, T20 (4 échantillons, 20 000 cellules/échantillon) 20135692
lllumina Single Cell 3' RNA Prep, T100 (2 échantillons, 100 000 cellules/échantillon) 20135693
lllumina Single Cell Unique Dual Indexes (96 index, 96 échantillons) 20132788
lllumina Single Cell Library Prep (8 réactions) 20132789
lllumina Single Cell 3’ RNA Capture, T2 (8 échantillons, 2 000 cellules/échantillon) 20132790
lllumina Single Cell 3' RNA Capture, T10 (8 échantillons, 10 000 cellules/échantillon) 20132791
lllumina Single Cell 3' RNA Capture, T20 (4 échantillons, 20 000 cellules/échantillon) 20132792
lllumina Single Cell 3' RNA Capture, T100 (2 échantillons, 100 000 cellules/échantillon) 20132793
lllumina Single Cell Nuclei Isolation Kit (4 échantillons) 20132795
lllumina Single Cell Supplemental Enrichment and Amplification Kit 20132794
lllumina Single Cell Prep Starter Equipment 20132796
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