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Introduction

Les micro-ARN (miARN) sont de petites molécules
d’ARN non codantes qui régulent I'expression

génique en inhibant la traduction de 'ARNm ou en

le ciblant a des fins de dégradation’. Ils jouent un

réle essentiel dans les processus cellulaires et le
développement, ce qui en fait un domaine de recherche
clé pour comprendre les mécanismes des maladies et
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Le séquencage de nouvelle génération (SNG) permet
un profilage précis et a débit élevé de I'expression
des miARN, ce qui permet aux chercheurs d’identifier
de nouveaux miARN, de quantifier leurs niveaux
d’expression et de découvrir leurs réles dans la
régulation génique®®. La courte longueur des miARN les
rend sensibles aux biais introduits pendant I'isolement
et la préparation des librairies qui peuvent affecter

la précision de la quantification. Une quantité limitée
d’ARN d’entrée peut également augmenter le risque
d'artéfacts de séquencage et réduire la sensibilité des
miARN de faible abondance*®.

[llumina miRNA Prep fournit une solution simple et
rentable pour générer des librairies de séquengage
de miARN et de petits ARN directement a partir d’ARN
total ou de miARN isolés pour la plupart des espéces.
[llumina miRNA Prep utilise une chimie optimisée qui
empéche les dimeres d’adaptateur, limite les biais

et améliore la quantification, et ce, méme pour les
échantillons limités de miARN.

Préparation des
échantillons

Préparation des

Commencer a partir [llumina miRNA Prep
d’ARN total ou de

miARN isolés

Figure 1: Flux de travail d’lllumina miRNA Prep

librairies de miARN

A propos d’lllumina miRNA Prep

Le flux de travail rationalisé d’lllumina miRNA Prep
commence avec de I’ARN total purifié ou des miARN
isolés a partir desquels les librairies de miARN sont
préparées, suivi par le séquencgage et I'analyse des
données (figure 1).

Les étapes optimisées de ligature, d'amplification et de
nettoyage des adaptateurs permettent aux chercheurs
de passer de I'ARN total purifié ou des miARN isolés

a des librairies de miARN prétes pour le séquencage
en moins d’une journée (tableau 1). Les principaux
avantages d’lllumina miRNA Prep comprennent :

» Ligature optimisée des adaptateurs : garantit
la capture sélective de miARN matures pendant
la préparation des librairies a l'aide d’adaptateurs
3' et 5' spécialement congus.

« Purification rationalisée par billes : réduit la durée
de manipulation et la complexité du flux de travail en
éliminant la sélection fastidieuse de la taille a l'aide
de gel.

» Prévention ciblée des dimeéres d’adaptateur :
préserve les lectures de séquencage pour
les véritables molécules de miARN a l'aide
d’'oligonucléotides modifiés qui réduisent la formation
de dimeres d’adaptateur.

=h
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Séquencgage Analyse

Applications sur
BaseSpace"*
Sequence Hub

Systémes de
séquencgage MiSeq"’,
NextSeq" ou
NovaSeq"*®

De I'ARN total ou des miARN isolés sont utilisés pour générer des librairies spécifiques aux miARN, qui peuvent étre séquencées sur tous
les systemes NextSeq, NovaSeq ou MiSeq d’lllumina (tableau 1). BaseSpace Sequence Hub d’lllumina fournit des outils logiciels pour

I'analyse primaire et secondaire.

a. Comprend les systémes NextSeq 500, NextSeq 550, NextSeq 1000, NextSeq 2000, NovaSeq 6000, NovaSeq X, NovaSeq X Plus, MiSeq et MiSeq i100.

b. Utilisation de 384 index doubles uniques.
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 Incorporation précise d’identifiants moléculaires
uniques (IMU) pendant la transcription inverse :
permet une quantification précise en marquant
chaque molécule de miARN d’origine pour distinguer
les molécules uniques des répétitions de PCR.

Réduction accrue des biais dans I'amplification
par PCR: améliore la sensibilité de détection et

garantit une quantification fiable des miARN de faible

abondance avec une entrée minimale d’ARN grace
a une chimie optimisée qui favorise une amplification
par PCR uniforme.

Tableau 1: Caractéristiques d’lllumina miRNA Prep

Isolement optimisé des miARN

Contrairement a la plupart des ARN cellulaires,

les miARN matures ont a la fois un groupe hydroxyle
3' et un groupe phosphate 5'. Ces caractéristiques
facilitent la ligature d’adaptateurs uniques qui
permettent I'amplification des miARN matures tout
en minimisant I'amplification d’autres types d’ARN

Parameétre lllumina TruSeq
miRNA Prep Small RNA
ARN total provenant
de cellules,
de tissus FFIP, Optimisé a l'aide
Type de sérum/plasma d’ARN total de
d’entrée ou de tissus frais/ RHU de haute
congelés provenant | qualité®
de la plupart des
especes
Entrée N b
requise 1a500ng 1000 ng
Nombre
d’index 384 DU 48 index uniques
disponibles

Systemes de

Systémes NextSeq,

Systémes MiSeq,

;sgueenngage NovaSeq et NextSeq 500/550
H ’ H c,d ’ H e
charge MiSeq d’lllumina d’lllumina
Env.4a5hde
manipulation,

Durée du flux
de travail’

3 h de manipulation,
7 h au total

env. 11 h au total

ou env. 1jour au

total avec élution
pendant la nuit

a. Lutilisation de I'’ARN d’autres especes, tissus ou qualités peut

nécessiter une optimisation supplémentaire.

b. Pour de meilleurs résultats, des quantités plus élevées d’ARN
total sont recommandées, en particulier pour les échantillons
de miARN de faible abondance.

c. Comprend les systémes NextSeq 500, NextSeq 550,
NextSeq 1000, NextSeq 2000, NovaSeq 6000, NovaSeq X,
NovaSeq X Plus, MiSeq et MiSeq i100.

d. Utilisation de 384 index doubles uniques.

e. Limités par le nombre d’ensembles d’index disponibles.

f. A partir de I'ARN total isolé jusqu’au nettoyage de la librairie.

FFIP, fixé au formol et inclus en paraffine; RHU, référence humaine
universelle; IDU, index doubles uniques.

(figure 2).
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Figure 2 : Chimie d’lllumina miRNA Prep

Les adaptateurs sont ligaturés aux extrémités 5' et

3' de chague miARN pour assurer une amplification
préférentielle. Les identifiants moléculaires uniques
(IMU) sont intégrés pendant I'étape de transcription
inverse (RT, Reverse Transcription), ce qui permet

la quantification numérique et la correction du biais
d’amplification. Un nettoyage rapide par billes remplace
la purification sur gel, réduisant la durée du flux de
travail a seulement sept heures.
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Nettoyage par billes sans gel

La purification a I'aide de gel des librairies amplifiées
est laborieuse, car elle nécessite une électrophorese,
une excision de bandes et une élution. De plus, elle

ne parvient souvent pas a éliminer tous les dimeres
d’adaptateur et ’ARN contaminant. lllumina miRNA Prep
supprime ces étapes grace a un flux de travail sans gel
et a base de billes (figure 3) qui améliore I'isolement
spécifique aux miARN tout en minimisant les dimeres
d’adaptateur et les types d’ARN indésirables.

Quantification objective

lllumina miRNA Prep améliore la quantification des
miARN en utilisant des IMU pour compter les molécules
individuelles (figure 2). Les méthodes traditionnelles
de préparation de librairies introduisent souvent un
biais pendant I'amplification, ce qui entraine une
surreprésentation de certains miARN et une distorsion
des niveaux d’expression. Etant donné que les IMU
sont incorporés suffisamment t6t, chaque molécule
de miARN n’est comptée qu’une seule fois, permettant
ainsi de distinguer les véritables signaux biologiques
des artéfacts tels que les dimeres d’adaptateur

(figure 4).
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Figure 3 : Comparaison du flux de travail d’lllumina
miRNA Prep et de TruSeq Small RNA

En éliminant I'électrophorése et la purification sur gel,
[llumina miRNA Prep offre un flux de travail plus rapide
avec une durée de manipulation réduite par rapport

a TruSeq Small RNA. Les durées peuvent varier selon

le matériel utilisé, le nombre d’échantillons traités,
I'automatisation des procédures et le niveau d’expérience
de l'utilisateur.

2000 000

» 1500 000 o
(0]
—
>

s 1000 000 o
(0]
—

500 000 1

R1 R2 R3 R1 R2 R3

100 ng 10 ng

B miARN marqués par ® Diméres d'adaptateur
des IMU

Figure 4 : Quantification objective des miARN

al'aide d'IMU

Enincorporant des identifiants moléculaires uniques

(IMU) au début du flux de travail, la plupart des lectures
de séquencgage sont cartographiées a des miARN uniques,
minimisant ainsi le biais des dimeres d’adaptateur.

Sensibilité optimisee

Les miARN sont devenus des biomarqueurs de maladies
telles que le cancer et les troubles neurodégénératifs®®.
Les exosomes, de petites vésicules extracellulaires
sécrétées par les cellules, transportent également les
miARN et les empéchent de se dégrader, augmentant
ainsi leur stabilité®. De plus, les miARN sont bien
préservés dans les tissus fixés au formol et inclus en
paraffine (FFIP) en raison de leur petite taille, ce qui
permet la réalisation d'études rétrospectives sur des
échantillons archivés™.

Etant donné que les miARN dans les biofluides et

les échantillons FFIP sont souvent présents en faible
abondance, des méthodes de préparation de librairies
hautement sensibles sont nécessaires pour une
détection précise. lllumina miRNA Prep répond a ce
défi en permettant le profilage des miARN a partir

de seulement 1 ng d’ARN total. Cette capacité est
bénéfique pour les études utilisant des biofluides tels
que le sérum (figure 5).
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Figure 5 : Détection fiable des miARN dans les échantillons de sérum

lllumina miRNA Prep fournit une détection fiable et reproductible des miARN dans les biofluides tels que le sérum. (A) Détection
de miARN a partir d’échantillons de sérum répliqués (R1 et R2). (B) Lectures des miARN cartographiés par rapport aux dimeres

d’adaptateur provenant des échantillons de sérum répliqués.

Analyse simplifiée des miARN

[llumina propose de puissantes solutions logicielles
pour analyser les données de séquencage des miARN,
en rationalisant I'identification et la quantification

des miARN. BaseSpace Sequence Hub et lllumina
Connected Analytics (ICA) fournissent une analyse
secondaire des données d’lllumina miRNA Prep,

y compris I'alignement des lectures, la cartographie et
la quantification. Les fichiers de sortie produits peuvent
ensuite étre utilisés pour des analyses tertiaires

telles que I'expression différentielle. Ces outils aident
les chercheurs a traiter efficacement les données

des miARN, en prenant en charge la découverte de
biomarqueurs et les études d’expression grace a une
analyse fiable et conviviale.
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Résumé

lllumina miRNA Prep offre un flux de travail rapide

et sans gel pour la préparation de librairies de
séquengage de miARN, intégrant la ligature des
adaptateurs et le marquage par IMU pour maximiser
la précision. Ce flux de travail convivial prend en
charge divers types d’échantillons, des biofluides

aux tissus FFIP, et permet un profilage du miARN a
débit élevé avec une durée de manipulation minimale.
La chimie optimisée garantit une amplification
préférentielle des miARN tout en éliminant les
dimeres d’'adaptateur et '’ARN contaminant, ce qui
permet d’obtenir des librairies plus propres et une
quantification plus précise. En optimisant I'efficacité
du flux de travail et en minimisant les artéfacts pour
une plus grande fiabilité, lllumina miRNA Prep améliore
la précision et I'impact de la recherche sur les miARN.

En savoir plus >
[llumina MiRNA Prep
BaseSpace Sequence Hub

Introduction au séquengage de 'ARN
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https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/illumina-mirna-prep.html
https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/basespace-sequence-hub/apps.html?tags=&pageSize=20&pageNumber=1&sortBy=title
https://www.illumina.com/techniques/sequencing/rna-sequencing.html
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Renseignements relatifs a la commande

Produit

lllumina miRNA Prep (96 échantillons)

Illumina miRNA UD Indexes Set A (96 index, 96 échantillons)

lllumina miRNA UD Indexes Set B (96 index, 96 échantillons)

lllumina MiRNA UD Indexes Set C (96 index, 96 échantillons)
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