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Geracao rapida e confiavel de
bibliotecas de sequenciamento
de mIRNA e RNA pequeno

& A

Economiza tempo e reduz a Melhora a detecgdo em Otimiza a precisdo da

perda de amostras ao eliminar amostras de RNA de baixa quantificagdo reduzindo vieses
a necessidade de purificagao entrada, evitando a formagéao e interferéncia de fundo

de gel de dimeros de adaptador
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Introdugao

MicroRNAs (miRNAs) sdo moléculas de RNA pequenas
e ndo codificantes que regulam a expressao génica
inibindo a tradugado do mRNA ou direcionando-o0 para
degradacdo.' Elas tém papéis essenciais Nos processos
e no desenvolvimento celulares, tornando-se um foco
de pesquisa chave para compreender mecanismos

de doengas e criar novas estratégias terapéuticas.

O sequenciamento de Ultima geragdo (NGS) permite

o perfilamento preciso e de alto rendimento da
expressao de miRNA, permitindo que os pesquisadores
identifiguem novos miRNAs, quantifiquem seus niveis
de expresséo e descubram suas fungdes na regulacao
génica.??® O curto comprimento dos miRNAs os torna
suscetiveis a vieses introduzidos durante o isolamento
e a preparacao da biblioteca que podem afetar a
precisdo da quantificagao. A disponibilidade limitada
de RNA de entrada também pode aumentar o risco de
artefatos de sequenciamento e reduzir a sensibilidade
para miRNAs de baixa abundancia.*®

O lllumina miRNA Prep fornece uma solugao simples e
econdmica para gerar miRNA e pequenas bibliotecas
de sequenciamento de RNA diretamente do RNA total
ou miRNA isolado para praticamente qualquer espécie.
O lllumina miRNA Prep usa uma quimica otimizada que
evita dimeros de adaptador, minimiza vieses e melhora
a quantificagao de amostras limitadas de miRNA.

Preparar Preparar
amostras bibliotecas

de miRNA
Inicio do RNA total Illumina miRNA Prep

ou miRNA isolado

Figura 1: Fluxo de trabalho lllumina miRNA Prep

Sobre o lllumina miRNA Prep

O fluxo de trabalho simplificado do Illumina miRNA Prep
comega com RNA total purificado ou miRNA isolado a
partir do qual as bibliotecas de miRNA sdo preparadas,
seguido por sequenciamento e andlise de dados
(Figura 1).

As etapas otimizadas de ligagao, amplificagéo e
limpeza do adaptador permitem que 0s pesquisadores
passem de RNA total purificado ou miRNA isolado para
bibliotecas de miRNA prontas para sequenciamento

em menos de um dia (Tabela 1). As principais vantagens
do lllumina miRNA Prep incluem:

» Ligacéao otimizada do adaptador: garante a captura
seletiva de miRNA maduro durante a preparag¢ao
da biblioteca usando adaptadores 3'e &'
especialmente projetados

« Purificacdo simplificada com base em beads:
reduz o tempo de trabalho pratico e a complexidade
do fluxo de trabalho, eliminando a sele¢ao tediosa
de tamanho baseada em gel

» Prevencao direcionada de dimeros de adaptador:
preserva leituras de sequenciamento para moléculas
de miRNA verdadeiras usando oligonucleotideos
modificados que reduzem a formagdo de dimeros
de adaptador

p_EH
SR | %

Sequenciar Analisar
MiSeq™, NextSeq™, or Aplicagdes no
NovaSeq™ Sequencing BaseSpace™
Systems®® Sequence Hub

O RNA total ou miRNA isolado é usado para gerar bibliotecas especificas de miRNA, que podem ser sequenciadas em todos os produtos
Illumina NextSeq, NovaSeq, or MiSeq Systems (Tabela 1). O Illlumina BaseSpace Sequence Hub fornece ferramentas de software para

andlise primaria e secundaria.

a. Inclui NextSeq 500, NextSeq 550, NextSeq 1000, NextSeq 2000, NovaSeq 6000, NovaSeq X, NovaSeq X Plus, MiSeq e MiSeq i100 Systems.

b. Usando 384 indexes duplos Unicos.
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» Incorporacgéo precisa de identificadores
moleculares exclusivos (UMIs) durante a
transcrigao reversa: permite a quantificagado precisa
marcando cada molécula de miRNA original para
distinguir moléculas exclusivas de duplicatas de PCR

Reducéo de viés aprimorada na amplificacao

de PCR: melhora a sensibilidade de deteccao e
garante quantificagado confidvel de miRNAs de baixa
abundancia com entrada minima de RNA por meio
de quimica otimizada que promove amplificagdo
uniforme de PCR

Isolamento otimizado de miRNA

Ao contrdrio da maioria dos RNAs celulares, os
miRNAs maduros tém um grupo hidroxila 3" e um grupo
fosfato 5'. Essas caracteristicas facilitam a ligagdo de
adaptadores exclusivos que permitem a amplificagédo
de miRNAs maduros, minimizando a amplificacéo de
outros tipos de RNA (Figura 2).

Tabela 1: Especifica¢des do lllumina miRNA Prep

Parametro

Tipo de entrada

Entrada
obrigatdria

N.° de indexes
disponiveis

Sistemas de
sequenciamento
compativeis

Tempo do fluxo
de trabalhof

lllumina miRNA
Prep

RNA total de
células, tecido
FFPE, soro/plasma
ou tecido fresco
congelado de
praticamente
qualquer espécie

1a 500 ng®

384 UDI

lllumina NextSeq,
NovaSeq, e MiSeq
Systems®

3 h de trabalho
pratico, 7 h no total

TruSeq Small
RNA

Otimizado usando
RNA total UHR de
alta qualidadea®

1.000 ng

48 indexes unicos

Illumina MiSeq,
NextSeq 500/550
Systems®

Aprox. 4a5hde
trabalho pratico,
aprox. 11 h no total,
ou aprox. 1 dia com
eluigdo durante a
noite

a. Ouso de RNA de outras espécies, tecidos ou qualidades pode exigir
otimizagao adicional.
b. Para obter melhores resultados, sdo recomendadas quantidades
mais altas de RNA total, especialmente para amostras de miRNA
de baixa abundancia.
c. Inclui NextSeq 500, NextSeq 550, NextSeq 1000, NextSeq 2000,
NovaSeq 6000, NovaSeq X, NovaSeq X Plus, MiSeq e MiSeq i100

Systems.

d. Usando 384 indexes duplos Unicos.
e. Limitado pelo numero de conjuntos de indices disponiveis.
f. Comegando do RNA total isolado até a limpeza da biblioteca.

FFPE, fixado em formalina, emblocado em parafina; UHR, referéncia humana
universal; UDI, indexes duplos unicos.
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Figura 2: lllumina miRNA Prep chemistry

Os adaptadores sdo ligados as extremidades 5' e 3'

de cada miRNA para garantir amplificacao preferencial.
Identificadores moleculares Unicos (UMIs) sédo
incorporados na etapa de transcrigdo reversa (RT),
possibilitando quantificagao digital e corregédo do

viés de amplificacdo. Uma limpeza rapida com beads
substitui a purificagdo em gel, reduzindo o fluxo de
trabalho para apenas sete horas.
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Limpeza sem gel e com base
em beads

A purificagdo baseada em gel de bibliotecas
amplificadas é trabalhosa, exigindo eletroforese,
excisdo da banda e eluigdo, e muitas vezes ndo remove
todos os dimeros de adaptador e o RNA contaminante.
O lllumina miRNA Prep elimina essas etapas com

um fluxo de trabalho sem gel e com base em beads
(Figura 3) que melhora o isolamento especifico do
miRNA, minimizando os dimeros do adaptador e tipos
de RNA indesejados.

Quantificagao imparcial

O lllumina miRNA Prep melhora a quantificagao do
miRNA usando UMIs para contar moléculas individuais
(Figura 2). Os métodos tradicionais de preparagdo de
bibliotecas frequentemente introduzem viés durante

a amplificagdo, levando a super-representacao de
certos miRNAs e distorgdo dos niveis de expressao.
Como os UMIs sdo incorporados em um estagio inicial,
cada molécula de miRNA é contada apenas uma vez,
distinguindo sinais biolégicos verdadeiros de artefatos
como dimeros de adaptador (Figura 4).

lllumina miRNA Prep TruSeq Small RNA

© RNA total © RNAtotal

© Ligacso do adaptador © Ligacso do adaptador

o Transcrigao reversa e Transcrigao reversa

Integragao de UMIs

horas

~ o Limpeza de cDNA com o Amplificagdo de PCR

base em beads
e Amplificag@o de PCR

11 horas a 1 dia

e Eletroforese em gel

e Limpeza com base e Purificagédo
em beads e concentragao
0 Quantificagdo o Quantificagéo
e normalizagdo e normalizacdo

0 Pronto para sequenciamento o Pronto para sequenciamento

Figura 3: Comparacgao do fluxo de trabalho do lllumina
miRNA Prep e TruSeq Small RNA

Ao eliminar a eletroforese e a purificagdo em gel,

o lllumina miPrep mRNA Prep oferece um fluxo de
trabalho mais rapido com tempo de trabalho prético
reduzido em comparagao com o TruSeq Small RNA.

Os tempos podem variar dependendo dos equipamentos
usados, dos numeros de amostras processadas,

dos procedimentos de automagéao ou da experiéncia

do usuario.

2000K A

1500K -

1000K -

Leituras

500K -

R1 R2 R3 R1 R2 R3
100 ng 10 ng

® miRNAs identificados com UMI B Dimeros de adaptador

Figura 4: Quantificagdo imparcial de miRNA
usando UMIs

Ao incorporar identificadores moleculares exclusivos
(UMIs) no inicio do fluxo de trabalho, a maioria das
leituras de sequenciamento é mapeada para miRNAs
exclusivos, minimizando o viés dos dimeros de adaptador.

Sensibilidade maximizada

Os miRNAs surgiram como biomarcadores

para doencas como cancer e disturbios
neurodegenerativos.®® Os exossomas, pequenas
vesiculas extracelulares secretadas pelas células,
também carregam miRNAs e os protegem da
degradacdo, aumentando sua estabilidade.®

Além disso, os miRNAs sdo bem preservados em
tecidos fixados em formalina e emblocados em parafina
(FFPE) devido ao seu pequeno tamanho, permitindo
estudos retrospectivos em amostras arquivadas.®

Como os miRNAs em biofluidos e amostras FFPE estdo
frequentemente presentes em baixa abundancia,
métodos de preparacgdo de biblioteca altamente
sensiveis sdo necessarios para a detecgao precisa.

O lllumina miRNA Prep aborda esse desafio permitindo
a determinacao do perfil de miRNA a partir de apenas
1ng de RNA total. Essa capacidade é benéfica para
estudos que usam biofluidos, como soro (Figura 5).

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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Figura 5: Detecgé@o completa de miRNA em amostras de soro
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O Illumina miRNA Prep fornece detecgao de miRNA completa e reproduzivel em biofluidos, como soro. (A) Detecgdo de miRNA de
amostras replicadas de soro (R1 e R2). (B) Leituras de miRNAs mapeados em comparagdo com dimeros de adaptador de amostras

replicadas de soro.

Analise simplificada de miRNA

A lllumina oferece solugdes de software poderosas
para analisar dados de sequenciamento de miRNA,
simplificando a identificagao e quantificagdo de
miRNAs. O BaseSpace Sequence Hub e o lllumina
Connected Analytics (ICA) fornecem analise secundaria
dos dados do lllumina miRNA Prep, incluindo
alinhamento de leitura, mapeamento e quantificagao.
Os arquivos de dados gerados resultantes podem

ser usados para analises terciarias, como expressao
diferencial. Essas ferramentas ajudam os pesquisadores
a processar dados de miRNA com eficiéncia, apoiando
estudos de descoberta e expressao de biomarcadores
com analise confidvel e facil de usar.

Resumo

O lllumina miRNA Prep oferece um fluxo de trabalho
rapido e sem gel para a preparagéo da biblioteca
de sequenciamento de miRNA, integrando ligagao
de adaptador e marcagao de UMI para maximizar

a precisdo. O fluxo de trabalho facil de usar oferece
suporte a diversos tipos de amostras, desde
biofluidos até tecido FFPE, e permite a criagédo de
perfis de miRNA de alto rendimento com tempo
minimo de trabalho pratico. A quimica otimizada
garante amplificagdo preferencial de miRNA,
eliminando dimeros de adaptador e contaminando
0 RNA, resultando em bibliotecas mais limpas e
quantificagdo mais precisa. Ao otimizar a eficiéncia
do fluxo de trabalho e minimizar artefatos para maior
confiabilidade, o lllumina miRNA Prep melhora a
precisdo e o impacto da pesquisa de miRNA.

Saiba mais —>
Ilumina MiRNA Prep
BaseSpace Sequence Hub

Introducao ao sequenciamento de RNA
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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
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Informagdes para pedidos
Produto

Ilumina MiRNA Prep (96 samples)
lllumina MiRNA UD Indexes Set A (96 indexes, 96 samples)
lllumina MiRNA UD Indexes Set B (96 indexes, 96 samples)

lllumina MiRNA UD Indexes Set C (96 indexes, 96 samples)
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