. AREAS DE INVESTIGAGCAO APLICAVEIS

A tecnologia single-cell tem uma ampla gama de areas de aplicacgao:
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do cancro desenvolvimento células estaminais

| | REQUISITOS DAS AMOSTRAS

A tecnologia single-cell requer que as células estejam individualizadas.

Single-cell gene expression Fixed RNA profiling

ot . . . >300.000 células
N¢ inicial de células totais ~500.000 ndcleos
Viabilidade celular >95% >80% '
Concentracao 6ptima 700-1.200 400-4.000 * (single plex)
(cél A 1) 500-6.000 2 (4 plex)

s 500-10.000 2 (16 plex)

Células a analisar por amostra 500-10.000 500-10.000 (single plex)

500-10.000 (4 plex)
500-8.000 (16 plex)

Tamanho celular <30 um <30 um
N° de leituras por cél. recomendado 20.000 10.000
E— Humano e ratinho SINGLE-CELL

Frescas 3

P e MG 505000 niclos Sequencie individualmente,
pense globalmente

2 Dependendo do target a recuperar.
310X recomenda o envio imediato a frio, preferivelmente nos 30 min posteriores a individualizagéo. Consultar.

4 Em células criopreservadas assume-se uma perda de 50% de células vidveis sobre o numero original de células. 5
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Atecnologia single-cell RNA-Seq Que vantagens traz o single-cell RNA-seq face ao RNA-seq convencional?

permite conhecer o transcritoma ao
nivel da célula Unica, para descobrir a As tecnologias de  sequenciacdo
heteroaeneidade bresente nuMma requerem um passo de lise celular, no

el pN . qual, o material genético de todas as @ @
amostra. Esta solugado permite o células presentes numa amostra se

estudo de informacao previamente mistura num mesmo tubo para fazer @ @
inacessivel, ja que se podem analisar,
além de transcritomas, epigenomas A maioria das amostras tem uma

e repertérios imu nOlégiCOS, coma composicao celular heterogénea, pelo Input Single-Cell Cada célula tem um perfil Revela heterogeneidade e
gue os resultados que se obtém numa de expresséo distinto variabilidade de expressdo nas
subpopulagdes celulares

as bibliotecas de sequenciagao.

resolucao de células individuais. L .
seqgquenciagao convenoonal, e em

concreto num RNA-Seq, representam

a média de expressdao de todas as
células. Tecido s ?
Porém, o single-cell RNA-Seq permite l I n
individualizar as células de modo a

poder ver-se a expressao especifica

de cada uma das células permitindo Input RNA-Seq Média de expressao génica Heterogeneidade celular
. e o convencional de todas as células mascarada
identificar todos os tipos celulares

contidos numa amostra. Fonte: Modificado da www.10xgenomics.com

Na NIMGenetics colocamos a disposi¢cdo do investigador o servigo de single-cell, tanto em células frescas como fixadas.

. Single-Cell Gene expression . Fixed RNA-profiling

A aplicacao single-cell RNA-Seq proporciona perfis transcricionais que permitem aos investigadores A técnica de fixed RNA-profiling permite a elaboracéo de perfis completos do transcritoma, a partir de
compreender, ao nivel de uma sé célula, que genes se expressam, em que quantidades e como diferem células individuais, baseando-se na hibridacao de sondas.
dos niveis de expressao entre milhares de células presentes numa amostra.

Gracas ao equipamento Chromium iX é possivel trabalhar com células fixadas no momento da sua
colheita, resolvendo assim, uma das barreiras que a tecnologia single-cell apresentava até agora.

Cliente NIMGenetics
Isolamento de  Preparagéo de Envio de Avaliagdo da Eliminagdo de Preparacdo de Sequenciagdo
células amostras amostras viabilidade células mortas bibliotecas de single-cell
Fixar e permeabilizar Hibridar sondas Pool Particdo  Ligagdo e Extensdo C‘r\a-gao de Sequenciacao Andlise de
amostras em GEMs em GEMs bibliotecas Dados
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Células e
reagentes

Separacao de células Transcri¢do reversa Geragao de bibliotecas

- - ) = Separagao ica Geragdo de ali
Fonte: Elaboragao prépria e www.10xgenomics.com Preparagao de amostras (PR Transcrigdo € .9 Analise
celular reversa bibliotecas de dados

¢ Nesta aplicagao, as células frescas sao encapsuladas em GEMs, onde uma vez induzida a lise celular, capturam-se
as caudas polyA das moléculas de mRNA. Fonte: Modificado da www.10xgenomics.com

¢ Posteriormente, gera-se um cDNA etiquetado com um barcode que identifica a célula original e um identificador
molecular Unico (UMI) referente a cada transcrito de mRNA.

Oleo

] - o ) ) ) ) # Esta modalidade consegue preservar a informagao bioldgica mais suscetivel de ser deteriorada.
¢ Finalmente, o cDNA de cada célula amplifica-se e adiciona-se um ultimo adaptador de Illumina®, que inclui um

identificador daamostra. As bibliotecas geradas sao sequenciadas posteriormente num dos Nossos equipamentos
NovaSeq® 6000 e os dados sao facilmente analisados, mediante programas especificos.

¢ Permite o estudo da expressdo génica de uma célula Unica, em amostras que antes estavam inacessiveis, devido
aos desafios logisticos no manuseamento, transporte e armazenamento de amostras.



