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TruSeq™” RNA Exome

illumina

Una solucién reproducible y econdmica para analizar ARN aislado de muestras de tejidos
fijados en formol y embebidos en parafina (FFEP) y otras de baja calidad.

Puntos destacados

® Obtencion de datos de gran calidad de muestras
complicadas
Evalia las muestras degradadas, incluidos los tejidos FFPE,
para secuenciarel ARN

® Cobertura excepcional con contenido especifico
Potencia la precision de descubrimiento a una profundidad
de secuenciacion reducida al centrarse en regiones
codificantes del transcriptoma

® Aporte de muestras reducido
Consigue datos de gran calidad con tan solo 10 ng de ARN total

® Solucién con un flujo de trabajo integrado y flexible
El flujo de trabajo exhaustivo simplifica la secuenciacion de la
captura del exoma del ARN y permite el plexado sencillo o
multiple de hasta 4 unidades

Introduccién

Existen millones de muestras de tejidos de archivo FFEP que
proporcionan un archivo de informacion enorme y de valor
incalculable para la investigacion de enfermedades, especialmente
de cancer. Normalmente, estas muestras van asociadas a datos
fenotipicos a largo plazo que pueden generar informacion sobre
cambios de expresion genética que se producen en diversas fases
de la enfermedad. Lamentablemente, el proceso de fijaciony el
almacenamiento de muestras FFEP pueden degradaren gran
medida el ARN, lo que dificulta la realizacién de estudios de creacién
de perfiles de expresiones genéticas fiables y reproducibles con
secuenciacion de ARN. "2 Puede extraerse ARN Util de muestras
FFEP, pero los métodos de analisis que se utilizan hoy en dia generan
resultados con un alto grado de variabilidad o precisan una
secuenciacion exhaustiva y costosa.

Esto provoca vistas del transcriptoma significativamente diferentes, lo
que a su vez se traduce en una reduccion de la fiabilidad de los datos
y en un aumento de los requisitos presupuestarios.

Obtencidén de datos de gran calidad de
muestras complicadas

Para afrontar estos retos y facilitar el acceso a informacion valiosa de
muestras FFPE u otras de baja calidad, lllumina ofrece TruSeq RNA
Exome, comercializado anteriormente como TruSeq RNA Access
Library Prep Kit (figura 1). Con este flujo de trabajo, los investigadores
podran aplicar la tecnologia de secuenciacion de Ultima generacién
(NGS, porsus siglas en inglés) en estudios de expresion genética en
los que se utilice ARN aislado de muestras de baja calidad. Dado que
se centra en las regiones codificantes del ARN, TruSeq RNA Exome
precisa menos lecturasy menoraporte de ARN, lo que aumenta la
cantidad de muestras por experimento y permite realizar analisis de
transcriptomas mas rentables.

Cobertura excepcional

TruSeq RNA Exome incluye un conjunto de sondas con un alto grado
de optimizacion que ofrece una cobertura completa de las
secuencias codificantes de ARN. TruSeq RNA Exome incluye mas
de 425 000 sondas, cada una disefada segun el genoma de
referencia NCBI37/hg19, que cubren el 98,3 % del exoma RefSeq.

El conjunto de sondas se ha disefiado para capturarmas de 210 000
objetivos, que abarcan 21 415 genes de interés (tabla 1).

Tabla 1: Detalles de cobertura de TruSeq RNA Exome
TruSeq RNA Exome

Especificaciones de cobertura

N.° de genes objetivo 21415
N.° de regiones exdnicas objetivo 214126
N.°de sondas 425 437
Porcentaje de exoma RefSeq cubierto 98,3 %

Preparar bibliotecas

=l

RNA Exome Enrichment

TruSeq RNA Exome

Flujo de trabajo con TruSeq

Secuenciar

- )

Sistemas de las series NextSeq™,
HiSeq™ y NovaSeq™

Analizar datos

[ ]

o
°

Aplicaciones basicas BaseSpace®:
aplicacion de alineacion TopHat

Figura 1: Flujo de trabajo de TruSeq RNA Exome: TruSeq RNA Exome forma parte de una solucion integrada de secuenciacion de Ultima generacion que incluye la
preparacion simplificada de bibliotecasy la captura de transcriptoma codificante, la secuenciacién y el andlisis sencillo de los datos.
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Contenido especifico

TruSeq RNA Exome proporciona una gran eficacia de captura que
centra los esfuerzos de secuenciacion en el contenido de gran valor
de las regiones codificantes del ARN. Para demostrarlo, se
prepararon bibliotecas con tumor pulmonar FFEP y muestras
normales utilizando TruSeq Stranded Total RNA y TruSeq RNA
Exome. La secuenciacion y el analisis efectuados con la aplicacion
de alineacion TopHat de BaseSpace revelaron que TruSeq RNA
Exome produjo la alineacion de mas del 85 % de las bases cubiertas
con secuencia codificante y regiones no traducidas (UTR) de ARN,
en comparacion con la cantidad menoral 40 % que se alined con
TruSeq Stranded Total RNA (figura 3). Al trabajar con contenido mas
especifico, TruSeq RNA Exome produce conjuntos de datos mas
pequefos que permiten un analisis mas rapido y una manipulacion
mas sencilla de los datos.

Aporte de muestras reducido

La elevada eficacia de captura y la uniformidad de cobertura
minimizan la profundidad de secuenciacion necesaria para
determinar con precision y sin sesgos los niveles de expresion.

Desde tan solo 10 ng de ARN total, es posible lograr la profundidad de
secuenciacion necesaria para disfrutar de una cuantificaciony
deteccion precisas de transcripcionesy fusiones de genes. Esta baja
demanda de aporte hace de TruSeq RNA Exome la solucién ideal
para muestras valiosas con material inicial limitado.

Flujo de trabajo sencillo y flexible

TruSeq RNA Exome esta disenado y totalmente optimizado para
proporcionar flexibilidad en las necesidades de multiplexado. Es una
solucion sencilla y flexible dentro del flujo de trabajo integrado de
secuenciacion de ultima generacion de lllumina que incluye la
preparacion de bibliotecas, la secuenciacion y el analisis de los datos
(figura 1).

Preparacion racionalizada de bibliotecas

Las bibliotecas para secuenciacion de ARN monocatenario se
preparan con el proceso quimico acreditado TruSeq. Este método
afiade oligonucledtidos Unicos en cada biblioteca y los etiqueta en
grupos sucesivos en un carril (figura 2A). Este paso de agrupacion de
varias muestras permite cargar mas muestras en un Unico experimento
de secuenciacion, lo que hace viableslos estudios de alto
rendimiento. Tras el agrupamiento de las bibliotecas, se lleva a cabo
una fase de captura que genera una biblioteca objetivo desprovista de
ARN ribosémico y regiones intronicas o intergénicas. Las bibliotecas
agrupadas se hibridan en sondas marcadas con biotina especificas
para las regiones codificantes de ARN (figura 2B). A continuacion, se
capturan los objetivos especificos del grupo ahadiendo bolas de
estreptavidina que se ligan a las sondas con biotina (figura 2C).
Losimanes extraen los fragmentos de ARN ligados de la solucion
(figura 2D). Dichos fragmentos de ARN capturados se eluyen de las
bolasy se hibridan para obtener una segunda reaccion de
enriguecimiento. Tras la amplificacion, se dispondra de una biblioteca
objetivo lista para la generacion de gruposyy la secuenciacion
posterior. Los reactivos se suministran en una cantidad suficiente para
proporcionar flexibilidad al plexado de muestras, desde secuenciacion
de una sola unidad a multiplexado de 4 unidades. Los reactivos de
mezcla maestra facilitan un inicio rapido y hacen que el proceso sea
facilmente automatizable.
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Figura 2: Proceso quimico de captura de TruSeq RNA Exome: TruSeq RNA
Exome ofrece un protocolo facil y racionalizado para aislar las regiones objetivo de
interés de las muestras.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagnédstico.



Preparacién de bibliotecas | Secuenciacion | Andlisis de datos

Human hg19 v dvi0 v | chr10:123,225,756-123,375 641 o ft « » @O x @ Enngunnn

149 kb
12328040 123200 k> 1232004 123300 b 12332000 123340 4 123,360 40
1 1 1 1 1 1 1 1

TruSeq Stranded
Total RNA 200M

TruSeq Stranded
Total RNA 30M

RNA Exome 25M \ . l
RNA Exome | piren 1111 e ] 1 n I
Probes ‘probe.chr10.123233875  CEX-probe-chr 10-123260299 CEX-probe.chr10.123297876  CEX.probe.chr 10123323975 CEX-probe-chr10-123353182
RefSeq R P bhd t ! H ]
Genes FGFR2
B Porcentaje de bases alineadas por region

ARN total monocatenario TruSeq

Pulmén normal

TruSeq RNA Exome

Pulmén normal

Pulmén con tumor

0% 25 % 50 % 75 % 100 %

. Codificante . UTR . Intrén . Intergénica

Figura 3: Atencién puesta en las regiones codificantes del ARN con TruSeq RNA Exome: Se prepararon muestras de tumor pulmonar FFEP y muestras normales
utilizando TruSeq Stranded Total RNA y TruSeq RNA Exome. Las bibliotecas se secuenciaron a 200 millonesy 25 millones de lecturas, respectivamente. (A) Las muestras
preparadas con TruSeq RNA Exome presentan una cobertura de exones mucho mayor, incluso con 1/8 menos de lecturas. Con el fin de realizar una comparacion, se
redujeron las lecturas de los datos de las muestras de TruSeq Stranded Total RNA a 30 millones. (B) Usando la aplicacion de alineacion TopHat de BaseSpace, mas del

85 % de los datos generados con TruSeq RNA Exome se alinearon con transcripciones (codificantesy UTR).
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Secuenciacién rentable

Al centrarse en las regiones codificantes del ARN y combinar TruSeq
RNA Exome con instrumentos de alto rendimiento como los de las
series NextSeq, HiSeqy NovaSeq, los laboratorios pueden secuenciar
5 veces mas muestras por experimento sin sacrificar la calidad de los
datos (figuras 3y 4). TruSeq RNA Exome genera informacion
extremadamente precisa que aumenta el porcentaje de lecturas
exonicas utiles en el conjunto de regiones codificantes de ARN muy
fragmentado. Las lecturas se centran en las regiones de interés, con lo
que el presupuesto se aprovecha de forma eficaz para las lecturas
(tabla 2) sin sacrificar la precision del descubrimiento de fusiones de
genes (figura 5).

y = 1,0205x + 0,0368
| Re=09418

Comparacion de pulmén normal y pulmén con tumor
enriquecido con TruSeq RNA Exome (25 millones)

Comparacion de pulmén normal y pulmén con
tumor con TruSeq Stranded Total RNA (250 millones)

Figura 4: Datos precisos con un pequefio porcentaje de lecturas: Se prepararon
bibliotecas con TruSeq RNA Exome (25 millones de lecturas) y TruSeq Stranded
Total RNA (250 millones de lecturas) a partir de muestras de tumor pulmonar y
muestras normales. El andlisis de la expresion diferencial revela que los valores
con factor de multiplicacion log, encuentran una elevada correspondencia en el
intervalo analitico completo (R? = 0,9418).

Tabla 2: TruSeq RNA Exome estira el presupuesto de las lecturas

Secuenciacion
Sistema de secuenciacion de ARN fresco,
congelado o FFEP?
P . ) 1 t

Proceso quimico del sistema MiSeq™ v3 mue§ ra por
experimento

Sistema NextSeq 500, celda de flujo de rendimiento medio ° muegtras por
experimento

Sistema NextSeq 500, celda de flujo de rendimiento 16 muestras por
elevado experimento

Sistema HiSeq 2500, modo de andlisis rapido 24 muestras por

experimento
Sistema HiSeq 2500, modo de rendimiento elevado 160 mugstras por

experimento
Sistema NovaSeq 6000, celda de flujo S2 182 muestras por

experimento
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Figura 5: Descubrimiento eficiente de fusiones de genes: TruSeq RNA Exome
permite la deteccion de transcripciones de fusiones expresadas sin la necesidad
de disenar sondas especificas para la union de fusiones. La fusion BCR-ABL bien
definida se detecta eficazmente en la muestra de ARN de referencia humana
universal (Universal Human Reference RNA, UHRR) a 25 millones de lecturas.

Anadlisis de datos cémodo y sencillo

Los conjuntos de datos de TruSeq RNA Exome se pueden analizar
utilizando las aplicaciones de software de secuenciacion de ARN de
BaseSpace Sequence Hub. Estas aplicaciones proporcionan las
herramientas para analisis de datos preferidas por los especialistas con
una interfaz intuitiva y simple disenada para personas inexpertas en
informatica. TopHat 2 posibilita una alineacion de alta fiabilidad para
mediciones de abundancia, asi como para la deteccion de zonas de
unién exon-intron, fusion de genesy SNP. CuffDiff permite el
descubrimiento de transcripciones sensiblesy el andlisis de
expresiones diferenciales. TopHat Fusion ofrece una deteccion solida
y de alta fiabilidad de fusiones de genes, mientras que el proceso
Isaac™ de llumina brinda llamadas de variantes fiables.® Los archivos
resultantes se pueden utilizaren muchos otros programas de analisis
secundarios. Dichas aplicaciones de secuenciacion de ARN permiten
agregar de forma sencilla informes de varias muestras, recibir
notificaciones en dispositivos méviles cuando finalizan los trabajos y
organizar de manera eficaz los archivos para colaborary compartir.

Resumen

Las muestras FFEP ofrecen una gran cantidad de informacion a la que
histéricamente ha sido complicado acceder. Como parte de una
solucion integrada de secuenciacion de llumina, TruSeq RNA Exome
proporciona un método reproducible y econémico de secuenciacion
de ARN a partirde muestras FFEP y otras de baja calidad.

Informacién adicional

Para obtener mas informacion sobre la secuenciacion de captura del
exoma del ARN, visite
www.illumina.com/techniques/sequencing/ma-sequencing/ma-
exome-capture-sequencing.html.
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Datos para realizar pedidos

o

Producto N', de

catalogo
TruSeq RNA Library Prep for Enrichment (48 muestras) 20020189
TruSeq RNA Enlrlchrr?erl]t (hasta 48 muestras a 4 unidades de 20020490
plexado, 12 enriquecimientos)
TruSeq RNA Single Indexes Set A (12 indices, 48 muestras) 20020492
TruSeq RNA Single Indexes Set B (12 indices, 48 muestras) 20020493
Exome Panel (45 Mb) 20020183
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