HOJA DE DATOS

lHlumina DNA
PCR-Free Prep,
Tagmentation

Un flujo de trabajo rapido,
integrado y de alto rendimiento
para aplicaciones de
secuenciacion del genoma
completo.

« Elrendimiento de preparacion de librerias optimizado
genera resultados muy precisos y fiables.

» Elprotocolo flexible se adapta a una amplia gama de
tipos de muestras para aplicaciones de secuenciacion
sensibles.

« Flujo de trabajo répido y compatible con la
automatizacion de aproximadamente 1,5 horas de
tiempo total con bajos requisitos de entrada de ADN.

illumina
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Introduccion

La secuenciacion de nueva generacion (NGS, Next-
Generation Sequencing) ha revolucionado la forma de hacer
estudios gendmicos gracias al aumento considerable de

la cantidad y la calidad de los datos que los investigadores
pueden generar en cada experimento y gracias a la
reduccién del coste y del tiempo hasta obtener los
resultados. Aunque la tecnologia de secuenciacién de
[llumina ha avanzado con rapidez en los ultimos afios,

los protocolos de preparacién de librerias que dependen
de la PCR siguen presentando importantes dificultades.

El sesgo de la PCR puede dar lugar a una cobertura
deficiente a lo largo del genoma, en particular, en aquellas
regiones con una composicion de bases irregular.

Para abordar esta complicacion, lllumina DNA PCR-Free
Prep, Tagmentation (lllumina DNA PCR-Free) ofrece una
combinacioén uUnica de tagmentacién en bolas con un

flujo de trabajo sin PCR (figura 1).
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Figura 1: Quimica de lllumina DNA PCR-Free. Una solucién
eficaz para preparar e indexar librerias de muestras.

Fragmento listo para secuenciacion
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Funcionamiento

La tagmentacion es una reaccién mediada por
transposomas que combina el marcado y la fragmentacion
del ADN en una reaccién Unica y rapida. En la tagmentacion
en bolas, se utilizan transposomas vinculados por bolas
para conseguir una reaccion mas uniforme de dicho proceso
en comparacion con las reacciones de tagmentacion en la
propia solucion. Una vez que los transposomas vinculados
por bolas se saturan de ADN, no pueden producirse mas
reacciones de tagmentacion, lo que ofrece un rendimiento
uniforme de la libreria y unos tamafios de fragmentos de

la librerfa homogéneos."? Ademas, al suprimir los pasos de
amplificacién PCR, la quimica de lllumina DNA PCR-Free
elimina el sesgo inducido por la PCR y proporciona una
informacion muy precisa de las secuencias para aplicaciones
sensibles, como la identificacion de variantes tumorales-
normales o como la secuenciacién del genoma humano
completo (WGS, Whole-Genome Sequencing). El ensayo
lllumina DNA PCR-Free puede completarse en 90 minutos
si se utiliza ADN gendmico (ADNg) extraido o en tan solo
2,5 horas si se utilizan muestras sin procesar, como sangre

o saliva (tabla 1).

Tabla 1: Especificaciones de Illumina DNA PCR-Free

Parametro lllumina DNA TruSeq DNA
PCR-Free PCR-Free

i ADNg, sangre, saliva,

Tipo de entrada e

de ADN pldsmidos y gotas de ADNg
sangre seca

Cantidad de i

entrada de ADN De 25nga 300 ng Dela2ug

Método de Bafio ultrasonico

fragmentacion

Tagmentacion en bolas

Covaris

Multiplexado 384 indices dobles’ 96 indices
de muestras dobles
MiniSeq”, MiSeq”,

; NextSeq” 550 Todos los
Sistemas de ' )
secuenciacion NextSeq 1000, sistemas de
compatibles NextSeq 2000, secuenciacion

P NovaSeq” 6000 de lllumina
NovaSeq X
Aprox. 90 min” con

) ! ADNg extraido

Tiempo total de flujo Aprox. 2,5 h con Aprox. 11 h

de trabajo’

sangre o saliva sin
procesar

Tamafio de fragmento®

450 pb

350 pb 0 550 pb

a. Lacantidad de entrada maxima para lllumina DNA PCR-Free es de 2 ug.

b. Paraconocer las estrategias de correccion de indices para mitigar la
variabilidad entre librerias multiplexadas, consulte Balancing sample coverage
for whole-genome sequencing (Equilibrado de la cobertura de muestras
para la secuenciacidn del genoma completo).

c. Laduracion total del flujo de trabajo incluye los pasos de extraccion
y cuantificacion del ADN, tagmentacidn y agrupacion de librerias.

d. Tiempo de flujo de trabajo para la saturacién de ADNg de entrada (300 ng).

e. Para obtener mas informacién sobre el ajuste de los tamafios de los
fragmentos a 350 pb 0 550 pb, consulte Tunable insert sizes with lllumina
DNA PCR-Free Prep, Tagmentation (Tamafo de fragmentos ajustable
con lllumina DNA PCR-Free Prep, Tagmentation).
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Cobertura muy uniforme
del genoma completo
para WGS en humanos

La uniformidad de la cobertura mide la exhaustividad

de los datos en todo el genoma en un experimento de
secuenciacion. La cobertura uniforme permite una llamada
mas precisa de las variantes que estan alejadas de la
profundidad media.® Para evaluar el rendimiento de la
cobertura en un intervalo de contenido de GC, se trazaron
los datos de cobertura normalizados de Illlumina DNA
PCR-Free y TruSeg™ DNA PCR-Free frente al contenido
del genoma humano en porcentaje de GC. Por lo general,
los datos del genoma humano constan de un 20-70 %

de secuencias de GC. Ambos Kkits muestran un grado de
cobertura uniforme en una amplia gama de contenido

de GC representada por los datos de WGS en humanos
(figura 2), lo que indica que lllumina DNA PCR-Free es
excepcionalmente adecuado para aplicaciones de WGS
en humanos.

Cobertura uniforme en
regiones con un alto
contenido en GC o AT

Debido a los elementos estructurales en la transcripcion
del genoma humano, las regiones promotoras de genes
humanos suelen ser de alto contenido en GC o de bajo
contenido en GC y pueden ser dificiles de amplificar
mediante la PCR.“ Las librerias de WGS humanas
preparadas con kits que excluyen la PCR pueden mostrar
una mejor cobertura en determinadas regiones promotoras
ricas en GC. Para comparar el rendimiento de cobertura
de lllumina DNA PCR-Free, TruSeq DNA PCR-Free

y TruSeqg DNA Nano (incluye PCR), se prepararon librerias
a partir de ADNg de la estirpe celular humana NA12878
(Coriell Institute). Todas las librerias se secuenciaron

en un HiSeq™ System™ con una configuracion del
experimento de 2 x 150 pb. La resolucion de los datos se
redujo a una cobertura de 32-40x. En comparacion con
los datos de TruSeq DNA Nano, los conjuntos de datos
de lllumina DNA PCR-Free y de TruSeq DNA PCR-Free
muestran una cobertura superior en una regiéon con un
gran hueco de GC en el gen humano RNPEPLT (figura 3).
Eluso de lllumina DNA PCR-Free mejora la cobertura en
regiones complicadas.

* HiSeq System ya no estd disponible. Sin embargo,
la informacién proporcionada es aplicable a otros
sistemas enumerados en la tabla 1.
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Figura 2: Uniformidad de la cobertura de Illumina DNA PCR-
Free. lllumina DNA PCR-Free ofrece una cobertura uniforme
en toda la gama de contenido de GC en el genoma humano.
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Figura 3: Comparacién de la cobertura de lecturas en regiones
con alto contenido en GC. lllumina DNA PCR-Free proporciona
una cobertura superior en las lecturas de las regiones
promotoras con alto contenido en GC del gen RNPEPLT humano,
en comparacion con TruSeq DNA PCR-Free Kit y TruSeq DNA
Nano Library Prep Kit. Los mapas de lecturas se visualizaron
con la aplicacién Integrative Genomics Viewer (IGV), disponible
en BaseSpace™ Sequence Hub.
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Rendimiento excelente en
toda una gama de cantidades
de entrada de ADN

Se evalué el rendimiento de Illlumina DNA PCR-Free en una
gama de cantidades de entrada de ADN. Se prepararon
librerias de ADNg de una estirpe celular humana (Coriell
Institute, NA12878) utilizando cantidades de entrada de
600 ng para TruSeq DNA PCR-Free y de 20 ng a 200 ng"
para lllumina DNA PCR-Free. Las librerias se secuenciaron
en un NovaSeq™ 6000 System con una configuracion del
experimento de 2 x 150 pb y, a continuacién, se redujo

la resolucién a una cobertura media de 40x. Se hizo una
comparacién de las puntuaciones de calidad, la llamada de
bases y los criterios de medicidn de llamada de variantes.
Los datos de cada tipo de libreria son muy precisos,

con mas del 85 % de las bases con una puntuacién Q30

o superior en NovaSeq 6000 System (figura 4A). Asimismo,
los conjuntos de datos muestran un rendimiento equivalente
en la llamada de bases tanto en los autosomas como

en los exones y una llamada de variantes equivalente
(figura 4b). También fueron equivalentes la calidad de los
datos, el rendimiento de la llamada de bases y la llamada
de variantes en todas las entradas de ADN, incluida la
entrada escasa de 20 ng*.

Tagmentacion en bolas
y protocolo sin PCR

lllumina DNA PCR-Free proporciona una combinacion
Unica y potente de beneficios gracias a la tagmentacion

en bolas y a la quimica sin PCR. El punto de saturacién en
bolas de lllumina DNA PCR-Free es =300 ng de ADNg.

La saturacion en bolas permite un control robusto del
tamafio de fragmento y un rendimiento normalizado a partir
de cantidades de entrada de ADN superiores a 300 ng.
Este protocolo minimiza los pasos de cuantificacion previos
y posteriores a la preparacion de librerfas. Las librerias
normalizadas pueden agruparse en funcién del volumen;
con ello se evita la cuantificacion individual de librerias,
qgue requiere mucho tiempo. Al eliminar los pasos de
cuantificacion y de PCR, Illumina DNA PCR-Free ofrece

un ensayo optimizado en 90 minutos (figura 5). Aunque la
normalizacién se consigue con entradas menores o iguales
a 150 ng, se pueden generar librerfas viables y de alto
rendimiento con una entrada de ADN de tan solo 20 ng".

La capacidad de hacer preparaciones de librerias sin

PCR partiendo de bajas entradas de ADN abre la puerta

a nuevas aplicaciones, como la WGS, a partir de gotas

de sangre seca.

t La cantidad de entrada maxima para lllumina DNA PCR-Free
esde 2 ug.
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Multiplexado de muestras
eficaz para aplicaciones
de alta productividad

[llumina DNA PCR-Free es compatible con lllumina DNA
Unique Dual Indexes, lo que permite un demultiplexado
preciso de las muestras en los sistemas de secuenciacion
de lllumina. Hasta 384 indices proporcionan maxima
flexibilidad para proyectos de secuenciacion de

alta productividad.

Flujos de trabajo compatibles
con la automatizacion

Por su flujo de trabajo rédpido y simplificado, lllumina DNA
PCR-Free es muy compatible con la automatizacion.
Gracias a la naturaleza coherente y de normalizacion
automatica del flujo de trabajo basado en bolas,

los usuarios pueden empezar con muestras de sangre

0 saliva sin procesar, ejecutar el protocolo de lisis

de lllumina y preparar librerias sin ningdn paso de
cuantificacion. Estas funciones facilitan el flujo de trabajo
para el procesamiento automatizado de lotes de muestras
sin procesar en plataformas de manipulacién de liquidos.

Para demostrar la compatibilidad, se compararon los
flujos de trabajo automatizados de TruSeq DNA PCR-

Free y los de dos sistemas sin PCR basados en enzimas
frente a lllumina DNA PCR-Free. Para cada flujo de trabajo,
se calcularon los puntos de contacto, el material de
laboratorio, el recuento de puntas y el tiempo necesario
para preparar una librerfa de 96 lotes de muestras

en un robot de manipulacién de liquidos Hamilton.

Las comparaciones muestran que lllumina DNA PCR-Free
ofrece un ahorro de tiempo significativo (tabla 2).

Reduccion de los costes con
lllumina DNA PCR-Free

El material de laboratorio, las puntas y los reactivos para la
gPCR representan gastos adicionales a la hora de preparar
librerias para NGS. Una ventaja clave de la tecnologia
basada en bolas es la normalizacion automatica basada

en bolas de todas las librerias preparadas en un lote.

Esta normalizacion automatica elimina la necesidad de
cuantificar librerfas individuales y permite una agrupacion
de librerias sencilla por volumen equivalente. Para conocer
las estrategias de correccion la variacion del rendimiento
especifica de indices entre librerias multiplexadas, consulte
la nota técnica Balancing sample coverage for whole-
genome sequencing (Equilibrado de la cobertura de
muestras para la secuenciaciéon del genoma completo).
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Figura 4: Rendimiento de lllumina DNA PCR-Free Prep en una gama de entradas de ADN. Se ha demostrado que las librerias
preparadas con lllumina DNA PCR-Free a partir de una gama de entradas de ADN (A) cumplen las especificaciones de calidad para
todas las entradas de ADN y (B) presentan un rendimiento equivalente en cuanto a la capacidad de llamada. Puntuacién Q30, una
precision de la llamada de bases inferida del 99,9 %; capacidad de llamada de autosomas, porcentaje de posiciones de referencia
distintas de N en cromosomas autosémicos con una llamada de genotipo apta; capacidad de llamada de exones, porcentaje de
posiciones de referencia distintas de N en exones con una llamada de genotipo apta; SNP, polimorfismo de un solo nucledtido;
indel, mutacién de insercién-delecion; precision (exactitud), calculada como el cociente de [n.° de llamadas verdaderas positivas/
(n.° de llamadas verdaderas positivas + n.° de llamadas falsas positivas)]; recuperacion (sensibilidad), calculado como el cociente
de [n.° de llamadas verdaderas positivas/(n.° de llamadas verdaderas positivas + n.° lamadas falsas negativas)].
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Figura 5: Flujo de trabajo de lllumina DNA PCR-Free. El flujo de trabajo de lllumina DNA PCR-Free ofrece un rapido tiempo de ensayo
total de 90 minutos desde la fragmentacion o tagmentacion hasta la limpieza de las librerias. Datos en el archivo de lllumina, Inc., 2019.
Nota: La empresa N utiliza reactivos exclusivos combinados con adaptadores de lllumina.
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Tabla 2: Consumibles de la automatizacion para 96 muestras?

A Tipo de Puntos de Placas de ;
e muestra contacto 96 muestras AU Empe
TruSeq DNA PCR-Free ADNg 20 20 5504 10 h 10 min
Empresa K ADNg 13 19 4076 6 h 21 min
Empresa N ADNg 13 17 3266 5h 42 min
[llumina DNA PCR-Free sangre, 2 h 32 min
(+ cuantificacion opcional de grupos mediante qPCR) saliva 2(6) 10(12) 2016 (2072) (4 h'7 min)
[llumina DNA PCR-Free 1h 32 min
(+ cuantificacion opcional de grupos mediante qPCR) ADNg 2(6) 8 (10) 1604 (1660) (3h 7 min)

a. Modelado realizado utilizando el software de Hamilton para el sistema de manipulacion de liquidos Hamilton Star con cabezal de 96 pipetas y 8 canales. La gPCR esta
incluida en el modelado de la automatizacién para todos los flujos de trabajo muestra por muestra. Para los flujos de trabajo distintos de lllumina DNA PCR-Free, se supone
que cada muestra se mide, ajusta y agrupa mediante gPCR. La agrupacion de muestras se basa en cuatro grupos de 24 muestras. Datos en el archivo de lllumina, Inc., 2019.

Nota: La empresa N utiliza reactivos exclusivos combinados con adaptadores de lllumina.

Puesto que las librerfas sin PCR suelen cuantificarse
mediante gPCR, lllumina DNA PCR-Free elimina o reduce
considerablemente el nimero de qPCR necesarias en

el protocolo general de preparacion de librerias (p. €j.,
amplificacién de la libreria mediante PCR y cuantificacion
después de preparar la libreria). Un modelo de costes
adicionales, incluidos los reactivos de qPCR, el material de
laboratorio, los reactivos de cuantificacion, las puntas y los
kits de extraccidn de terceros, revela que el flujo de trabajo
de lllumina DNA PCR-Free ofrece ahorros sustanciales.®
Por ejemplo, los costes adicionales pueden representar
aproximadamente el 56 % de los costes totales del flujo de
trabajo de TruSeq PCR-Free o aproximadamente el 44 %
de los kits sin PCR basados en enzimas de la competencia.¥
En el caso del flujo de trabajo de lllumina DNA PCR-Free,
los costes adicionales son de tan solo aproximadamente
un 21 %, lo cual es una reduccién notable en comparacion
con otros Kits de preparacion de librerfas.’

1 Para este célculo se han equiparado los costes del kit de
preparacion de librerias. Los costes adicionales son variables
y se calculan como una proporcion del coste total segun las
suposiciones de flujo de trabajo (tabla 2).

Resumen

lllumina DNA PCR-Free ofrece una combinacion Unica

de beneficios gracias a los pasos de tagmentacién en
bolas y de quimica sin PCR. La tagmentacién en bolas

es compatible con la normalizacion basada en bolas,

la facil agrupacion de librerias en funcién del volumeny la
eliminacion de los pasos de cuantificaciéon antes y después
de la preparacion de librerfas. El flujo de trabajo sin PCR
simplifica y reduce la duracién global del flujo de trabajo y,
al mismo tiempo, proporciona una cobertura sumamente
uniforme en regiones repetitivas o desiguales del genoma.
Con Flex Lysis Reagent Kit integrado, el flujo de trabajo es
compatible con la entrada de muestras sin procesar, como,
por ejemplo, sangre, saliva y gotas de sangre seca. lllumina
DNA PCR-Free aporta una facilidad de uso excepcional,
una cobertura uniforme y datos de alta precisién para
aplicaciones sensibles, como la secuenciacion del genoma
humano completo, el ensamblaje de genomas microbianos
de novo o la llamada de variantes tumorales—normales.

Informacioén adicional

[llumina DNA PCR-Free Prep

6 | M-GL-00679 ESP v2.0 Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.


https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html

ILLUMINA DNA PCR-FREE PREP

Datos para realizar pedidos

Producto N.° de catalogo

[llumina DNA PCR-Free Prep,

Tagmentation (24 samples) 20041794
[llumina DNA PCR-Free Prep,

Tagmentation (96 samples) 20041795
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set A,

Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples) 20091654
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set B,

Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples) 20091656
lllumina DNA/RNA UD Indexes Set C,

Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples) 20091658
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set D,

Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples) 20091660
[llumina Lysis Reagent Kit 20042221
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