HOJA DE DATOS

Illumina
Stranded mRNA
Prep, Ligation

Analisis muy preciso del
transcriptoma codificante con
una solucion rapida vy flexible

« Consiga datos de alta calidad y un descubrimiento
de genes mejorado a partir de tan solo 25 ng de ARN

« Prepare librerias en 7 horas con menos de 3 horas
de tiempo de participacion activa

« Multiplexado de hasta 384 muestras en un experimento
Unico con indices dobles Unicos

illumina
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Introduccion

La secuenciacion de ARN (RNA-Seq) con secuenciacion

de nueva generacion (NGS, Next-Generation Sequencing)
es un potente método para localizar, definir y cuantificar los
transcritos de ARN. Las principales estrategias de RNA-Seq
son, por ejemplo:

« Lasecuenciacion de ARN mensajero (ARNm)
cuantifica de manera exacta y sensible la expresion
genética, identifica isoformas conocidas y nuevas
en el transcriptoma codificante y mide la expresién
especifica del alelo

« La RNA-Seq total proporciona un método sin sesgo
y sin hipotesis para un andlisis exhaustivo del
transcriptoma. Asimismo, mide de forma precisa la
abundancia genética y de transcritos, y detecta las
caracteristicas nuevas y conocidas del ARN codificante
y las diversas formas del no codificante.

« LaRNA-Seq selectiva analiza la expresion genética en
un conjunto especifico de genes de interés. La RNA-Seq
selectiva mediante enriquecimiento permite el analisis
rentable del exoma de ARN mediante captura especifica
de secuencia de las regiones de codificacion del
transcriptoma. Es ideal para muestras fijadas en formol
y embebidas en parafina (FFPE, Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded) de baja calidad

TruSeq™ Stranded mMRNA ofrece una sélida solucion

de andlisis de expresién genética y aplicaciones de
deteccidn en el transcriptoma codificante. Sin embargo,

la relativamente alta entrada necesaria y la prolongacién
de la duracion total del ensayo y del tiempo de participacion
activa han limitado su utilidad en las aplicaciones de RNA-
Seq. Para superar estos desafios, lllumina ha desarrollado
[llumina Stranded mMRNA Prep. Esta avanzada solucion
ofrece una preparacion de librerias rapida, optimizada

y mediante ligaduras (figura 1) que admite entradas

de muestras reducidas (tabla 1) y una amplia gama

de aplicaciones de mRNA-Seq.
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Figura 1: lllumina Stranded mRNA Prep. Una vez finalizadas
la seleccidn de poli-A y la sintesis de ADNC, la ligadura de los
exclusivos adaptadores de indices dobles y la amplificacién
PCR produce librerias de gran calidad que se cuantifican

y normalizan antes de la secuenciacion.

Tabla 1: Especificaciones de Illumina Stranded mRNA Prep

TruSeq [llumina

Caracteristica Stranded Stranded

mRNA Prep mRNA Prep
UDI max. 96 384
Cantidad de entrada
de ARN 100-1000 ng 25-1000 ng
Duracién total del ensayo 10,5 horas 6,5 horas
Tiempo de participacion
activa <7 horas <3 horas

) y ) 48 096 16 096

Configuracion del kit muestras muestras

UDI, indice doble Unico
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Datos de alta calidad
Expresion genética

[llumina Stranded mRNA Prep produce librerias de
secuenciacion a partir de entradas reducidas, que ofrecen
criterios de medicion de alta calidad para el andlisis de

la expresidn genética (tabla 2, figura 2). En combinacion,
estos resultados demuestran el excepcional rendimiento
de lllumina Stranded mRNA Prep para las aplicaciones

de expresion genética. La mRNA-Seq ofrece numerosas
ventajas sobre los métodos distintos de la NGS, como:

« Disefio de experimentos sin hipdtesis, sin que sean
necesarios conocimientos previos del transcriptoma

» Mayor capacidad de deteccion para detectar transcritos,
tanto conocidos como nuevos

» Capacidad de mayor productividad para cuantificar
cientos de miles de regiones en cada ensayo

« Rango dindmico méas amplio, lo que ofrece una
medicidén mas precisa de la expresidn genética

» Mas datos por ensayo, lo que ofrece informacion
completa sobre las secuencias y las variantes

Tabla 2: Criterios de medicion de rendimiento
de Illlumina Stranded mRNA Prep, Ligation

Criterio de 100 ng de entrada 25 ng de entrada
medicion de ARN de ARN
[lumina Ilumina
TruSeq Stranded TruSeq Stranded
Stranded Stranded
mRNA  MRNA TopNa MRNA
Prep Prep
% de ARNr
(285/189) 51 18 53 15
Mono- 99,6 99,4 99,6 99,4
catenario ! ! ! !
CVdela
mediana de 0,49 0,46 0,50 0,47
cobertura
% de
duplicados 54 3.7 85 3.3
% alineado 971 97,8 96,8 97,8

Resultados procedentes de la aplicacion RNA Seq Alignment v2.0.1 a 30 millones
de lecturas. Los duplicados se notifican a 4 millones de lecturas "paired-end"
de las que se hayan obtenido submuestras y que hayan pasado el filtro.
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Eficacia en el descubrimiento de genes

Para comparar el rendimiento de Illumina Stranded mRNA
Prep con TruSeq Stranded mRNA para las aplicaciones
de descubrimiento de genes, se secuenciaron diversas
cantidades de ARN de referencia humana universal

(UHR, Universal Human Reference) en 30 millones de
lecturas y se evalud el nimero de genes con cobertura
de 1y 10x. Segun los resultados, lllumina Stranded mRNA
Prep ofrece una mejor descubrimiento de genes, sobre
todo con cantidades de entrada reducidas (figura 3).

% Alineado
W % De duplicados
M % De abundancia

100 ng 25ng
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TruSeq Stranded Illumina Stranded TruSeq Stranded Illumina Stranded
mRNA mRNA Prep mRNA mMRNA Prep

100 % —

% del total

Figura 2: Comparacioén de criterios de medicién de rendimiento.
Se compard lllumina Stranded mRNA Prep con TruSeq Stranded
mRNA. lllumina Stranded mRNA Prep mostré un rendimiento
superior, en particular, con una entrada de ARN de UHR de

25 ng. Se obtuvieron submuestras de las librerias a 30 millones
de lecturas y se analizaron con la aplicacion BaseSpace” RNA-
Seq Alignment v2.0.1. Los duplicados se notifican a 4 millones de
lecturas "paired-end" de las que se hayan obtenido submuestras
y que hayan pasado el filtro.
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Figura 3: Mayor descubrimiento de genes con entrada reducida. [ [ [ [ [ [
[llumina Stranded mRNA Prep ofrece un mejor descubrimiento 0,1 0 10 100 1000 10 000
de genes con entradas reducidas de ARN en comparacion

con TruSeq Stranded mRNA. El nUmero de genes detectados

se registra a 30 millones de lecturas "paired-end" de las que B.

se hayan obtenido submuestras y que hayan pasado el filtro. 10 000 =
La deteccidn de mas genes con cobertura de 1x, como es el caso

de lllumina Stranded mRNA Prep, indica una mayor sensibilidad.
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[llumina Stranded mMRNA Prep produce datos de calidad §
con una alta concordancia entre réplicas técnicas = 10 =
(figura 4A) y diversas cantidades de entrada de ARN de @
UHR (figura 4B). Segun estos resultados, lllumina Stranded <
)

mRNA Prep es una solucion ideal para las muestras con un 0 -
material de partida limitado. Asimismo, lllumina Stranded
MRNA Prep muestra una gran concordancia de datos con
TruSeq Stranded mRNA, tanto con entradas equivalentes 01 —
(figura 5A) como con entradas reducidas (figura 5B). T T T T T T
01 0 10 100 1000 10000

UHR, entrada de 100 ng

Figura 4: Alta concordancia de datos. lllumina Stranded mRNA
Prep logra una elevada concordancia de datos entre réplicas
técnicas (A) de 25 ng de ARN de UHRy (B) entre entradas

de 25 ngy 100 ng de ARN de UHR. Se secuenciaron librerias
a2 x 74 pby se obtuvieron submuestras de 30 millones de
lecturas. El andlisis de datos se realizo utilizando la aplicacion
BaseSpace RNA-Seq Alignment v2.0.1.
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Figura 5: Alta concordancia con el kit heredado. lllumina
Stranded mRNA Prep produce datos de gran concordancia
con TruSeq Stranded mRNA a (A) entradas equivalentes
de ARN de UHR de 100 ng y (B) con una entrada reducida
de ARN de UHR de 25 ng frente a 100 ng.

Flujo de trabajo de preparacion
de librerias optimizado

lllumina Stranded mRNA Prep usa un flujo de trabajo répido
y flexible para la preparacion de librerias de ARN con
ligaduras (figura 1). Las innovaciones en el flujo de trabajo,
incluidos los tiempos de incubacién mas breves y el menor
numero de pasos de limpieza de muestras, suponen una
duracion total del ensayo aproximadamente un 40 % mas
rapido que TruSeq Stranded mRNA (figura 6).
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Figura 6: Flujo de trabajo de lllumina Stranded mRNA Prep.
[llumina Stranded mMRNA Prep ofrece un flujo de trabajo rapido
con un menor tiempo de participacion activa. El tiempo puede
variar dependiendo del equipo empleado, el nimero de
muestras procesadas, los procedimientos de automatizacion
o la experiencia del usuario.

Mayor productividad con indices
dobles Unicos

Al combinar Illumina Stranded mRNA Prep y las plataformas
de alta productividad, incluido NextSeq™ 550 System

y NovaSeq™ 6000 System, los laboratorios pueden
secuenciar muchas mas muestras por experimento,

sin comprometer la calidad de los datos. Para obtener

un aumento adicional en la productividad de muestras,
[llumina Stranded Total RNA Prep posibilita el multiplexado
con 384 indices dobles Unicos (UDI, Unique Dual Indexes).
Ademas de eliminar el impacto de la asignacién incorrecta
de indices, es decir, el intercambio de indices, los UDI
ayudan a disminuir los costes de la secuenciacion al permitir
que se carguen hasta 384 muestras en una sola celda de
flujo S4 de NovaSeq 6000 para obtener una productividad
significativamente mayor.
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Resumen

lllumina Stranded mMRNA Prep ofrece una solucion
optimizada para un andlisis claro y completo del
transcriptoma codificante. Ademas, proporciona una
extraordinaria flexibilidad en cuanto al tipo de entrada

y permite entradas reducidas de hasta 25 ng de ARN

de alta calidad. lllumina Stranded mRNA Prep ofrece
mediciones precisas de la orientacién de la cadena,

una cobertura uniforme y una alta fiabilidad en la
localizacién de caracteristicas, como las isoformas nuevas,
las fusiones génicas y la expresion especifica de alelos.

Informacion adicional

[llumina Stranded mRNA Prep, Ligation

iHlumina

1800 809 4566 (llamada gratuita, EE. UU.) | Tel.: +1 858 202 4566
techsupport@illumina.com | www.illumina.com

Datos para realizar pedidos

Producto N.° de catalogo

lllumina Stranded mRNA Prep, Ligation

(16 samples) 20040532
I(Isl)%n;igr?qslterg)nded MRNA Prep, Ligation 20040534
IR AP o S Lo s
ST SR e oe o o0
ST PG e I zo0mess
[llumina RNA UD Indexes Set D, Ligation 20091661

(96 indexes, 96 samples)
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