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Nextera™” DNA Exome

illumina

Un flujo de trabajo sencillo simplifica la preparacién de bibliotecas y el enriquecimiento
de los exomas para acelerar la secuenciacion del exoma humano.

Puntos destacados

® Flexibilidad para adaptarse a diferentes tipos
de estudio
Proceso quimico optimizado que se adapta a bajas
cantidades de aporte

® Enriquecimiento de exomas y preparacion
de bibliotecas eficientes
Flujo de trabajo rapido facilmente automatizable que finaliza
en menos de dos dias y tan solo requiere tres horas de tiempo
de participacion activa

® |lamadas de variante precisas
La gran cobertura y la secuenciacion del objetivo ofrecen
datos precisos

® Solucién con un flujo de trabajo integrado
El flujo de trabajo exhaustivo simplifica la secuenciacion de
exomas desde la preparacion de bibliotecas hasta el analisis
de datos

Introduccién

La secuenciacion de exomas ha ido adquiriendo reconocimiento
entre la comunidad cientifica como método potente para descubrir
posibles variantes causantes de enfermedades de origen
genético."® Nextera DNA Exome, comercializado anteriormente
como TruSeq™ Rapid Exome Kit, ofrece un flujo rapido de trabajo de
secuenciacion de exomas combinando la preparacion de bibliotecas
y el enriquecimiento de exomas en un solo proceso simplificado sin
necesidad de utilizar equipo de recorte de ADN.

Flexibilidad para adaptarse a diferentes tipos
de estudio

Nextera DNA Exome esta optimizado para un aporte de 50 ng de
ADN. Gracias a los procesos quimicos de transposoma mejorada se
reduce el sesgo, lo que ofrece una preparacion de bibliotecasy un
enriquecimiento de exomas homogéneos en distintas cantidades de
ADN (figura 1). La enzima del transposoma muestra una alta
tolerancia a distintas cantidades de aporte de ADN y se adapta a
ligerasincoherencias en la cuantificacion de ADN. El kit admite la
agrupacion de bibliotecas antes del enriquecimiento, lo que permite
a los laboratorios analizar hasta 12 muestras a la vez en funcion del
volumen de procesamiento de las muestras. Nextera DNA Exome
incluye un flujo de trabajo faciimente automatizable para simplificar
y agilizarain mas los procesos de laboratorio.

Contenido exdénico especifico

Nextera DNA Exome se ha optimizado para proporcionaruna
cobertura uniforme y especifica de 45 Mb de contenido exoénico.

El conjunto de sondas se ha disefiado para enriquecer 214 405
exones (tabla 2). Este diseno especifico, junto con el enriquecimiento
uniforme y selectivo, permite realizar una secuenciacion de exomas
completa y una identificacion fiable de las variantes codificantes y
auténticas.

Tabla 1: Contenido de exomas con Nextera DNA Exome
y TruSeq DNA Exome

Especificaciones de cobertura Nextera DNA Exome o TruSeq DNA

Exome
Tamano de objetivo 45Mb
N.° de exones objetivo 214 405
Contenido objetivo Exones codificantes
Porcentaje de exoma cubierto (por base de datos)
RefSeq? 99,45 %
CCDSs® 98,83 %
ENSEMBL® 99,68 %
GENCODE v19¢ 99,68 %

a. RefSeq: Base de datos de secuencias de referencia del NCBI.
www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/. Acceso: 11 de febrero de 2015.

b. CCDS - Consensus CDS (CCDS) Database.
www.ncbi.nim.nih.gov/projects/CCDS/CcdsBrowse.cgi. Acceso: 11 de
febrero de 2015.

c. ENSEMBL: Explorador de genomas Ensembl.
www.ensembl.org/index.html. Acceso: 11 de febrero de 2015.

d. GENCODE, GENCODE Project: Enciclopedia de genes y variantes de
genes. www.gencodegenes.org/. Acceso: 11 de febrero de 2015.
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Figura 1: Fragmentacién y etiquetado homogéneo para cantidades de aporte
variables: los procesos quimicos de transposoma mejorada muestran una alta
tolerancia a distintas cantidades de aporte de ADN, de manera que se reduce el
sesgo y ofrecen resultados homogéneos. Las bibliotecas se evaluaron en un
instrumento bioanalizador.
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Enriquecimiento de exomas y preparacion
de bibliotecas eficientes

Nextera DNA Exome permite prepararlas bibliotecas y enriquecerlos
exomas en menos de dos dias, con solo tres horas de participacion
activa (figura 3). La preparacion de bibliotecas comienza con la
fragmentaciony el etiquetado, donde el ADN gendmico se fragmenta
y etiqueta a la vez con adaptadores (figura 3A). El ADN fragmentado y
etiquetado se amplifica y se afladen indices de secuenciacion
mediante PCR (figura 3B). Se agrupan hasta 12 bibliotecas, se
concentra el grupo y se desnaturalizan las bibliotecas para
convertirlas en ADN de una sola cadena (figura 3C). Para realizar dos
rondas de hibridacion (figura 3Dy 3E), se emplean sondas
etiquetadas con biotina especificas para las regiones objetivo. El
grupo se enriquece en las regiones deseadas mediante bolas de
estreptavidina que se unen a las sondas con biotina. Los fragmentos
de ADN con biotina unidos a las bolas de estreptavidina se extraen de
la solucion por medios magnéticos. Los fragmentos de ADN
enriquecidos se eluyen desde las bolas y se siguen amplificando por
PCR (figura 3F). Las bibliotecas amplificadas se recogen y se
preparan para la secuenciacion (figura 3G).

Llamadas de variante precisas

Las bibliotecas preparadas con Nextera DNA Exome ofrecen una
gran cobertura, con un 85 % de lecturas cubiertas a una profundidad
de 20x (figura 2). Una cobertura tan alta ofrece llamadas de variante
precisas. Mas del 99,58 % de las llamadas de variante realizadas con
Nextera DNA Exome coinciden con los datos de referencia estandar
de la base de datos del National Institute of Standards and
Technology (NIST) (figura 4).5 6

Nextera DNA Exome proporciona una media del 75 % de lecturas de
secuenciacion de objetivos (figura 6). Este elevado porcentaje del
objetivo requiere menos ciclos de secuenciacion para alcanzarlos
niveles de cobertura deseados, pero sigue logrando una cobertura
uniforme para obtener resultados de gran fiabilidad. También permite
la secuenciacion de mas exomas por experimento, de manera que
los laboratorios rentabilizan al maximo sus presupuestos (tabla 2).

100

© %0 /

=]

5

Qo 80

o

o

(O]

3 70

2

£ 60 -,

0:.) — Cobertura objetivo a 1x

5] —Cobertura objetivo a 10x

S 50 — Cobertura objetivo a 20x

o — Cobertura objetivo a 50x
40

4 Gb 8 Gb 12 Gb

Profundidad de secuenciacion

Figura 2: Eficiencia de cobertura a distintas profundidades: Nextera DNA Exome
ofrece una cobertura excepcional a distintas profundidades de secuenciacion,
con un 80 % de lecturas cubiertas a una profundidad de 20x.
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El ADN se etiqueta y
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Las sondas se hibridizan
en regiones objetivo.

Segunda hibridacion
y captura

Las sondas se hibridizan
en regiones objetivo.

Enriquecimiento

Segunda
amplificacion

Los productos se amplifican
mediante PCR.

) Secuenciacion

Se eluyen fragmentos de
las bolas para realizar una
secuenciacion.

* lllumina recomienda parar en este punto
y reanudar el flujo de trabajo el dia 2 si
fuera necesario.

Figura 3: Flujo de trabajo eficiente y rdpido: Nextera DNA Exome realiza la
preparacion de bibliotecasy el enriquecimiento de exomas en menos de dos dias
e incluye un punto de parada segura para aportarle una mayor flexibilidad.
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Figura 4: Correspondencia elevada con la base de datos del NIST: las llamadas
de variante de nucledtido tnico (SNV) realizadas con Nextera DNA Exome
demuestran una elevada coincidencia con los datos de referencia estandar.

La muestra de ADN NA12878 del centro de estudios del polimorfismo humano,
Centre de’Etude du Polymorphism Humain (CEPH), se secuencid a una
profundidad de cobertura de 100x. La precisién se definié como la probabilidad
de que una variante llamada fuera precisa. La rellamada se definio como la
probabilidad de llamar a una variante validada.
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Figura 5: Flujo de trabajo de secuenciacién de exomas: Nextera DNA Exome forma parte de un flujo de trabajo integrado de secuenciacion de exomas que incluye la

preparacion de bibliotecas, la secuenciacion y el andlisis de datos.
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Figura 6: Enriquecimiento en objetivo: Nextera DNA Exome ofrece una media del
75 % de lecturas de secuenciacién en objetivo a 4 Gb por exoma, consiguiendo
una secuenciacion eficiente y rentable.

Tabla 2: Comparacion del rendimiento con Nextera DNA Exome?

Sistemade N.° de exomas por N.° de exomas por
secuenciacion experimento a 50x experimento a 100x
Serie MiSeq 1 N/D
Serie NextSeq
Celda de flujo de

o ) 3 2
rendimiento medio
Celda de flujo de

o 12 6
rendimiento elevado
Serie HiSeq
Sistema HiSeq 2500 en
rr?oldo de experimento o4 12
rapido (doble celda de
flujo)
Sistema HiSeq 2500 en
modo de rendimiento
elevado (doble celda 156 8
de fiujo)
Sistema HiSeq 3000 96 48
Sistema HiSeq 4000 192 %

(doble celda de flujo)

a. El nimero estimado de exomas secuenciados por experimento se calcula
con una cobertura media de 50x y 100x respectivamente. lllumina
recomienda una longitud de lectura de 2 x 75 pb en todos los
secuenciadores cuando se use Nextera DNA Exome.

Flujo de trabajo de secuenciacion integrado

Nextera DNA Exome forma parte de una solucion compatible y
cohesionada que guia a los investigadores desde la preparacion de
bibliotecas hasta el analisis de datos (figura 5). El kit combina la
preparacion de bibliotecas con el enriquecimiento de exomas, porlo
que elimina la necesidad de adquiririndices, bolas de purificacion de
muestras y otros materiales auxiliares. Todos los componentes de
Nextera DNA Exome se han disenado, optimizado y validado
analiticamente en conjunto, porlo que eliminan la necesidad de
evaluar varios componentes distintos. Los cientificos expertos de
lllumina proporcionan una unica fuente de asistencia técnicay de
campo para todas las etapas del flujo de trabajo. Al unirse a la
comunidad de lllumina, los investigadores pueden aprovecharla
pericia del equipo de asistencia de llluminay colaborar con la amplia
red de cientificos que usan su tecnologia.

Nextera DNA Exome es compatible con los sistemas de
secuenciacion de las series MiSeq™, NextSeq™, HiSeq™ y
NovaSeq™. Los sistemas de secuenciacion de lllumina emplean un
proceso quimico de secuenciacion por sintesis (SBS, por sus siglas
eninglés), utilizado para generarmas del 90 % de los datos de
secuenciacion del mundo.* Los datos de secuenciacion se
transfieren automaticamente de los sistemas lllumina a BaseSpace®
Sequence Hub, el entorno informatico de gendmica de lllumina.
BaseSpace Sequence Hub elimina gran parte de la complejidad
asociada a un flujo de trabajo de analisis habitual, lo que simplifica el
analisis de datosy la interpretacion bioldgica. BaseSpace Sequence
Hub ofrece un ecosistema consolidado de herramientas de analisis
de datos integrada que se ha disefiado para bidlogos. Las
aplicaciones de BaseSpace integran las herramientas de analisis
preferidas porlos expertos en una interfaz intuitiva y facil de usar, a fin
de que cualquierinvestigador pueda acceder a procesos de analisis
fiables sin necesidad de contar con una experiencia previa en
bioinformatica (figura 7). Los investigadores pueden optar por
analizar los datos de exomas mediante la aplicacion BWA
Enrichment, que usa el método BWA/GATK estandar del sector, o
bien mediante la aplicacion Isaac™ Enrichment, que usa el proceso
rapido y fiable de lllumina.®

Para los bidlogos que investigan la base genética de enfermedades,
la aplicacién VariantStudio permite llevar a cabo la identificacion y la
interpretacion funcional de variantes de nucledétido unico (SNV)
asociadas a la enfermedad, asi como de insercionesy deleciones.
Losinvestigadores pueden filtrary aislar rapidamente las variantes
relevantes para enriquecer los datos de secuenciacion con el
contexto bioldgico. Los hallazgos importantes se exportan en forma
de informes concisos. La aplicacion VariantStudio permite a los
investigadores explorar la relevancia bioldgica en unos pocos pasos
sencillos.

*Célculos de datos en archivo. lllumina, Inc., 2015.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagnédstico.
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Figura 7: Andlisis de datos simplificado con las aplicaciones de BaseSpace:

Los datos de secuenciacion de Nextera DNA Exome se pueden cargar de manera
sencillay segura en BaseSpace Sequence Hub y analizarse con la aplicacion
BWA Enrichment. Los resultados se suministran en formatos de facil lectura.

Comparacioén de rendimiento en la
secuenciacion de exomas

lllumina ofrece dos soluciones de flujo de trabajo integrado para la
secuenciacion de exomas. También hay flujos de trabajo disponibles
que combinan la preparacion de bibliotecas de lllumina con TruSeq
DNA Exome o Nextera DNA Exome, seguida de enriquecimiento de
exomas mediante xGen® Universal Blockers, xGen Lockdown
Reagents y xGen Exome Research Panel v1.0, disponibles en IDT
(tabla 3).

Tabla 3: Comparacién del rendimiento del flujo de trabajo con
exomas

Criterio de TruSeq- Nextera- TruSeq Nextera
medicion xGen® xGen® Exome Exome
Aporte de
ADN 100 ng 50ng 100 ng 50ng
T

Ipos de ADN ADN ADN y FFEP ADN
muestras
Tiempo de
participacion 5horas 2 horas 6 horas 3horas
activa
Duracion total 2,5 dias 2 dias 2,5 dias 2 dias
del ensayo
Tiempo de

o 4 horas 4 horas 16 horas 2 horas
hibridacion
o)
7o sobre >91% >92% >80 % >75%
objetivos
% de
cobertura a >95 % > 85 % >90 % >85%
20%°

a. Las especificaciones para los flujos de trabajo de enriquecimiento de
exomas con lllumina-IDT se basan en datos preliminares incorporados a
BaseSpace Sequence Hub.

b. Para los kits de TruSeg-xGen y Nextera-xGen, el porcentaje de cobertura a
20x se determind con 3,5 Gb de secuenciacion. Para TruSeq DNA Exome
y Nextera DNA Exome, el porcentaje de cobertura a 20x se determiné con
8 Gb de secuenciacion.

Resumen

Nextera DNA Exome ofrece un método simple y racionalizado para
identificary comprender las variantes codificantes con una precision
de datos excepcional. La preparacion rapida de bibliotecasy el flujo de
trabajo de enriquecimiento de exomas permite crear bibliotecas listas
para secuenciaren menos de dos dias y ofrece flexibilidad para

planificar proyectos en funcion del volumen de muestras. Dentro

de un flujo de trabajo completo que consta de una tecnologia de
secuenciacion lidery herramientas de andlisis de datos faciles de
utilizar, Nextera DNA Exome permite a los investigadores implementar
la secuenciacion de exomas de forma eficaz y econdmica.

Informacion adicional

Para obtener mas informacion sobre la secuenciacion de exomas,
visite www.illumina.com/techniques/sequencing/dna-
sequencing/targeted-resequencing/exome-sequencing.html.

Datos para realizar pedidos
Producto
Nextera Exome Kit (24 muestras)

N.° de catalogo
20020616
20020617

Nextera Exome Kit (96 muestras)
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