illumina -

. .
Hamendo el d ubrimiento *
genomico mas accesible para
mas laboratorios

Aplicaciones de mesa para secuenciacion
de préxima generacién
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Simplificacion de NGS para mayor accesibilidad

Cientificos de todo el mundo estan adoptando métodos de secuenciacion de proxima generacion (NGS,
next-generation sequencing) para obtener una comprension mas profunda de los sistemas bioldgicos. La
NGS es una herramienta flexible que ayuda a responder mdiltiples preguntas experimentales con lecturas
de secuenciacion. En comparacion con las tecnologias convencionales, la NGS ofrece mayor escala y
sensibilidad, lo que proporciona resultados mas integrales para ayudar a abordar muchas preguntas
gendmicas complejas. Con la capacidad de interrogar genomas grandes y pequefios, expresion génica,
accesibilidad a la cromatina, la metilacion y mas, la NGS es un motor de descubrimiento versatil.

A medida que los sistemas de NGS se vuelven mas poderosos para ayudar al descubrimiento genémico,
también son mas faciles de usar y mas rentables. En los ultimos 20 afios, el costo de la NGS ha disminuido
répidamente y los flujos de trabajo se han simplificado, lo que ha llevado a un aumento en su uso."?

El analisis de datos de grandes conjuntos de datos de NGS también se ha vuelto cada vez mas facil de
usar, lo que permite la interpretacion automatizada de datos sin conocimiento previo de bioinformatica.?

Los sistemas de secuenciacion de mesa ofrecen capacidades de secuenciacién ajustables con tiempos de
respuesta rapidos, lo que hace que la NGS sea mas accesible para una gama mas amplia de usuarios. Los
sistemas de mesa lllumina combinan simplicidad operativa con alto rendimiento, lo que integra los Ultimos
desarrollos en quimica y andlisis de datos para mejorar la capacidad y velocidad de secuenciacion.

Los sistemas de mesa de bajo y medio rendimiento ofrecen una amplitud de secuenciacion flexible para
admitir una amplia gama de aplicaciones mediante una salida escalable de millones de bases (megabases
o0 Mb) a miles de millones de bases (gigabases o Gb). Los sistemas de mesa de bajo rendimiento son mas
adecuados para aplicaciones de secuenciacién de genoma completo pequefio, metagendmica microbiana
y secuenciacion de genes dirigidos o para el control de calidad (QC) de la biblioteca antes de estudios

a gran escala. Los laboratorios enfocados en métodos ricos en datos como la secuenciacion de exoma
completo y de célula Unica deben considerar un sistema de mesas de laboratorio de rendimiento medio.
Este libro electrénico destaca algunos de los métodos y aplicaciones mas populares para los sistemas

de secuenciacion de mesa, desde la gendmica microbiana hasta la multiémica.

a ¥,
pON
Mas informacion

Elegir un sistema de secuenciacion
de mesa

¢Es nuevo en la NGS? Aprender los
conceptos basicos
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Sistemas de mesa lllumina y aplicaciones de ejemplo

Sistema
Tipo de sistema
Salida

Lecturas por ejecucion

Ventajas

Secuenciacion de genoma
completo

Secuenciacion de genoma
pequefio completo

Secuenciacion del exoma'y
del panel grande

Secuenciacion génica dirigida
Perfil de célula Unica
Secuenciacion del transcriptoma
Perfil de expresion génica dirigida
miARN y andlisis de ARN pequefio
Anélisis de cromatina
Secuenciacion de metilacion
Secuenciacion metagendmica 16S
Metagendmica Shotgun

Perfil metagendémico
Secuenciacion sin células

Control de calidad de la biblioteca

4 | M-GL-02868ESLA V1.0

Serie MiSeq i100
Sistemas de mesa de bajo rendimiento
1,5Gba30Gb

5 millones a 100 millones

 Flujo de trabajo rapido para muestras dirigidas o
secuenciacion Shotgun o funcional

* Adecuado para estudios piloto y control de calidad
de bibliotecas antes de proyectos mas grandes

Solo para uso en investigacion. No debe utilizarse en procedimientos de diagndstico.

® ® ® Aplicacion clave

Sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000
Sistemas de mesa de rendimiento medio
10 Gb a 540 Gb

100 millones a 1800 millones

* Flexibilidad para una amplia gama de aplicaciones
emergentes como la biologia espacial y la
secuenciacién de célula Unica

* Mayor rango de salida mientras se mantiene una
huella de mesa de laboratorio

Aplicacién compatible
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Analisis microbiano rapido y sin cultivo

La gendmica microbiana proporciona informacion sobre el impacto de los microbios en la salud humana y los procesos
ambientales. La NGS se establece como una herramienta importante para analizar genomas pequefios, incluidas
bacterias, virus y otros microbios. Para los microbidlogos, la NGS facilita el descubrimiento de microbios nuevos y la
caracterizacién de organismos dificiles de cultivar. La secuenciacion del microbioma también permite la creacion de
genomas de referencia precisos esenciales para la identificacidn microbiana y los estudios gendémicos comparativos

en diversas aplicaciones. Esta tecnologia es ademas fundamental en la investigacién de brotes de enfermedades
infecciosas, el registro de la resistencia a los antibidticos y la identificacion de patégenos transmitidos por los alimentos.

Secuenciacion de microbiomas con sistemas de mesa

Los sistemas de secuenciacidn de mesas de laboratorio son adecuados para estudiar la gendmica microbiana, para
mejorar la accesibilidad y la profundidad de la investigacidn del microbioma. Al utilizar sistemas de NGS compactos
y rentables, los investigadores pueden obtener informacién integral de las comunidades microbianas que superan
los métodos tradicionales basados en el cultivo. Los Kits de reactivos de secuenciacién que pueden generar lecturas
de extremos emparejados de 300 pares de bases (bp) son especialmente Utiles para los métodos de secuenciacion
microbiana, lo que permite el ensamblaje del genoma de novo y la deteccién metagendmica de especies bacterianas.

Meétodos populares de —
secuenciacion microbiana

Secuenciacion de genoma completo pequeiio

Secuenciacion del genoma
La secuenciacion basada en NGS de genomas pequefios completo pequeﬁo para

s . . - o : ! » ‘
(tamafio ._5 Mb) permllte alos |nvest|gadorgs secuenc!ar qentos |nvest|gaC|on de segurldad

de organismos simultdneamente con un flujo de trabajo simple. alimentaria

La NGS puede identificar variantes de baja frecuencia y

reordenamientos del genoma que otros métodos pueden omitir.* La NGS es una herramienta clave para

las pruebas de alimentos en la salud
publica. Dos brotes de intoxicacion
alimentaria por Salmonella ocurrieron
simultaneamente en un distrito de

a®, Sudafrica, uno en una guarderia y otro
Z@: en un restaurante. Los investigadores
utilizaron una secuenciacion del genoma
Mas informacion completo pequefio de muestras de

heces y muestras de alimentos de
ambos brotes para encontrar vinculos
epidemioldgicos entre los dos casos. Las
Guia de métodos: Secuenciacidon microbiana de un solo genoma cepas encontradas en las muestras de la
guarderia y las muestras del restaurante
estuvieron muy relacionadas con menos
de cinco diferencias de alelos entre
Nota de aplicacion: Secuenciacion microbiana del genoma ellas. La estrecha relacion de las cepas
completo con lllumina DNA PCR-Free Prep, Etiquetacién de Salmonella de esta investigacion
indicé una fuente comtn de alimentos
contaminados, probablemente los huevos.®

Secuenciacion microbina de genoma completo

Nota de aplicacion: Secuenciacién de genoma completo
pequefio en los sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000
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Secuenciacion del ARN ribosomal (ARNr) 16S

El gen de ARNr 16S procariota, de aproximadamente
1500 pb de longitud, contiene nueve regiones variables
en medio de secuencias conservadas. Las secuencias de

regiones variables clave pueden servir como marcadores Secuenciacion de ARNr 16S para
efectivos para la clasificacion filogenética, lo que permite investigacién de microbioma humano
la evaluacion de la diversidad microbiana y la abundancia

dentro de comunidades complejas.s” El microbioma humano tiene un gran impacto

en la salud bucal y puede informar nuestra
comprensién de los mecanismos de la enfermedad.
Los investigadores de Corea del Sur utilizaron

Q®, la secuenciacion del ARNr 16S para caracterizar

Z@: el microbioma en sujetos con infecciones por
implantes dentales, lo que aumenta el riesgo

Lo . de pérdida ésea adicional. En comparacién con

Mas informacion el microbioma de sujetos con encias sanas o
sujetos con enfermedad grave de las encias,

Protocolo demostrado: preparacion de la biblioteca las comunidades bacterianas asociadas con

de secuenciacién metagendmica de 16s infecciones de implantes dentales mostraron una

mayor diversidad. El andlisis de datos identificd

patégenos bien conocidos asociados con la

Guia de métodos: Secuenciacion ribosomal 16S enfermedad de las encias y varias bacterias

previamente no reconocidas en el tejido de las

encias. Los resultados indicaron que las infecciones

del implante dental causan una respuesta

Nota de aplicacidén: Estudios de metagendmica inflamatoria mas compleja que involucra mas

16S con el sistema MiSeq bacterias en comparacién con la enfermedad grave
de las encias.®

Secuenciacién de ARN de 16s

Nota de aplicacién: Secuenciacién de ARNr 16S
en sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000

)\

- *" -

|
|
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-
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Secuenciacion metagenomica Shotgun

La metagendmica Shotgun implica la secuenciacién e identificacion integral de todos los microorganismos en una
muestra compleja. La secuenciacién de las comunidades microbianas ayuda a los investigadores a evaluar la diversidad
bacteriana y detectar la abundancia de microorganismos en diversos entornos.

Secuenciacion metagendmica para
la investigacion de enfermedades
infecciosas

Como virus de ADN bicatenario con capacidades

de correccion, el virus de la varicela (MPXV)
generalmente evoluciona mas lentamente en
comparacién con el SARS-CoV-2 y otros virus de
ARN. EI MPXV es endémico en partes de Africa

y generalmente se propaga de animales a seres
humanos. Sin embargo, en 2022, una cepa de MPXYV,
adaptada para la transmision entre seres humanos,
causo varios cientos de infecciones en todo el
mundo. Los investigadores de Portugal utilizaron

la secuenciacién metagendmica shotgun para

dar un seguimiento de los origenes filogenéticos

de esta cepa MPXV circulante. La cepa de 2022
estuvo relacionada con casos de 2018, pero habia
acumulado docenas de mutaciones a una tasa
acelerada. Los datos de secuenciacion mostraron
cambios en la base asociados con una familia de
enzimas humanas que combaten el virus denominada
APOBEC3. Estas enzimas inducen mutaciones en el
ADN viral para eliminar esos virus, pero en este caso,
simplemente aceleraron la evolucidn de esta cepa
MPXV para que sea mas virulenta.®

a?p
o’@\o
Mas informacion

Secuenciacién metagendmica Shotgun

Nota de aplicacion: Un flujo de trabajo de la NGS de
metagendmica Shotgun para evaluar poblaciones
microbianas en muestras complejas
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Secuenciacion asequible y dirigida de genes clave

La secuenciacion dirigida del ADN examina genes o regiones gendmicas especificos, lo que permite a los investigadores
enfocar estudios en el exoma o genes seleccionados para acelerar los tiempos de respuesta y permitir una
secuenciacién profunda para la deteccion de variantes raras. Este enfoque es mas rentable que la secuenciacién del
genoma completo para investigar areas especificas de interés, lo que permite la deteccidon de una amplia gama de
alteraciones gendmicas, incluidas variantes de nucleétido Unico, inserciones, deleciones, cambios en el nimero de
copias y aberraciones cromosomicas. La secuenciacién de ADN dirigida permite estudios escalables con la capacidad de
secuenciar multiples muestras simultdneamente.

Secuenciacion de ADN dirigida con sistemas de mesas de laboratorio

El disefio facil de usar y la pequefia huella de los sistemas de secuenciacidon de mesas de laboratorio ayudan a llevar
capacidades de secuenciacion de ADN dirigidas a mas laboratorios, incluso a aquellos en ubicaciones Unicas. Por
ejemplo, la Fundacién Minderoo en Australia utiliza un sistema NextSeq 2000 a bordo de su embarcacién de investigacion
marina. Los cientificos estan recolectando ADN ambiental del agua de mar y produciendo datos genémicos de alta
calidad en tan solo horas, revelando qué especies estan presentes y cémo el cambio climatico esta afectando esa
region.’® Los sistemas de mesas de laboratorio de rendimiento medio también permiten a los laboratorios de investigacion
clinica llevar ensayos dirigidos como el perfil genémico integral internamente.”3
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Métodos populares de
secuenciacion de ADN dirigidos

Secuenciacion de ADN dirigida de amplicones

La secuenciacion profunda de los productos de PCR
(amplicones) permite la identificacidn y caracterizacion
eficientes de las variantes genéticas. Este enfoque utiliza
sondas de oligonucledtidos para amplificar regiones
especificas de interés, seguidas de NGS. La multiplexacién
de cientos a miles de amplicones por reaccion permite

una cobertura integral, particularmente para secuencias
desafiantes como regiones ricas en GC.

Secuenciacion de ADN dirigida de enriquecimiento

La secuenciacion dirigida del ADN a través del enriquecimiento
implica la captura de regiones gendémicas especificas mediante
el uso de sondas biotiniladas disefiadas para la hibridacion,
seguidas de aislamiento magnético de traccion y NGS. Este
método es eficaz para la secuenciacién de exomas o grandes
conjuntos de genes (>50 genes) con flujos de trabajo sélidos

y directos.

Secuenciacion del exoma

La secuenciacién del exoma completo utiliza enriquecimiento
para enfocarse en ~2 % del genoma que codifica las proteinas
para la identificacion eficiente de variantes codificantes en
una amplia gama de aplicaciones, incluidas la genética de la
poblacion, la enfermedad genética y los estudios de cancer.
La secuenciacion del exoma es una alternativa rentable a la
secuenciacién del genoma completo, gracias a la combinacion
accesible de tiempo de respuesta y precio.

a? e
o— -
pON

Mas informacion

Secuenciacion de amplicones

Enriquecimiento de objetivos

Secuenciacién del exoma

Guia de métodos: Paneles oncoldgicos pequefios

Nota de aplicacion: Solucidn de secuenciacién
del exoma NextSeq 1000 y NextSeq 2000
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Secuenciacion del exoma para la
investigacion de enfermedades
genéticas

La endometriosis es una enfermedad
inflamatoria crénica que muestra una alta
heredabilidad, pero solo el 25 % de los

casos se explican por variantes comunes.

Los investigadores de Turkiye realizaron
secuenciacion del exoma completo en tres
mujeres de la misma familia con endometriosis.
Identificaron tres nuevas variantes raras
probablemente relevantes para la patogénesis
de la enfermedad: TNFRSF1B, GEN1y CRABP1.
El gen TNFRSF1B codifica un receptor de

TNF que promueve la angiogénesis en el
endometrio y regula la apoptosis. Los genes
GENTy CRABP1 son supresores de tumores y
se han asociado con cdncer de endometrio.™

Solo para uso en investigacion. No debe utilizarse en procedimientos de diagndstico.
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Analisis integral e imparcial de la expresion génica

La secuenciacion de ARN (RNA-Seq) es una herramienta poderosa en la biologia moderna, que ofrece un analisis
muy sensible y preciso de la expresion génica en todo el transcriptoma. A diferencia de los métodos tradicionales
que se centran en transcripciones seleccionadas, RNA-Seq proporciona una vision integral del ARN celular, revelando
cambios previamente indetectables en la expresién génica y permitiendo la caracterizacion de diversas formas de
ARN no codificantes. Este enfoque imparcial permite a los investigadores explorar la arquitectura del transcriptoma
en profundidad, identificando isoformas de transcripcion, fusiones génicas, variantes de un solo nucleétido y otras
caracteristicas cruciales para comprender los mecanismos del cancer y las enfermedades genéticas.

RNA-Seq con sistemas de mesas de laboratorio

La transcriptémica es un punto de entrada accesible para el uso de NGS, dada su versatilidad en todos los casos de uso
y flujos de trabajo bien establecidos.’>'® La salida flexible de los sistemas de mesas de laboratorio funciona para multiples
métodos de andlisis de ARN, desde transcripciones dirigidas hasta transcriptomas completos. Las longitudes de lectura
mas cortas (p. ej., 1 x 50 pb) respaldan el recuento de aplicaciones como el andlisis de expresion génica, mientras que las
longitudes de lectura mas largas (p. €j., 2 x 300 pb) permiten la secuenciacion del repertorio inmunitario.

Métodos populares de RNA-Seq

RNA-Seq total

El ARN ribosomal (ARNr) puede representar el 80 % de las transcripciones. Las preparaciones de biblioteca de ARN total

basadas en agotamiento eliminan las transcripciones de ARNr que no son informativas y permiten un andlisis integral del

transcriptoma, cubriendo el panorama de ARN codificante y no codificante. La RNA-Seq total permite la medicidn precisa
de la abundancia de genes y transcripciones, y la deteccidn de caracteristicas de codificaciéon conocidas y novedosas y

multiples formas de ARN no codificante.

mRNA-Seq

Las preparaciones de la biblioteca de ARNm basadas en la

captura de poliA extraen transcripciones de ARNm con una o‘_\ ! {o
cola de poli A 3'. La mRNA-Seq ofrece una medicion sensible g@\,
y precisa de la expresion génica y puede identificar isoformas

conocidas y novedosas en el transcriptoma codificante, Mas informacion
detectar fusiones génicas y medir la expresion especifica del
alelo. Debido a que se necesita una cola de poliA intacta, no es Secuenciacion de ARN total

ideal para muestras degradadas. Secuenciacion del ARNm

RNA-Seq basada en enriquecimiento Secuenciacién de captura del exoma de ARN

Las preparaciones de la biblioteca de ARN de captura de Guia de métodos: Secuenciacion de ARN

hibridacion utilizan un enfoque basado en sonda para dirigir Nota de aplicacién: Solucion de secuenciacion
transcripciones de interés y permitir la deteccion sensible de ARN NextSeq 1000 y NextSeq 2000

de eventos de empalme y fusiones, incluso en muestras

degradadas. Este método permite el analisis rentable del exoma

de ARN mediante el uso de captura especifica de la secuencia

de las regiones codificantes del transcriptoma.
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RNA-Seq basada en enriquecimiento para la investigacion del cancer

Los investigadores de la Republica Checa emplearon la RNA-Seq dirigida junto con secuenciacidon de ADN de
linea germinal para evaluar el impacto funcional de las variantes de ADN en el riesgo de cancer hereditario,
centrandose en un panel de 226 genes relacionados con el cancer. Este enfoque facilitd la evaluacion de
transcripciones clinicamente relevantes en tejidos de facil acceso, como sangre o hisopados nasales. La
NGS basada en la captura de ARN permitié la deteccién de genes de baja expresidn y variantes de empalme.
La integracion del andlisis de ARN con la secuenciacion de ADN demostrd ser fundamental para caracterizar
variantes de importancia incierta (VUS), como la variante G > A en el gen CHEK2, el cual demostrd que causa
un empalme anormal y se reclasificd como patdgena."”

Secuenciacion del repertorio inmunitario 4 N\
) _— ) a ¥,

Durante una respuesta inmunitaria, el repertorio de o—@—o

receptores de antigenos circulantes cambia de un grupo S=N

diverso a uno que estd dominado por uno o algunos

clones expandidos. El perfil del repertorio inmunitario Mas informacion
secuencia las transcripciones de ARN para los receptores
de antigenos a fin de identificar variantes de receptores Inmunogendmica

Unicas y caracterizar la respuesta inmunitaria adaptativa. L, .
y P P Nota de aplicacién: V(D)J IR-Seq de longitud completa

en los sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000

- J
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Perspectivas epigenéticas accesibles y ricas en datos

La genética sola no es suficiente para explicar la enfermedad compleja y el desarrollo. Las influencias externas, como las
condiciones ambientales, la dieta y la actividad fisica, pueden inducir cambios epigenéticos que alteran como, dénde y
cuando se expresan genes especificos.” Los investigadores pueden usar métodos de NGS epigenética para cuantificar

y analizar las modificaciones del ADN que ayudan a dirigir la diferenciacidn celular o la progresién de la enfermedad. Los
ensayos de secuenciacion de metilacion y accesibilidad a la cromatina aprovechan la alta calidad y sensibilidad de la NGS
para revelar el panorama epigendmico dinamico de manera rapida y exhaustiva.

Secuenciacion epigenética con sistemas de mesas de laboratorio

Los sistemas de mesas de laboratorio de rendimiento medio proporcionan acceso a aplicaciones de secuenciacion
epigenética, lo que brinda a los investigadores mas herramientas para estudiar las funciones de la estructura de la
cromatina y la metilacion del ADN en el desarrollo y la enfermedad. Debido a la salida flexible y escalable de un sistema
de mesas de laboratorio de rendimiento medio, los laboratorios ya no necesitan un instrumento NGS a escala de
produccion para realizar estos métodos de uso intensivo de datos.

Métodos populares de
secuenciacion epigenética

ATAC-Seq para accesibilidad a la cromatina

El ensayo para la cromatina accesible por transposasa con
secuenciacion (ATAC-Seq) es un método rapido y sensible
para mapear la accesibilidad de la cromatina en todo

el genoma. Esta técnica utiliza una enzima transposasa
hiperactiva para insertar adaptadores de secuenciacion
en regiones de ADN expuestas y generar bibliotecas de
secuenciacién que representan la cromatina abierta.

El ATAC-Seq proporciona informacion sobre cémo el
embalaje de la cromatina afecta la expresidn génica,

sin conocimiento previo de los elementos reguladores.

El ATAC-Seq puede usarse para poblaciones de células

en bulk a granel o a nivel de un solo nucleo para estudiar
poblaciones de células heterogéneas.

Secuenciacion de metilacion

?

alp

La secuenciacion de metilacion revela el estado de 2@:

metilacion de dinucledtidos de citosina-guanina (CpG) en

todo el genoma a un nivel de nucledtido unico. El tratamiento Mas informacion

con bisulfito convierte las bases de citosina en uracilo,

mientras que las citosinas metiladas se dejan sin modificar.

Este método puede realizarse a nivel de genoma completo

o con métodos dirigidos para enriquecer los sitios de CpG Secuenciacion de metilacion

o enfocarse en regiones de interés. Nota de aplicacién: Unificar la expresidn génica de
célula Unicay la accesibilidad a la cromatina

Accesibilidad a la cromatina de secuenciacion ATAC
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Exploracion multiomica de alta resolucion

La multiomica proporciona un enfoque integrado para el descubrimiento de energia en multiples niveles de biologia. Al
combinar datos de estudios gendmicos, transcriptémicos, epigenéticos y protedmicos, los investigadores pueden lograr
una comprension mas integral de los cambios moleculares que contribuyen al desarrollo normal, la respuesta celular y la
enfermedad. La integracion de estas métricas complementarias en conjuntos de datos multiémicos ofrece una imagen
mas completa de los fenotipos celulares y ayuda a obtener mas informacién de alta calidad de cada muestra.

Los métodos de alta resolucion, como la secuenciacion de célula Unica y la secuenciacién espacial, permiten obtener
conocimientos mas profundos sobre los tejidos complejos. Los métodos tipicos de NGS analizan muestras disociadas

a granel, enmascarando la heterogeneidad celular y perdiendo informacion espacial clave. La expresion génica de
creacion de perfiles a nivel de célula Unica o con contexto espacial preservado aumenta el poder de descubrimiento.

La secuenciacién de célula Unica y espacial también es compatible con ATAC-Seq, protedmica y otros métodos de NGS.
Se desarrollan enfoques multimodales que miden tanto la expresion génica como los niveles de proteinas, o tanto la
expresion génica como la accesibilidad a la cromatina, en las mismas células.'®2°

Secuenciacion multiomica con
sistemas de mesas de laboratorio

Las perspectivas multidmicas son mas accesibles con
el poder de realizar aplicaciones de uso intensivo de
datos en su mesa de trabajo. Un secuenciador sistema
de mesas de laboratorio de rendimiento medio puede
ser una plataforma ideal para la multiémica gracias

a la amplia flexibilidad de aplicacines én y una salida
de hasta de 540 Gb. Por ejemplo, los investigadores
pueden emparejar la RNA-Seq con la secuenciacion del
exoma para evaluar si las variantes codificantes afectan
la expresion de la transcripcidén. Las capacidades de
los sistemas de rendimiento medio también permiten
métodos de alta resolucién con acceso a:

o Mas lecturas por celda para capturar informacién
sobre transcripciones de menor abundancia

« Mas células y muestras para potenciar disefios
experimentales dentro de un presupuesto de
investigacion determinado

« Condiciones, puntos temporales o métodos
adicionales para investigar facetas mas complejas de
la biologia
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Métodos populares de secuenciacion multidmica

RNA-Seq de célula unica

La RNA-Seq de célula unica (scRNA-Seq) puede caracterizar la expresion génica en cientos a millones de células
individuales de un tejido. Este método revela la heterogeneidad celular y proporciona una comprensién mas integral de

las poblaciones de células heterogéneas. El uso de scRNA-Seq facilita la identificacidon de nuevos biomarcadores y tipos
de células raras que, de otro modo, se omitirian con RNA-Seq en bulk.?"?2 Los avances significativos en la caracterizacion

de célula unica incluyen tecnologias para el aislamiento celular y nuevos métodos y aplicaciones para la secuenciacion.
Estos avances han estimulado el lanzamiento de soluciones comerciales accesibles para cada paso del flujo de trabajo
de secuenciacion de célula Unica, desde la preparacién de tejidos hasta el analisis de datos.

a?,
o— —
pOS

Mas informacion

Secuenciacién de ARN de célula Unica

Nota de aplicacién: Solucion de secuenciacion de
ARN de célula unica NextSeq 1000 y NextSeq 2000

Nota de aplicacion: Explorar el transcriptoma con
resolucién de célula Unica

Nota de aplicacion: Unificar la expresion génica de
célula unicay la accesibilidad a la cromatina

Nota de aplicacion: Investigacion multiomica
del sistema inmunitario a la resolucién de célula Unica
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RNA-Seq de célula Unica para
investigacion inmunooncolégica

Los inhibidores de Checkpoint muestran una
menor eficacia en la terapia contra el cancer
en hombres. Los investigadores de Oregon
realizaron la scRNA-Seq en muestras de
tumor metastasico de hombres con cancer
de préstata metastasico resistente a la
castracion, centrandose especificamente en
las células T CD8, que son cruciales para la
respuesta del inhibidor de checkpoint punto
de control. El estudio mostré que la privacion
de andrdégenos retrasa la progresion del
cancer y mejora la actividad de los linfocitos
T contra los tumores. Encontraron distintos
estados de células T CD8 asociados con

la respuesta y la resistencia al bloqueo

de PD-1, lo que reveld que la regulacion
negativa del receptor de androgenos (AR)
en las células T CD8 se correlaciond con una
funcién mejorada. Los hallazgos sugieren
que la inhibicidn del AR, al sensibilizar a

los huéspedes bloquean el checkpoint,
mejora la inmunidad antitumoral y destaca
un mecanismo novedoso subyacente a la
resistencia a la inmunoterapia en el cancer
de prdéstata.®
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RNA-Seq RNA-Seq espacial

La transcriptémica espacial combina tecnologias de
secuenciacion e imagenes de alto rendimiento para
mostrar la expresiéon del ARNm a nivel celular en tejidos

estructuralmente preservados. La RNA-Seq conserva la RNA'Seq eSpaCiaI para

ubicacion precisa de las moléculas bioldgicas en contexto investigacién de desarrollo
morfoldgico y puede ayudar a revelar como las células humano

estan influenciadas por las células vecinas, los eventos

de sefializacion local, las interacciones entre células y Con el uso de la transcriptémica espacial, los
mas. Revelar la compleja mezcla de tipos de células de un investigadores de Suecia profundizaron en
tejido con técnicas espaciales ya ha permitido nuevos y el complejo desarrollo del cerebro humano,
significativos descubrimientos dentro de los campos de la en particular en el periodo de 5 a 14 semanas
neurociencia, la biologia del desarrollo, el cancer, y mas.?* después de la concepcion. Identificaron

una variedad diversa de tipos de células
neuronales y gliales, lo que equivale a mas de
o fp mil tipos distintos que surgen en las primeras
o—@-o etapas del desarrollo cerebral. El mapeo de la
G distribucion espacial de estos tipos de células
reveld patrones complejos organizados
en cientos de dominios dentro del cerebro
adulto. Este estudio detalld las trayectorias

Mas informacion

Transcriptomica espacial de diferenciacién del cerebro anterior y del
Nota de aplicacién: Resolver todo el transcriptoma cerebro medio durante el primer trimestre del
dentro de la arquitectura del tejido desarrollo cerebral humano.?

Nota de aplicacién: transcriptémica espacial de alta
resolucién y alto rendimiento de tejidos complejos

Nota de aplicacion: Proteogendmica espacial de plexo
alto de secciones de tejido FFPE
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Sistemas de secuenciacion de mesa destacados
de lllumina

Serie MiSeq 1100

La serie MiSeq i100 establece el nuevo estandar en
simplicidad de secuenciacion para llevar el poder de

la NGS a mas laboratorios en todo el mundo. Estos
sistemas de bajo rendimiento ofrecen nuestros tiempos de
ejecucion mas rapidos hasta el momento, analisis de datos
integrados y avances significativos en sustentabilidad.
Como parte de una solucién integral de NGS, la serie
MiSeq i100 proporciona resultados el mismo dia para
diversas aplicaciones, incluidas transcriptémica, genémica
microbiana y estudios de secuenciacion de genes
dirigidos.

La serie MiSeq i100 ofrece 10 configuraciones de
reactivos diferentes con longitudes de lectura de

hasta 2 x 300 bp que admiten un rango de salida de

5 millones a 100 millones de lecturas y de 1,5 Gb a 30 Gb.
Esta capacidad ampliada permite a los investigadores
aumentar el rendimiento de las muestras y realizar una
secuenciacion mas profunda que antes.

Rendimiento de muestras para aplicaciones clave en MiSeq i100 Series

Lecturas/
Configuracion salidas por N.° de muestras

muestra
Celda de flujo 5 millones 25 millones 50 millones® 100 millones®
Salida por celda de flujo 1,5-3 Gb 2,515 Gb 5-30 Gb 10-30 Gb
Lecturas por celda de flujo 5 millones 25 millones 50 millones 100 millones

o 2 x 150 pb
Secuerjuacmn de genoma completo 1 millén 5 25 50 100
pequefio 2 x 300 pb
Secuenciacion de ARNr 16S 2 x 300 pb 0,1 millones 50 250 384¢ —
Secuenciacion cie ADN dirigida 2 x 100 pb 2 millones 9 12 25 50
(paneles pequefios)
Perfil de expresion génica dirigida 2 x 50 pb 5 millones 1 5 10 20
Sec-ARNm 2 x 100 pb 25 millones — 1 2 4
5 millones con

Secuenciacion del repertorio inmunitario 2 x 300 pb adicion de PhiX — 3 7 —

al 30 % en
a. Las lecturas por muestra y los rendimientos de muestra son estimaciones y muy variables, dependiendo del panel y la cobertura deseada.

b. Las celdas de flujo de 50 millones y 100 millones estaran disponibles a partir de 2025 solo para el sistema MiSeq 1100 Plus.
c. En funcioén de los indices lllumina disponibles, se pueden agregar indices adicionales.
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Sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000

Los sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000 de rendimiento medio estdn cuidadosamente disefiados para permitir mas
informacion y una amplia variedad de aplicaciones en su mesa de trabajo. Con 14 configuraciones y longitudes de lectura
de 1 x50 bp a2 x 300 bp, estos sistemas manejan de manera eficiente flujos de trabajo de mesas de laboratorio con
salida escalable, tiempos de ejecucion rapidos y alta calidad de datos. La celda de flujo P4 del sistema NextSeq 2000
permite aplicaciones de uso intensivo de datos como secuenciaciéon de célula Unica y multiémica con hasta 1800 millones
de lecturas y salida de 540 Gb. Estos sistemas robustos y faciles de usar estdn ampliando el acceso para regiones o
instituciones que tal vez no puedan pagar un sistema de alto rendimiento.

Rendimiento de muestras para aplicaciones clave en los sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000 con quimica XLEAP-SBS®

Lecturas/
Configuracion salidas por N.° de muestras

muestra
Celda de flujo P1 P2 p3r p4p
Salida por celda de flujo 10-60 Gb 40-240 Gb 120-360 Gb 90-540 Gb
Lecturas por celda de flujo 100 millones 400 millones 1200 millones 1800 millones
Secuenciacion d nom mplet 2150 pb

:Cu:ﬁg acion de genoma completo 1 millén 100 384¢ 384¢ 384
peq 2 x 300 pb
Secuenciacion de ARNr 16S 2 x 300 pb 0,1 millones 384¢ 384¢ — —
Secuenciacion metagendmica Shotgun 2 x 300 pb 25 millones 4 16 — —
5 millones con

Secuenciacion del repertorio inmunitario 2 x 300 pb adicion de PhiX 14 56 — —

al 30 % en
Secuenmamon de ADN dirigida 2 x 100 pb 50 millones 2 8 24 36
(paneles medianos a grandes)
Secuenciacion del exoma 2 x 100 pb 8 Cb — 10 30 45

100x cobertura
RNA-Seq total 2 x 100 pb 50 millones 2 8 24 36
MRNA-Seq 2 x 100 pb 25 millones 4 16 48 72
RNA-Seq basada en enriquecimiento 2 x 100 pb 25 millones 4 16 48 72
Secuenciacion de genoma completo 120 Gb
9 P 2 x 150 pb 30 veces la — 1 3 4

grande

cobertura
Secuenciacion de metilacion dirigida 2 x 150 pb 50 millones 2 8 24 36
ATAC-Seq 2 x 50 pb 50 millones 2 8 24 36
RNA-Seq de célula tnica 2 x50 pb 200 millones — 2 6 9

a. Las lecturas por muestra y los rendimientos de la muestra son estimaciones y muy variables, dependiendo del tipo de muestra y del objetivo experimental.
b. Las celdas de flujo P3 y P4 solo estén disponibles en el sistema NextSeq 2000.
c. En funcion de los indices lllumina disponibles, se pueden agregar indices adicionales.
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Simplicidad operativa diaria

lllumina cree que la gendmica debe estar disponible para
muchos, no para unos pocos. Estamos comprometidos a hacer
que nuestra tecnologia sea lo mas asequible y accesible posible,
estableciendo al mismo tiempo el estdndar mas alto de calidad y
seguridad de datos. Nuestros sistemas de mesas de laboratorio
estan disefiados para ser especialmente faciles de operar, desde
la configuracion de la ejecucion hasta el analisis. Los flujos de
trabajo simples requieren menos puntos de contacto y menos
pasos que otros sistemas de NGS, lo que reduce la curva de
aprendizaje y la posibilidad de error del usuario.

Generacion de datos rapida
y altamente precisa

Los sistemas de secuenciacion de mesas de laboratorio

lllumina integran los Ultimos avances tecnoldgicos, incluida la
quimica XLEAP-SBS™ y el andlisis secundario DRAGEN™. La
quimica XLEAP-SBS, construida sobre la base de la quimica de
secuenciacion por sintesis (SBS) lllumina estandar comprobada,
permite una secuenciacion mas rapida, mas econémica y de
mayor calidad que nunca. Los reactivos XLEAP-SBS estan
optimizados para la estabilidad, el rendimiento y la velocidad,

lo que proporciona una mayor confianza en los datos generados
y acelera la finalizacion del proyecto.

El andlisis secundario de DRAGEN se incluye a bordo de

los sistemas de mesas de laboratorio serie MiSeq i100 y
NextSeq 1000 y NextSeq 2000, que ofrecen pipelines de
bioinformatica automatizadas con una precisién excepcional
para la designacion de variantes.?® Analice genomas, exomas,
metilomas y transcriptomas completos con una Unica solucion
que reemplaza hasta 30 herramientas de cddigo abierto. Los
flujos de trabajo preconfigurados reducen el tiempo y los
gastos para desarrollar procesos de analisis, con lo cual los
investigadores tienen acceso sencillo a sus datos y ganan
experiencia en sus analisis. El analisis secundario de DRAGEN
esta disponible a través de un servidor local, en la

nube o directamente a bordo de los sistemas serie MiSeq i100
y NextSeq 1000 y NextSeq 2000.

4 )
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Mas informacion

Quimica XLEAP-SBS en los sistemas
NextSeq 1000 y NextSeq 2000

KAnaI|S|s secundario de DRAGEN j
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W% Lo interesante y emocionante es

la versatilidad de los enfoques de
la NGS. Es increible la cantidad
de descubrimientos que puede
provenir de un solo equipo, como
un secuenciador, y la variedad de
preguntas que se pueden abordar
con esa Unica herramienta en la
industria y el mundo académico.
Esincreiblemente genial.  I'F

Dr. Cole Ferguson, PhD

Profesor adjunto, Division de Neuropatologia,
Universidad de California San Dlego

Solo para uso en investigacion. No debe utilizarse en procedimientos de diagndstico.
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lllumina como socio de confianza

A medida que los cientificos exploran los mecanismos moleculares subyacentes a la salud y la enfermedad humanas,
lllumina se destaca como un socio de confianza, que ofrece un conjunto integral de soluciones para impulsar la
investigacién gendmica. Con una diversa cartera de preparacion de bibliotecas, salidas de datos de alta calidad y
aplicaciones de analisis intuitivas, las soluciones de flujo de trabajo lllumina mejoran las capacidades de NGS con
simplicidad operativa.

Como lider mundial en tecnologia de NGS, lllumina ha instalado mas de 25 000 instrumentos en todo el mundo y su
tecnologia se menciona en mas de 400 000 publicaciones revisadas por pares, cinco veces mas que todos los demas
proveedores de NGS combinados.?” Al aprovechar décadas de experiencia, lllumina continta innovando y expandiendo
las aplicaciones de NGS, lo que garantiza que los investigadores se beneficien de tecnologia confiable y datos precisos
para acelerar los descubrimientos cientificos.
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Resumen

La NGS ofrece una vision integral y de alta resolucion de los

sistemas bioldgicos para ampliar el poder de descubrimiento
de los cientificos gendmicos. Con la NGS, los investigadores
pueden:

« |dentificar variantes en miles de regiones objetivo (hasta
una resolucién de base Unica) en un solo experimento

« Revelar un panorama mas amplio de entidades moleculares,
lo que permite el descubrimiento de nuevos objetivos
farmacoldgicos, redes de sefializacién y marcadores de
enfermedades

« Usar un enfoque imparcial para proporcionar informacion no
explotada sobre fendmenos, vias y sistemas bioldgicos

Los sistemas de secuenciacién de mesas de laboratorio

estan llevando la velocidad, la potencia y la versatilidad de
NGS a mas laboratorios en todo el mundo. Los sistemas de
secuenciacion de mesas de laboratorio de bajo rendimiento
permiten un analisis microbiano rapido y libre de cultivos y
una secuenciacion de ADN y ARN asequible y dirigida, y el
control de calidad de la biblioteca. Los sistemas de mesas

de laboratorio de rendimiento medio proporcionan acceso a
métodos ricos en datos, como secuenciacion de exomas o
paneles grandes, analisis de célula Unica y biologia espacial.
Los sistemas de mesa Illumina proporcionan a los cientificos la
precision, la asequibilidad y la accesibilidad para hacer realidad
sus ambiciones de investigacion.

a ? e
o’@‘o
Mas informacion

Sistema de secuenciacion de mesa
Serie MiSeq i100
Sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000
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La belleza de NGS es que
proporciona un panorama

muy amplio, y luego podemos
encontrar cosas especificas que
son sorprendentes en las que
gueremos profundizar. Realmente
abre la puerta a posibilidades
mucho mas amplias, y luego nos
ayuda a guiar los proximos pasos
de la investigacion.

Kristen Jepsen, PhD

Director, Centro de Gendmica de IGM
Universidad de California San Dlego
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