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illumina

Solucidon de resecuenciacion selectiva

AmpliSeq™ for lllumina

Una solucién flexible y optimizada de secuenciacion de amplicones para producir datos
extremadamente fiables a partir de muestras de ADN y de ARN con poca cantidad de

entrada.

Puntos destacados

® Datos precisos en diversos tipos de muestras
Los procesos quimicos AmpliSeqy la tecnologia de
secuenciacion de lllumina probadas se combinan para lograr
una elevada calidad de los datos, aun cuando se parta de
materiales de calidad deficiente, como tejidos FFPE.

® Completa cartera de contenidos
Cuenta con una amplia gama de contenidos comprobadosy
listos para usar, ademas de con opciones de disefos
personalizados.

® Flujo de trabajo sencillo y rapido
Disfrute de una eficiencia mayor del laboratorio con un rapido
flujo de trabajo de preparacion de bibliotecas para el que
hace falta un tiempo de participacion activa inferiora una
horay media

® Soluciodn flexible
Tenga a su disposicion varias opciones para las plataformas
de secuenciacion y el analisis de datos, y atienda
practicamente cualquier necesidad de rendimiento.

Introduccion

AmpliSeq for lllumina ofrece una resecuenciacion selectiva rapida y
precisa que permite a los investigadores pasar del ADN o el ARN a
llamadas de variantes en dos dias y medio. La solucién,
complementada con opciones de asistencia, incluye contenido de
paneles cuidadosamente seleccionado, un ensayo de preparacion
de bibliotecas basado en PCR, la tecnologia de secuenciacion de
proxima generacion (NGS) probada de lllumina y un analisis de datos
sencillo

(Figura 1, Tabla 1). Los resultados obtenidos presentan la elevada
cobertura uniforme y en objetivos que resulta necesaria para detectar
variantes de baja frecuencia con coherencia y fiabilidad.

Gracias a los procesos quimicos AmpliSeq de gran rendimiento, los
investigadores pueden usar el ensayo AmpliSeq for lllumina para
centrar sus estudios en genes, regiones o variantes de interés
especificos con un elevado grado de precision. Los usuarios pueden
aprovecharun contenido seleccionado con un criterio experto,
incluido en paneles de la comunidad o predisefados listos para usar,
u optar por personalizar su propio panel para atender necesidades
especificas. El ensayo de preparacion de bibliotecas basado en PCR
se sirve de oligonucledtidos para amplificar regiones de interés con el
fin de investigar variantes de nucledtido unico (SNV), insercionesy
deleciones, variaciones en el nimero de copias (CNV) y fusiones
genéticas. Los procesos quimicos de AmpliSeq pueden multiplexar
de 12 amas de 24 000 amplicones, lo que permite la captura
simultanea de varios objetivos en una sola reaccion. AmpliSeq for
llumina funciona con muestras de ARN y ADN, para cuyo
procesamiento solo hace falta 1 ng cuando estas son de gran
calidad, y cuenta con la flexibilidad suficiente como para admitir
muestras fijadas en formol y embebidas en parafina (FFPE), como
tejidos tumorales preservados.

La solucion AmpliSeq for lllumina esta optimizada para su uso con la
quimica de secuenciacion por sintesis (SBS) de lllumina. Las librerias
preparadas se pueden secuenciaren cualquier sistema de
secuenciacion de llumina, incluidos los modelosiSeq™ 100,
MiniSeq™, MiSeq™y NextSeq™.

Contenido de disefio

DesignStudio™

Elija un panel listo para usar
o de comunidad AmpliSeq for
lllumina, u opte por disenar
uno personalizado

5-7 horas

Kit AmpliSeq for
lllumina Library PLUS
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Preparar bibliotecas

Analizar datos y

Secuenciar ;
anotar variantes

17-32 horas

Local Run Manager,
BaseSpace Sequence Hub y
BaseSpace Variant Interpreter

iSeq, MiniSeq, MiSeq o
NextSeq System

Figura1: Solucién de resecuenciacién selectiva AmpliSeq for lllumina
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Tabla 1: Resumen de AmpliSeq for lllumina

Parametro Especificacion
Ensayo Flujo de trabajo basado en PCR
Secuenciacion Procesos quimicos de SBS
Ti
ipo de Tejido FFPE y sangre
muestra
Tipo de ADN y ARN
entrada
Cantidad de .
entrada 1-100 ng (se recomiendan 10 ng por grupo)
Tipos de . . ) . o a
. SNV, insercionesy deleciones, CNV y fusiones genéticas
variante
Tiempo de
par_tlmpamon <1.5 horas”
activa
(ensayo)
Tiempo total
lemp 5-7,5 horas (en funcion del panel)
(ensayo)

Opciones de contenido

Panel listo Paneles predisefiados que tienen como objetivo areas de
parausar interés especificas.
Panel de Disefios basados en las aportaciones de investigadores lideres
comunidad en las areas de aplicacion pertinentes.

Paneles que tienen como objetivo regiones de interés
Panel concretas para atender necesidades de aplicaciones

especificas; la mayoria de los disefios se ajustan a un nimero
de entre unoy cuatro grupos, con 3072 amplicones por cada
uno de ellosy hasta 12 288 amplicones por panel.

personalizado

Preparados por encargo (paneles personalizados y de

Tiempo de comunidad): 3—-4 semanas.
pedido Elementos con existencias (paneles listos para usar, Library
PLUS e indices): disponibles en inventario.

Sistemas de

secuenciacion Todos los sistemas de secuenciacion de lllumina.

compatibles

a. SNV: variantes de nucledtido unico; CNV: variaciones en el nimero de
copias

b. El tiempo de participacion activa corresponde Unicamente a la preparacion
de bibliotecas, sin incluir su cuantificacion, normalizacion o agrupacion.

Puede solicitar AmpliSeq for lllumina en linea en www.illumina.com.

Flujo de trabajo sencillo y rapido

La solucion AmpliSeq for lllumina ofrece un método rapido y eficiente
para analizar posibles variantes en estudios de enfermedades
oncoldgicasy genéticas. La preparacion de bibliotecas tan solo lleva
cinco horas (cuando se inicia con ADN) y tiene un tiempo de
participacion activa inferior a una hora y media. Los periodos de
secuenciacion y de analisis de datos varian en funcion del panely del
numero de muestras. No tiene mas que solicitar un panely seguirel
flujo de trabajo basado en PCR para preparar, secuenciary analizar
bibliotecas (Figura 1).

Disefio de paneles

Losinvestigadores tienen a su disposicion una creciente gama de
disefios de contenido para elegir: paneles listos para usar, de
comunidady personalizados.

Paneles listos para usar

Los paneleslistos para usar ofrecen un contenido predisenado que
tiene como objetivo las variantes mas habituales en un area concreta
de interés. Dichas variantes se eligen en funcion de las aportaciones
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de expertos del ambito en cuestion, bases de datos cuidadosamente
seleccionadasy publicaciones revisadas por expertos. Gracias a
estos paneles, se ahorra el tiempo y el esfuerzo requeridos para

la seleccion de objetivos y la optimizacion del rendimiento.
Actualmente, hay paneles disponibles para enfermedades genéticas
y oncoldgicas. La gama de paneles no cesa de aumentar.

Los investigadores tienen a su disposicion paneles listos para usar
presentados en cémodos paquetes de pequefio tamafio
(normalmente, 24 reacciones) para los estudios flexibles.

Obtenga mas informacion acerca de los paneles listos
para usar AmpliSeq for lllumina en
www.illumina.com/products/by-brand/ampliseq/ready-to-
use-panels.html.

Paneles de comunidad

Los paneles de comunidad ofrecen un contenido seleccionadoy
disefado a partir de las aportaciones de investigadores lideres.
Constituyen una forma sencilla y rapida de emprender estudios de
resecuenciacion selectivos en un area especifica de enfermedad.
Para ofrecerla maxima flexibilidad, los paneles son totalmente
personalizables. Los paneles de comunidad se preparan porencargo
y se encuentran disponibles en paquetes de gran tamano.

Obtenga mas informacion acerca de la comunidad de
AmpliSeq for lllumina en www.illumina.com/products/by-
brand/ampliseg/community-panels.html.

Paneles personalizados

En el caso de que el contenido disponible en los paneles listos para
usar o de comunidad no satisfaga sus necesidades, es posible
disenary solicitar en linea y con total facilidad contenido
personalizado mediante el software DesignStudio™. El software
DesignStudio es una herramienta en linea gratuita y facil de usar que
permite crear paneles optimizados para los objetivos o el contenido
genomico especifico de interés. Los objetivos pueden seleccionarse
a partir de diversos genomas de referencia precargados. Tras iniciar
sesion en una cuenta personalizada, los investigadores pueden
seleccionar coordenadas para la seleccion de regiones genémicas
de interés. Un algoritmo optimizado que contempla diversos factores,
como la especificidad, la cobertura y el contenido de GC, disefa los
amplicones de forma automatica. Los amplicones candidatos se
visualizan y evalian mediante puntuaciones de satisfaccion
estimada. Los amplicones pueden filtrarse y, seguidamente,
incorporarse al disefo o retirarse de este. Tras la visualizaciony el
control de calidad, puede solicitarse el panel. El software
DesignStudio también puede emplearse para personalizar
contenidos.

Puede ver una demostracion de como disenar paneles
personalizados en www.illumina.com/products/by-
type/sequencing-kits/library-prep-kits/ampliseg-custom-
dna-panel.html.

Ensayo de amplicones y preparacion de
bibliotecas

La preparacion de bibliotecas en la solucion AmpliSeq for lllumina
resulta sencillay rapida. Gracias a un flujo de trabajo basado en PCR
multiplexado y de alta especificidad, se obtienen bibliotecas con una
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alineacion en objetivo y una uniformidad de cobertura elevadas
(Figura 2). Es posible multiplexar hasta 24 000 amplicones en un solo
ensayo, lo que permite la evaluacion simultanea de varios genesyy,
con ello, ahorrartiempo.

La preparacion de bibliotecas comienza con la amplificacion de
regiones especificas de ADN o ADNc de la entrada inicial.

Las secuencias restantes del cebador se someten a digestiony se
afladen adaptadores de secuenciacion a los amplicones resultantes.
La biblioteca se amplifica y queda lista para cuantificarse,
normalizarse y agruparse antes de la secuenciacion. Con este
método, es posible preparar varias bibliotecas en tan solo

cinco horas.

ADN ARN

; ‘ Transcripcion
inversa

ADN/ADNc

l' Amplificacion de PCR con
panel AmpliSeq for lllumina

Amplicén

l' Eliminacion de secuencias
del cebador

l Ligadura de adaptadores

Amplificacion de PCR con
l’ cebadores de secuenciacion

Fragmento listo para secuenciacién
[

Figura2: Preparacion de bibliotecas AmpliSeq for lllumina: El flujo de trabajo
basado en PCRy altamente multiplexado amplifica hasta 24 000 amplicones en
un solo ensayo.

Secuenciacion

Mas del 90 % de los datos de secuenciacion de todo el mundo se
genera mediante los procesos quimicos de SBS de lllumina.” Gracias
a la secuenciacion paralela en gran escala con un método exclusivo
basado en terminadores reversibles, la tecnologia de SBS permite
detectarbases individuales cuando se incorporan a cadenas de ADN
en crecimiento. Se adquieren imagenes de un terminador con
marcador fluorescente a medida que se incorpora cada dNTPy, a
continuacion, se elimina para permitirla adicion de la siguiente base.
Como los cuatro dNTP unidos al terminador reversible estan
presentes durante cada ciclo de secuenciacion, la competencia
natural minimiza la tendencia a la incorporacion. El resultado de ello
es una secuenciacion base por base que permite la obtencion de
datos muy precisos, incluso en regiones complicadas, como en el
caso de los homopolimeros.

* Célculos de datos en archivo. lllumina, Inc. 2015.
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Vea el video en el que aparece la tecnologia de SBS en
accion en www.illumina.com/science/technology/next-
generation-sequencing.html.

Varios sistemas para un rendimiento flexible

Los sistemas de secuenciacion de lllumina ofrecen interfaces
intuitivas y sencillas para configurary ejecutar experimentos sin
complicaciones en todas las escalas de la secuenciacion (Figura 3).

Analisis de datos

El analisis de los datos generados con AmpliSeq for lllumina resulta
sencillo, y para este andlisis no hace falta el apoyo de profesionales
bioinformaticos con una formacion determinada ni una
infraestructura informatica especifica. Tiene a su disposicion
soluciones informaticas para paneles de amplicones de ADN y de
ARN destinadas a traducir los datos de secuenciacion sin procesar
en resultados significativos. Con los paneles de amplicones de ADN,
el flujo de trabajo de analisis secundario alinea lecturas con respecto
a genomas de referencia y efectia llamadas de variantes pequenas.
Es posible realizar mas analisis de llamadas de variantes a partir de
datos humanos con el fin de haceranotacionesy generarinformes.
En el caso de los paneles de amplicones de ARN, el flujo de trabajo
de analisis secundario acomete un analisis de expresion diferencial y
una llamada de fusion de genes. Ambos flujos de trabajo generan
archivos que pueden emplearse en mas analisis sucesivosy en
procesamientos realizados con herramientas de terceros.

Paquete informatico BaseSpace™

Una vez transmitida la informacion de secuenciacion directamente
desde el sistema de secuenciacion a BaseSpace Sequence Hub, la
plataforma de informatica basada en la nube para genémica de
llumina, los datos de secuenciacion sin procesar se analizan
mediante las aplicaciones de BaseSpace para amplicones de ADN o
de ARN. Los resultados de los andlisis pueden almacenarse o
compartirse con facilidad con otros investigadores. Pueden
efectuarse analisis ulteriores en cualquier llamada de variantes por
medio de BaseSpace Variant Interpreter, una plataforma de
interpretacion y generacion de informes disefada con el fin de
reducirel tiempoy el esfuerzo necesarios para extraerinformacion
bioldgica util a partir de datos gendmicos, y maximizar al mismo
tiempo la eficiencia operativa.

Andlisis integrado en el instrumento

Los investigadores que no sean usuarios de BaseSpace Sequence
Hub pueden utilizar los mismos flujos de trabajo de analisis
secundario en el entorno local a través del software Local Run
Manager. Local Run Manager es un software integrado en el
instrumento que se utiliza para crear un experimento, supervisar
estadosy analizar datos de secuenciacion. Local Run Manager se
encuentra disponible como elemento integrado en determinados
sistemas de secuenciacion, ademas de como elemento
independiente del instrumento que puede instalarse en un ordenador
aparte.

Obtenga mas informacién acerca de BaseSpace

Sequence Hub en www.illumina.com/products/by-
type/informatics-products/basespace-sequence-hub.html.
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©

iSeq 100 System MiniSeq System MiSeq System NextSeq 550 System
Méximo de resultados 1,2Gb 8Gb 15 Gb 120 Gb
Numero méaximo de lecturas 4 millones 25 millones 25 millones 400 millones

N.° estimado de muestras

) 3 6-20 12-20 104-320
por experimento®

a. Informacion basada en un panel con 1000 amplicones y una cobertura media de 1000x

Figura3: Sistemas de secuenciacion de lllumina: Soluciones para todas las aplicaciones, tipos de muestrasy escalas de secuenciacion. Obtenga mas informacion en
www.illumina.com/systems.

o I L [ L
90 % i
80 %
© Uniformidad
® Lecturas alineadas en objetivo
70 %
Panel 1 Panel 2 Panel 3 Panel 4 Panel 5 Panel 6 Panel 7 Panel 8 Panel 9 Panel 10 Panel 11
37 100 116 236 amplicones | 498 amplicones | 595 ampli 637 828 1019 2003 3435 amplicones

Figura4: Gran uniformidad de coberturay alineacién en objetivo en paneles personalizados AmpliSeq for lllumina: Se emplearon muestras de ADN de Coriell y
Horizon Discovery con el fin de evaluar el rendimiento de 11 paneles personalizados AmpliSeq for lllumina para tamafios distintos (nimero de amplicones). Las bibliotecas
se secuenciaron en MiSeq System. Las barras de error indican la variabilidad de los duplicados técnicos.

altamente multiplexado, la secuenciacion probada de llluminay
opciones simplificadas de bioinformatica para ayudara los

en www.illumina.com/products/by- investigadores a descubrir un nutrido conjunto de datos genémicos.
brand/ampliseg/informatics.html.

Obtenga mas informacion sobre las soluciones informaticas

Informacién adicional

Datos de alta calidad Para obtener mas informacion acerca de AmpliSeq for lllumina, visite
www.illumina.com/products/by-brand/ampliseqg.html.

Para demostrar la capacidad de la solucion de resecuenciacion

selectiva AmpliSeq for lllumina, se generarony se evaluaron

11 bibliotecas personalizadas AmpliSeq for lllumina utilizando, para

ello, muestras de Coriell y Horizon Discovery (HD). Se disefiaron

paneles de distinto tamafo (nimero de amplicones) mediante el

software en linea DesignStudio. Se preparan bibliotecas listas para la

secuenciacion con las muestras de Coriell y HD siguiendo el

protocolo de AmpliSeq for lllumina Library PLUS. Tras ello, se

secuenciaron en MiSeq System. El analisis de los datos se

efectud con el flujo de trabajo de analisis de amplicones de ADN. Los

resultados revelaron una gran uniformidad de cobertura y un elevado

porcentaje en objetivo de lecturas alineadas con todos los niveles de

plexicidad (Figura 4).

Resumen

La solucion AmpliSeq for llumina proporciona una generacion rapida
y precisa de informes de distintas variantes en diversos tipos de
muestras, incluidos los tejidos FFPE . Esta completa solucion
combina la sencillez del disefnoy la amplitud de la gama de paneles
AmpliSeq, un ensayo de preparacion de bibliotecas basado en PCR
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Datos para realizar pedidos

Para solicitar paneles personalizados AmpliSeq for lllumina, visite
www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-
kits/ampliseg-custom-dna-panel.html.

Solucién con todas las opciones de
asistencia necesarias

llumina ofrece un amplio abanico de opciones de asistencia,
desde la ayuda con el disefio y el analisis de datos hasta
aspectos de bioinformatica y formacion, para contribuira que los
investigadores alcancen sus objetivos. lllumina Concierge
procura un diseNo avanzado de contenidos para ayudara
mejorar la cobertura y permitir la utilizacion de disefos
complementarios o de especies no humanas. También se pone
a disposicion de los interesados un servicio de evaluacion de
AmpliSeq for lllumina para un sistema de secuenciacion de
llumina concreto antes de realizar la inversion. Asimismo, puede
recurrira expertos de bioinformatica que lo asistiran con el disefio
de aplicacionesy procesos personalizados, ademas de a
cientificos cualificados y certificados que pueden desplazarse a
lasinstalaciones del cliente para impartir cursos sobre la
preparacion de bibliotecas.

Illumina, Inc. ¢ 1.800.809.4566 (lamada gratuita, EE. UU.)  Tel.: +1.858.202.4566 ® techsupport@illumina.com e
www.illumina.com

© 2017 llumina, Inc. Todos los derechos reservados. Todas las marcas comerciales pertenecen a llumina, Inc. 0 a sus respectivos propietarios. Si desea
consultar informacion especfiica sobre las marcas comerciales, visite www.ilumina.com/company/legal.html. Publicacion n.°770-2017-022-A ESP QB 5430
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