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Kit de preparacion de bibliotecas del extremo 3'
para WTA SureCell” para el sistema ddSEQ" de

Bio-Rad® e lllumina®

Disfrute de la profundizacién en la expresién genética con una plataforma de secuenciacion
de proxima generacion de alto rendimiento, sensible, flexible y rentable

Puntos destacados

® Caracterizacion sensible y sin sesgo de firmas de
transcripcion
Deteccion genética muy sensible y reproducible en células
unicas

® Flujo de trabajo completo de secuenciacion de ARN de
células unicas
Flujo de trabajo totalmente compatible desarrollado en
colaboracion con innovadores tecnolégicos

® Secuenciacion de proxima generacion de gran
capacidad integrada con un sencillo analisis de datos
La reconocida secuenciacion de llumina combinada con un
software de andlisis optimizado y facil de usar

Introduccién

Los sistemas biologicos complejos estan determinados por las
funciones coordinadas de cada una de las células. Las tecnologias
convencionales que proporcionan grandes volimenes de datos de
transcriptomas no logran revelar la heterogeneidad de transcripciones
que rige esta complejidad (1). La secuenciacion del ARN (RNA-Seq)
de células Unicas permite un andlisis profundo de la expresion
genética, que proporciona informacion detallada sobre el
funcionamiento celular, la evolucion de una enfermedad y la eficacia
de un tratamiento (2). Sin embargo, la generacion de miles de
bibliotecas de secuenciacion de proxima generacion (NGS) de células
Unicas con un método asequible, de alto rendimiento y facil de usar
sigue siendo todo un desafio (2).

Aislamiento y
codificacién de
células unicas

Preparar su

biblioteca

Secuenciar de
forma eficiente

Para hacerrealidad la promesa de la biologia de célula Unica, la
solucion de secuenciacion de células Unicas de Bio-Rad e lllumina
combina la innovadora tecnologia Droplet Digital™ de Bio-Rad (3) con
las tecnologias de analisis, secuenciacion y preparacion de bibliotecas
de NGS de llumina. Esta nueva plataforma le ofrece un flujo de trabajo
completoy facil de usar para la secuenciacion de ARN de células
Unicas (figura 1), que permite realizar experimentos controlados con
varias muestras, varias condiciones de tratamiento y en distintos
momentos. Concebida y respaldada por el trabajo conjunto con
diferentes lideres tecnolégicos, la soluciéon de secuenciacion de
células Unicas de Bio-Rad e llumina permite analizar el transcriptoma
de cientos a decenas de miles de células Unicas en un solo
experimento. Este método flexible y robusto de preparacion de
muestras de NGS de células Unicas permite que un mayor nimero

de investigadores apliquen la sensibilidad y la precision de la
secuenciacion de ARN a cuestiones que solo pueden responderse
estudiando células individuales.

Aislamiento de células Unicas ampliabley
flexible

El aislador de células Unicas (SCI) ddSEQ de Bio-Rad encapsula 'y
divide las células Unicas en nanogotas de subnanolitros en un
cartucho desechable. Cada cartucho puede albergarvarias muestras
y pueden procesarse varios cartuchos en paralelo, lo que permite el
aislamiento de cientos a decenas de miles de células al dia. Lalisisy la
codificacion celulares se producen dentro de nanogotas individuales,
lo que permite realizar un seguimiento de cada una de las células
durante todo el flujo de trabajo. Este método basado en nanogotas no
se ve afectado por el tamafo de las células de los mamiferos, lo que se
traduce en una determinacion de perfiles sin sesgo de diferentes
poblaciones celulares (figura 2). El aislador de células Unicas (SCI)
ddSEQ de Bio-Rad puede procesar muestras en menos de 5 minutos.
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Fig. 1. Flujo de trabajo de secuenciacién de ARN de células tnicas. El flujo de trabajo integra el reconocido aislamiento de células con el aislador de células unicas (SCI)
ddSEQ de Bio-Rad, seguido por la preparacion de bibliotecas con el kit de preparacion de bibliotecas del extremo 3' para WTA SureCell dotado de la tecnologia Nextera,
la secuenciacion de llluminay el analisis de datos con BaseSpace Sequence Hub y el software de andlisis SeqGeq de FlowdJo, LLC.
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Al eliminar los flujos de trabajo de experimentos prolongados que
pueden alterar las firmas de transcripcion, se pueden detectarlas
respuestas agudas de transcripcion, asi como controlarse en
experimentos basados en tiempo.
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Fig. 2. Secuenciacién de ARN independiente del tamafio celulary sin sesgo.
Las estirpes celulares murinas (A20, NIH 3T3) y las estirpes celulares humanas
(HEK, BJ) se procesaron con el kit de preparacion de bibliotecas del extremo 3'
para WTA SureCell. Que la cantidad de genes detectados sea constantemente
elevada implica que la recuperacion de las trascripciones no esté limitada por el
tamano celular.

Quimica de NGS avanzada para la preparacion
de bibliotecas

Una suspension de células Unicas se carga en un cartucho ddSEQ M
y el aislador de células Unicas ddSEQ encapsula y codifica estas
células. La lisis y la codificacion se producen en cada nanogota.
Lasnanogotas se rompen y el ADNCc se agrupa para la sintesis de
segunda cadena. Las bibliotecas se generan con una fragmentacion y
un etiquetado directos del ADNc mediante la tecnologia Nextera®
y sin necesidad de recorte ni de preamplificacion (figura 3).
La fragmentaciony el etiquetado vienen seguidos de un
enriquecimiento del extremo 3'y de un indexado de las muestras para
preparar hasta 24 bibliotecas listas para secuenciacion e indexadas
con un tiempo de participacion activa minimo.
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Fig. 3. Descripcion general del kit de preparacién de bibliotecas del extremo
3' para WTA SureCell para el sistema ddSEQ. Después de que las células se
hayan aislado, lisado y codificado, el ADNc se agrupa para la sintesis de la
segunda cadena. Las bibliotecas se generan con la fragmentacion y el etiquetado
directos del ADNc seguidos por el enriquecimiento del extremo 3' y el indexado de
las muestras.

Secuenciacion fiable con los sistemas de NGS
de lllumina

Lasbibliotecas de células Unicas preparadas se cargan directamente
en un sistema de la serie MiSeg®, NextSeqe o HiSeg® o NovaSeq™ de
llumina para su secuenciacion. Estos sistemas de secuenciacion
emplean la quimica de secuenciacion por sintesis (SBS) de lllumina
lider del sector, utilizada en méas del 90 % de todas las NGS de todo el
mundo.” Esta tecnologia comun ofrece coherencia y fiabilidad en los
datos de secuenciacion de todas las plataformas de NGS de lllumina.
Las series MiSeq, NextSeq, HiSeqy NovaSeq de sistemas de
secuenciacion ofrecen flexibilidad en todo un abanico de
aplicaciones, asi como un rendimiento flexible que admite diferentes
tamanos de estudio.

El software de control del instrumento facil de usar guia a los
investigadores en la carga de las muestras y en la configuracion del
experimento mediante unas interfaces de usuario intuitivas, al tiempo
que permite una monitorizaciéon en tiempo real de los experimentos de
secuenciacion totalmente automatizados, ya sea en el propio
instrumento o a distancia.

Andlisis simplificado de datos en BaseSpace®
Sequence Hub

Los datos de secuenciacion de células Unicas se pueden transferir
inmediatamente, almacenary analizar de forma segura en BaseSpace
Sequence Hub, el entorno informéatico de genémica basado en la
nube de lllumina. BaseSpace Sequence Hub ofrece un gran repertorio
de aplicaciones de BaseSpace. Las herramientas comercialesy de
codigo abierto satisfacen toda una variedad de necesidades en
materia de anélisis de datos comunes, tales como la alineaciény la
llamada de variantes, entre muchas otras mas. Estas aplicaciones
incluyen interfaces de usuario intuitivas que funcionan con solo pulsar
un botdn y se han disefiado para utilizarse sin necesidad de
conocimientos bioinformaticos.

La aplicacion de secuenciacion de ARN de células Unicas SureCell se
ha concebido para permitir el anélisis de datos de la solucion de
secuenciacion de células Unicas de Bio-Rad e llumina. La aplicacion
de secuenciacion de ARN de células Unicas SureCell permite un
analisis de datos optimizado con hasta 96 muestras en diferentes
experimentos de secuenciacion, e incluye lo siguiente:

® Sencillos datos de control de la calidad (CC) de la secuenciacion
® Facilasignacion de transcripciones Unicas a células Unicas

® |nformesy matrices de expresion genética que se pueden exportar
y descargar

® \Variasopciones de analisis para identificar subpoblacionesy genes
con expresiones diferenciales

*Célculos de datos en archivo. lllumina, Inc. 2015.
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Visualizacion avanzada de
datos con el software SeqGeq

Z> SEQGEQ

from FlowJo, LLC

El software SeqGeq es una aplicacion de escritorio para el analisis, la
exploracion y la visualizacion avanzados de datos de informacién de la
expresion genética de células Unicas desarrollada por FlowdJo, LLC
para la solucion de secuenciacion de células Unicas de Bio-Rad e
llumina. El software SeqGeq ofrece herramientas potentes de
reduccion de datosy de identificacion de poblaciones. La integracion
directa con BaseSpace Sequence Hub permite visualizary analizarlos
datos de la expresion con asignacion de colores estadistica de cada
célula, mapas de calor de resumen y editores de informes de arrastrary
soltar.

Datos de alta calidad

Con elfin de demostrarla gran calidad de los datos de la
secuenciacion de ARN de células Unicas que ofrece la solucion de
secuenciacion de células Unicas de Bio-Rad e lllumina, se llevaron a
cabo experimentos in vitro con células combinadas de diferentes
especies. Se mezclaron células embrionarias de rifnén humano 293
(HEK 293) y fibroblastos de embriones de raton NIH 3T3 con una
proporcion 1:1 (a menos que se especifique lo contrario) y se cargaron
en cuatro camaras de muestras de un mismo cartucho ddSEQ M de
Bio-Rad. El aislador de células Unicas (SCI) ddSEQ encapsuld y
codifico 1384 células Unicas. Las transcripciones codificadas se
procesaron para llevara cabo una secuenciacion de células Unicas
con el kit de preparacion de bibliotecas del extremo 3' para WTA
SureCell para el sistema ddSEQ de Bio-Rad e lllumina, y se
secuenciaron en el sistema NextSeq 550 de lllumina. Los resultados
de la secuenciacion se analizaron con la aplicacion de secuenciacion
de ARN de células Unicas SureCell de llumina.

Deteccion genética segura en una poblacion celular
heterogénea

Elanalisis de datosy la generacion de graficos de las transcripciones
Unicas humanas (hg19) y murinas (mm10) detectadas en las muestras
con combinacion de especies revelan un bajo porcentaje de codigos
de células (5,8 %) que contienen transcripciones asignadas a ambas
especies, las cuales aparecen representadas como dobletes

(figura 4A). Esto se traduce en un aislamiento de células Unicas eficaz
y con una pureza elevada (99 %). Al generar un grafico de la fraccion
acumulativa de las transcripciones genéticas asignadas a los cédigos
celulares, el punto de inflexion (linea roja) se empled para determinar el
numero de células codificadas detectadas (figura 4B). Esto indica que
se asignd una alta fraccion de transcripciones a las células Unicas.
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Fig. 4. Identificacion segura de transcripciones de células tnicas. A.
BaseSpace gener6 gréaficos del nimero de identificadores moleculares tnicos
(UMI), esto es, transcripciones, que se asignaron a los genomas de ratéon/mm10
(rojo) y a los genomas humanos/hg19 (azul) por cada cédigo celular. Los dobletes
celulares corresponden a la asignacion de transcripciones Unicas tanto a ratones
como a humanos (morado). B. Fraccion acumulada de transcripciones Unicas
asignadas a codigos celulares (escala lineal). El punto de inflexion (linea roja)
determina el nimero de células codificadas detectadas en el experimento de
secuenciacion.

Identificacién clara de subpoblaciones celulares en
muestras mixtas

Se llevé a cabo un experimento de mezcla de especies in vitroen el
que las células NIH 3T3 de raton se combinaron con un pequeno
numero de células HEK 293 humanas. Mediante un analisis con el
algoritmo de distribucion t-SNE, las células humanas de esta
combinacion se identificaron como un grupo distinto que constituia el
7 % de la poblacion celular total (figura 5A). Las células codificadas por
colores porla expresion genética de la RPL 13humana confirman la
identidad de la subpoblacién como una subpoblacion de células

humanas (figura 5B).
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Fig. 5. Identificacion segura de subpoblacién celular. A. El analisis de la
aplicacion de secuenciacion de ARN de células Unicas SureCell con el algoritmo
t-SNE de una mezcla de células NIH 3T3 y HEK 293 identifica una subpoblacion
de células diferente. B. Las células codificadas por colores por la expresion
genética de la hg19 RPL 13 confirman la identidad de la subpoblacién como una
subpoblacion de células humanas.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagnéstico.



Preparacion de bibliotecas | Secuenciacion | Andlisis de datos

El analisis de células unicas revela la heterogeneidad de
las fases del ciclo celular

Se llevo a cabo un experimento de mezcla de especies in vitroen el
que se combinaron las células HEK 293 con células NIH 3T3 en una
proporcion de 1:1. Elanalisis de componentes principales (PCA) y la
representacion de la expresion genética con asignacion de colores de
la RPL13humana identifican las células humanas (figura 6A).
Elanalisis t-SNE del subconjunto de células HEK 293 revela grupos
distintos de células, que representan diferencias en los perfiles de
expresion genética (figura 6B). Un andlisis mas pormenorizado de los
marcadores asociados a las fases del ciclo celular permite analizar de
forma precisa las células Unicas de dicho ciclo. Este andlisis se basa
en los recuentos de transcripciones Unicas de los genes relevantes,
normalizados segun el recuento total de cada célula y visualizados en
un mapa de calor de resumen (figura 6C).

A B
Humana
40
0,001 =0
3z K 204
# 0+ N
& ]
a z
o - ™% o
g K
0,001
ETE
0,001 -
-39
T T T T T T T
-0,001 0 0,001 -39 -18 0 20 40
PC1 (88,25) t-8NE 1
c

Fig. 6. Elandlisis pormenorizadode células Unicas enelsoftware SeqGeq indica
homogeneidad enlas células HEK293. PCA de mezcla con proporcion 1:1 de
células HEK293 y NIH3T3, representadas en un mapa de color por expresion del
gen humano RPL13 (A, células de raton en gris). Analisis t-SNE del subconjunto
de células humanas donde los distintos grupos de células representan diferencias
en los perfiles de expresiones genéticas (B). El mapa de calor de células Unicas
revela el estado del ciclo celular basdndose en los recuentos de transcripciones
Unicas de genes (C). Para la expresion se empled la mediana como valor central y
la desviacion absoluta de la mediana como la escala en cada ciclo celular.

El analisis se realizo utilizando BaseSpace Sequence Hub y el software SeqGeq.
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Fig. 7. Sensibilidad y reproducibilidad de la deteccién genética en estirpes
celulares variadas. A. La mediana de los genes detectados por célula se muestra
en un grafico con unas profundidades de secuenciacion que oscilan entre las
25000y las 200 000 lecturas por célula para las dos muestras duplicadas de las
células HEK 293 humanas. B. Mediana de los genes detectados por célula de las
dos muestras duplicadas de las células NIH 3T3 de raton. C. Se representa la
regresion lineal de la expresion genética de los genes que aparecen >50 veces,
teniendo en cuenta la cifra de todas las células HEK 293 en las dos muestras
duplicadas.
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Resultados muy sensibles y reproducibles

Las muestras duplicadas de las células HEK 293 se procesaron y
secuenciaron en un sistema NextSeq 550 como se ha descrito
anteriormente. Se obtuvieron submuestras de las lecturas de
secuenciacion para varias lecturas por células que oscilaban entre las
25000y las 200 000 lecturas. La mediana de las lecturas detectadas
por célula en cada profundidad de secuenciacion muestra una
deteccion genética muy sensible y reproducible en las muestras
duplicadas de diferentes estirpes celulares (figura 7Ay 7B). Para el
recuento de cada gen humano se tiene en cuenta la suma de todas
las células HEK 293. Un ajuste de regresion lineal de la cantidad de
genes sumados entre las dos muestras duplicadas y procesadas en un
solo cartucho ddSEQ M pone una vez mas de manifiesto unos
resultados muy reproducibles (figura 7C).

Resumen

Para avanzaren los conocimientos sobre la heterogeneidad de
transcripcion que rige los sistemas bioldgicos complejos, los
investigadores necesitan un método flexible, de alto rendimiento y facil
de usar que les permita generar miles de bibliotecas de NGS de células
Unicas. La solucion de secuenciacion de células Unicas de Bio-Rad e
llumina constituye un flujo de trabajo integral desarrollado en
colaboracion con expertos del sector en materia de tecnologias de
NGS y aislamiento celularbasado en nanogotas. Esta solucion revela
nuevos tipos de datos de células Unicas al ofrecer un analisis de varias
muestras en paralelo, en diferentes condiciones de tratamientoy en
diferentes momentos. Las simples a la par que solidas opciones de
analisis de datos de la aplicacion de secuenciacion de ARN de células
Unicas SureCell, combinadas con la reduccion de datosy las
herramientas de identificacion de poblaciones del software SeqGeq,
pueden determinar las poblaciones celulares heterogéneas e
identificar subpoblaciones de interés utilizando las herramientas de
visualizacion de datosy los perfiles de expresion genética. El anélisis
de los marcadores del ciclo celular permite analizar el ciclo celular de
cada célula gue compone un tejido complejo. La solucion de
secuenciacion de células unicas de Bio-Rad e llumina permite una
interrogacion muy sensible y reproducible de los transcriptomas de
cientos a decenas de miles de células Unicas en un solo experimento.

Datos para realizar pedidos

N.°de
Producto

catalogo
Kit de preparacion de bibliotecas del extremo 3' para WTA
SureCell (kit de 2 cartuchos) 20014279
Kit de preparacion de bibliotecas del extremo 3' para WTA 20014280

SureCell (kit de 6 cartuchos)

Informacion adicional

Para obtener mas informacion sobre la solucion de secuenciacion de
células Unicas de Bio-Rad e lllumina, visite:
www.illumina.com/surecell

www.bio-rad.com/ddSEQ

www.flowjo.com/seqgeq
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