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lumina 5-Base
DNA Prep

Detecte eventos de metilacion y
variantes genomicas en un unico
ensayo del genoma completo

- i 2

—
Datos de alta calidad gracias Ensayo dos por uno con flujo Descubrimiento rentable
a nuevos métodos quimicos de trabajo y andlisis sencillos. a través de informacién
y analiticos. multiémica.
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Descubrimiento multiomico
completo

EI ADN es inherentemente multiomico, y contiene
informacion molecular tanto genética como
epigenética. Mas alla de la secuencia formada por
adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C),

hay bases modificadas como la 5-metilcitosina (5mC)
gue ayudan a dirigir la expresion genética (figura 1).
La deteccion tanto de la variacion gendmica como
de la metilacién del ADN puede revelar mecanismos
ocultos de salud y enfermedad. El estudio del genoma
y el metiloma normalmente requiere ensayos de
secuenciacion de nueva generacion (NGS, next-
generation sequencing) independientes y pasos

de andlisis de datos. Ademas, la mayoria de los flujos
de trabajo de los métodos de creacién de perfiles de
metilacién mediante NGS son tediosos y complejos.

[llumina 5-Base DNA Prep aprovecha la exclusiva
quimica y los algoritmos de analisis optimizados

para un enfoque fundamentalmente diferente de Ia
investigacion y el andlisis del genoma y el metiloma.
Un nuevo método enzimatico permite la deteccion
de cinco bases (A, T, G, Cy 5mC) a partir de una sola
muestra, preparacion de libreria, experimento de
secuenciacioén y flujo de trabajo de analisis. lllumina
5-Base DNA Prep proporciona un ensayo de alta
calidad, facil de usar y rentable para el descubrimiento
simultaneo de variantes gendmicas y eventos de
metilacion en el genoma completo.

Flujo de trabajo sencillo y rapido

lllumina 5-Base DNA Prep combina la secuenciacion del
genoma completo (WGS, whole-genome sequencing) y
la secuenciacion de la metilacion en un flujo de trabajo
facil de usar (figura 2). Esta solucién de un Unico
proveedor proporciona un flujo de trabajo optimizado
de la librerfa a la interpretacion con un tiempo de
procesamiento de menos de tres dias, hasta 3 veces
mas répido que los métodos de NGS alternativos.™®
[lumina 5-Base DNA Prep es compatible con ADN
extracelular circulante (ADNec) y ADN gendmico
(ADNg) obtenido a partir de sangre, lineas celulares

o tejido congelado en fresco (tabla 1). La preparacion
optimizada de librerias, que incluye una conversién
répida de bases 5mC a T en un solo paso, requiere
puntos de contacto minimos y se completa en un solo
dia (tabla 1, figura 3, figura 4)." La versatil y flexible
solucién de 5 bases es compatible con una amplia
gama de estudios de investigacién en NovaSeq™ X
Series, NovaSeq 6000 System o NovaSeq 6000Dx
Instrument (modo RUO) (tabla 2, tabla 3). El andlisis
secundario optimizado con los procesos DRAGEN™

de 5 bases genera una lectura doble en tan solo una
hora' para un genoma de 30x (figura 5, figura 6).
[llumina Connected Multiomics aumenta la profundidad
de andlisis con métodos estadisticos probados en el
sector y visualizaciones claras y ricas en informacién
(figura 7).

* Menos de 6 horas para el flujo de trabajo de preparacion de librerias de ADNec,
menos de 8 horas para el flujo de trabajo de preparacion de librerias de ADNg
(incluido el tiempo de fragmentacion). El tiempo no incluye el control de calidad
(CC) nila configuracion de la secuenciacion.

tTProceso de DRAGEN Germline con una sola muestra en un servidor DRAGEN.

Citosina
metilada

Figura 1: La metilacion del ADN de C a 5mC es una marca epigenética bien estudiada para la regulacion génica
lllumina 5-Base DNA Prep detecta 5mC junto con las bases A, T, G y C no modificadas, proporcionando informacion

gendmica y epigendmica a partir de un unico ensayo de NGS.
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Figura 2: Flujo de trabajo de lllumina 5-Base DNA Prep

Analisis Interpretacion

de datos de los resultados
Proceso DRAGEN Illumina

Germline Connected

Proceso DRAGEN Multiomics

Somatic

lllumina 5-Base DNA Prep ofrece un flujo de trabajo optimizado de la libreria a la interpretacion para la deteccion simultanea de
variantes genomicas y eventos de metilacion. Prepare librerias en menos de un dia con un protocolo sencillo que incluye una nueva
guimica de conversion de bases en un solo paso y, a continuacién, secuencie utilizando un sistema de alta productividad de lllumina.
El andlisis secundario de DRAGEN genera anotaciones gendmicas y epigendmicas dobles en una sola lectura en menos de una hora
para un genoma de 30x. lllumina Connected Multiomics proporciona visualizaciones y herramientas de andlisis claras para simplificar

la interpretacion de los datos.

Tabla 1: Parametros de preparacién de librerias para
Illumina 5-Base DNA Prep

Tipo de Cantidad | Tiempo de preparacion
muestra aportada de librerias

ADN gendmico 50-100 ng <8 h?

ADN extracelular 1-20 ng <6h

circulante

a. Incluye el tiempo de fragmentacién.

Tabla 2: Productividad de muestras para aplicaciones
de llamada de variantes germinales y de metilacion

Celda de flujo NovaSeq X 25B 10B 1.5B
N.° de muestras por celda
de flujo? 48 18 3

a. Experimentos de 2 x 151 pb y 2500 millones de grupos para
la llamada de variantes germinales de SNV e indel.

Tabla 3: Recomendaciones de cobertura de secuenciacion para diferentes aplicaciones con Illumina 5-Base DNA Prep

Caso de uso

Genoma germinal de 5 bases

Secuenciacion del metiloma completo

Metiloma + llamada de variantes somaticas solo del tumor
Metiloma + llamada de variantes somaticas solo del tumor?
Metiloma + llamada de CNV de linea germinal®

Metiloma + llamada de CNV de linea somatica®

Creacidn de perfiles de metiloma/fragmentacién de ADNec

Cobertura de

Proceso de analisis secundario

secuenciacion de DRAGEN

35-40x% Germinal
10-35x% Germinal
2100x% Somatico
2100%/z50x Somaético
30x% Germinal

280x Somatico

230x% Somatico

a. Lacobertura normal debe ser la mitad de la cobertura tumoral con un objetivo 2100x de cobertura tumoral.

b. CNV: variante en el nimero de copias

M-GL-03689 ESP v1.0

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



[llumina 5-Base DNA Prep
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Figura 3: Pasos de preparacion de librerias para
lllumina 5-Base DNA Prep

La preparacion optimizada de librerias basada en ligadura
se puede completar en menos de un dia. El tiempo
necesario es inferior a seis horas para el flujo de trabajo
de ADNec e inferior a ocho horas para el flujo de trabajo
de ADNg (incluida la fragmentacion). El tiempo no incluye
el CC ni la configuracién de la secuenciacion.

Nueva quimica para la conversion directa
de 5-metilcitosina a timina

Los métodos tradicionales para detectar la metilacion
del ADN utilizan el tratamiento con bisulfito o enzimas
para convertir la citosina no metilada en timina

(figura 4). Debido a que la mayoria de las citosinas del
genoma no estan modificadas, este enfoque reduce
en gran medida la diversidad de nucledtidos, lo que
hace que las lecturas sean mas dificiles de secuenciar
y alinear. El tratamiento con bisulfito también puede
dafiar el ADN, dejando brechas en los datos. lllumina
5-Base DNA Prep utiliza una nueva enzima disefiada
para convertir directamente solo 5mC en T en un solo
paso de incubacion (figura 4). El método de 5 bases
de lllumina no dafa el ADN y conserva la diversidad de
nucleodtidos de cuatro bases para una alineacion mas
eficiente, para obtener el maximo de datos de cada
lectura (tabla 4).

A.
3L
zg CCGTCGGAC G C
<° Conversion
de 5 bases
) de lllumina
8t cceTcGGAC[Tec
o
B.
S8
zs CCGTCGGAC G C
“° Conversion
con bisulfito
o EM-Seq

[(T)e T[1)e ¢ A1) c c[T]

ADN
convertido

Figura 4: La nueva quimica convierte directamente 5mC
en T en un solo paso enzimatico

(A) lllumina 5-Base DNA Prep utiliza un proceso enzimatico
de un solo paso para convertir 5mC en T, lo que produce
una mayor diversidad de nucledtidos que (B) el tratamiento
tradicional con bisulfito o la secuenciacion de metilacion
enzimatica (EM-Seq), en la que la C no metilada se
convierteen T.
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Tabla 4: Ventajas de lllumina 5-Base DNA Prep

Métodos tradicionales de secuenciacion de metilacion Solucidn de 5 bases de lllumina
Desventajas Beneficios
« Eficiencia de asignacién limitada « Alta eficiencia de asignacion
» Precision de deteccidn de variantes baja « Deteccioén de variantes de alta precision
« Conversién quimica que dafia el ADN? « Conversién enzimatica que no dafia el ADN
o Conversién en varios pasos o Conversién en un solo paso

a. Paramétodos de NGS con conversion de bisulfito.

Lectura unica con datos combinados del genoma y el metiloma

El andlisis secundario integrado de DRAGEN proporciona una anotacioén precisa de las variantes gendémicas y de metilacién
en un unico conjunto de datos (figura 5). Los nuevos algoritmos DRAGEN sensibles a la metilacién de 5 bases tienen en
cuenta la naturaleza de cadena de la metilacion para distinguir entre una timina que indica un evento de metilacion y

una timina que representa una variante de nucledtido Unico (SNV, single nucleotide variant) (figura 6). La metilaciény la
variacion del genoma se capturan hasta la resolucion de una sola molécula, lo que permite investigaciones en profundidad
de los mecanismos bioldgicos.

Las funciones de generacién de informes de metilaciéon de 5 bases estan disponibles en los procesos DRAGEN Germline
y Somatic, con una opcién de casilla de verificacion sencilla. El analisis secundario se puede realizar a través de
BaseSpace™ Sequence Hub, las plataformas en la nube de lllumina Connected Analytics o en un servidor DRAGEN.

Analisis de 5 bases con los procesos DRAGEN Germline o Somatic

Asignacién y Consenso de UMI Llamada de variantes | Anotaciones Interpretacion
alineacion (opcional) y metilacion

ALGORITMOS SENSIBLES A LA METILACION

Figura 5: Nuevos algoritmos sensibles a la metilacion en los procesos DRAGEN Germline o Somatic

El andlisis secundario de 5 bases de lllumina estd disponible con los procesos DRAGEN Germline y DRAGEN Somatic con una opcion
de casilla de verificacion sencilla para activar la generacion de informes de metilacion. El analisis secundario optimizado de 5 bases
con los procesos DRAGEN genera una lectura doble en tan solo una hora para un genoma de 30x (proceso de DRAGEN Germline con
una sola muestra en un servidor DRAGEN). UMI: identificadores moleculares Unicos (unique molecular identifiers).
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Metilacion SNV

Figura 6: El andlisis secundario de DRAGEN con
@ algoritmos sensibles a la metilacion de 5 bases
distingue los eventos de metilacion de las SNV

5 A CG CT ACTGCT Los algoritmos innovadores aprovechan la

secuencia de la cadena complementaria para
distinguir con precision entre la metilaciéon y

' las llamadas de variantes pequefias en la misma
3 T G G C G A T G A C G A lectura. En el caso de 5m£cgnvertidaaT (recuadro
morado), la base complementaria serd G, mientras
que en el caso de una variante genémicade C a T,
i l la base complementaria sera A.

ADN
de aporte

- AC[TlecT AcTGCT
+ TGGCGA TGACGA

ADN
convertido

Obtenga una comprension mas profunda con lllumina Connected Multiomics

Los archivos de rendimiento de DRAGEN resultantes se pueden importar directamente a lllumina Connected
Multiomics para una exploracién y visualizacion de datos intuitivas, incluidos diversos analisis diferenciales (figura 7).
Descubra patrones de metilacion, agrupe muestras, reduzca la dimensionalidad de los datos, detecte y anote
biomarcadores, y vincule los hallazgos con las funciones bioldgicas.

Vistas diferenciales de cohortes

#y Deshater W F Exportar v @ Configuracion s

Canceroso frente a sano PCA (34,56 %)
©
~ T Relevancia Estado oncoldgico
L ) @ Hipermatilagn (270) @ Cancer
oo s 0 o : @ Hicomelilado (134] g ® 5o
@ o Sl : | o concluyenta (80143) \
@ = r 3 : - % @ Insignificante {0} &\ o Tipo
@ { 2
S I. _v' ..'o : 80 553 puntos T\ .. 4 :ganom. cR
-g =la Sl A . e - J \ # \".\ \ !___ + Cincer g purmdn
© Y, - % \ A= 13 puntes
i L] = 4
° - ,f 42
g .
0,47 ) ) 0,28 0,65 96961
dif. Metil
Resultados
Cancerose frente a sano
er Inicio Final  longitud nCG abs(areaStat) dif. Metil
crX 150351013 | 150367221 | 6200 | 424 537735 015 0,24 0,085 537735
crX 129979443 | 120985181 | 5730 443 534810 0,36 0.28 02 534819
ori 140501306 | 14051528 | 10223 605 519701 0, 0,22 on 519701 Reguiscitn | choseame 10 prin
| | st
Cr1_KIZ70712v1_aleatorio 2564 7435 4872 |546 | 504433 -0 0,22 0,32 -5044,33 Vil i efializacidn da Rapt
orX 100406466 | 100412593 | 6128 | 451 |  4709,33 012 0,25 013 4709,33 = - = ® &
crX 465730M | 46576234 | 3224 | 256 |  4602,27 0,21 0,31 01 4692,27 Enriguecimienta

Figura 7: Interprete los resultados con lllumina Connected Multiomics

Ejecute procesos predeterminados y cree flujos de trabajo personalizados para la exploracién a través del descubrimiento con lllumina
Connected Multiomics. Las visualizaciones versatiles del panel proporcionan informacion detallada con opciones para anotar regiones
gendmicas, identificar regiones con metilacién diferencial, explorar agrupaciones biolégicas con agrupacién sin supervision y capturar
rutas asociadas a cambios de metilacion.
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Informacion doble de alta calidad

El rendimiento de secuenciacién de lllumina 5-Base
DNA Prep muestra una alta cobertura de CpG y una
cobertura uniforme en una amplia gama de contenido
de GC en el genoma humano (figura 8). Las librerias
[llumina 5-Base DNA Prep también muestran un

alto rendimiento de librerfas con un ndmero minimo

de ciclos de PCR y una eficiencia de asignacion
excepcional (figura 9). Los niveles de metilacion
medidos para cada muestra son reproducibles con
diferentes cantidades de aporte (figura 10) y réplicas
técnicas (figura 11). La conversion de 5mC es altamente
selectiva en una variedad de aportes de muestra,
medida por pequefios controles adicionales del
genoma (figura 12). La llamada de variantes germinales
de alta precision para SNV, inserciones-deleciones
(indels) y variantes en el nimero de copias (CNV,

copy number variants) permite obtener informacién
completa de ensayos paralelos de WGS y metilacion

en un unico flujo de trabajo (figura 13). La deteccion

de 5mC y bases genéticas de las mismas moléculas
permite la resolucién especifica del alelo de eventos de
metilacion y variantes genéticas para los datos inferidos
(figura 14).
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Figura 8:

lllumina 5-Base DNA Prep

(A) Cobertura de CpG alta con aportes de ADNec de 1-20 ng
y de ADNg de 50-100 ng. (B) Cobertura de GC uniforme

con aportes de ADNg de 50-100 ng. EI ADNec se extrae del
suero de donantes sanos; el ADNg es la muestra de control
del genoma humano NA12878 (Coriell Institute for Medical

Research)

System hasta 500M de grupos.

Rendimiento de secuenciacion excepcional con

. Las librerias se secuenciaron en NovaSeq X
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Figura 9: Alto rendimiento y tasas de alineacidn con lllumina 5-Base DNA Prep

(A) Rendimientos de librerias y (B) tasas de alineacion (porcentaje de lecturas asignadas) con lllumina 5-Base DNA Prep para
aportes de 1-20 ng de ADNec y aportes de 50-100 ng de ADNg. EI ADNec se extrae del suero de donantes sanos; el ADNg es
la muestra de control del genoma humano NA12878. Las librerias se secuenciaron en NovaSeq X System.
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Figura 10: Deteccion de metilacidn con lllumina 5-Base
DNA Prep en una amplia gama de tipos de muestras
y aportes de ADN

Porcentaje de metilacion de citosinas en el contexto de
CpG, CHG y CHH. ADNec extraido del suero de donantes
sanos, donde se espera una metilacion global de CpG del
70-80 %. Como cabria esperar, se observan niveles muy
bajos de metilacién de CHG y CHH. ADNg derivado de lineas
celulares de la muestra de control del genoma humano
NA12878, donde se espera una metilacion global de CpG de
aproximadamente un 50 %. Las librerias se secuenciaron en
NovaSeq X System. El analisis secundario de datos se realizé
con DRAGEN Germline v4.4.4.
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Figura 11: Medicion de metilacién reproducible

en islas CpG en todos los niveles de metilacion

con lllumina 5-Base DNA Prep

Correlacion del nivel medio de metilacién entre dos réplicas
de la muestra de control del genoma humano NA12878

para todas las regiones de islas de CpG. Las librerias se
secuenciaron en NovaSeq X System. El analisis secundario
de datos se realizé con DRAGEN Germline v4.4.4.
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Figura 12: Conversidn selectiva de metilacion con lllumina 5-Base DNA Prep

Alta selectividad y conversién de metilacion uniforme en una gama de cantidades de aporte de muestras y tipos de muestras
compatibles con diversas aplicaciones. Los controles del genoma pequefio (A) pUC metilado y (B) lambda no metilado se incluyen
en el kit y se pueden afiadir junto con la muestra de interés para el CC de conversién de la metilacién. Las cantidades de aporte
son de 1-20 ng de ADNec de donantes sanos y de 50-100 ng de ADNg de la muestra de control humana NA12878.
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Figura 13: Llamada de variantes germinales de alta
precisién con lllumina 5-Base DNA Prep

Llamada de variantes (A) SNV y (B) indel para un aporte de
ADNg de 50 ng y 100 ng preparado a partir de la muestra
de control del genoma humano NA12878. (C) Precision

de la deteccion de CNV germinal separada por tamafio

de variante con la muestra de control del genoma humano
HGO002 (Genome in a Bottle). Las librerias se secuenciaron
en NovaSeq X System, obteniéndose submuestras de

500 millones de lecturas.
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Figura 14: Resolucion tanto de variantes genéticas como
de metilacion en el mismo alelo

lllumina 5-Base DNA Prep revela patrones de metilacion
especificos de alelos. El proceso DRAGEN Germline con analisis
de metilacién de 5 bases puede alinear los datos tanto de
variantes genéticas como de metilacién a partir de las mismas
lecturas. Vista detallada que muestra un intrén del gen RAMP1
en el cromosoma 2. (A) Alelo no metilado y (B) alelo metilado.
Las librerias se prepararon a partir de la muestra de control del
genoma humano NA12878.

Deteccidn rentable del genoma
completo

lllumina 5-base DNA Prep ofrece el flujo de trabajo
con el coste mas bajo en comparacion con métodos
de NGS alternativos.® Para aplicaciones centradas

en la metilacion, esta solucién de lllumina requiere
menos secuenciacion que los ensayos de metilacion
estandar gracias a una mayor eficiencia de asignacion
y cobertura de CpG por experimento. Para obtener
informacion doble, lllumina 5-Base DNA Prep ofrece
la generacion perfiles de metilacion y la llamada de
variantes gendémicas con un coste de secuenciacion
incremental minimo en comparacion con la WGS
estandar sola.* El andlisis secundario DRAGEN de doble
6mica y alta eficiencia también reduce los costes del
analisis de datos de NGS.

} Basado en 500M de pares de lectura (1B de lecturas "paired-end") para lllumina
5-Base DNA Prep frente a 400M de pares de lectura para WGS estandar.
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Resumen

La combinacién del analisis de la variacién genética y
la metilacién del ADN ayuda a obtener el maximo de
informacion de cada muestra. lllumina 5-Base DNA Prep
ofrece una solucién de la libreria a la interpretacion
para la creacién simultanea de perfiles de genoma

y metiloma en un flujo de trabajo optimizado e
integrado. La quimica y los algoritmos novedosos
ofrecen una resolucién de bases individuales y una
alta precision, a la vez que reducen la cantidad de
secuenciacién necesaria. Los informes completos de
doble dmica que utilizan el analisis DRAGEN integrado
e lllumina Connected Multiomics ayudan a acelerar el
descubrimiento bioldgico.

Mas informacion —>

[llumina 5-Base DNA Prep

Datos para realizar pedidos

Producto

Preparacion de librerias

Illumina 5-Base DNA Prep (24 samples)
Illumina 5-Base DNA Prep (96 samples)
indices

Ilumina DNA/RNA UD Indexes Set A,
Tagmentation (96 indexes, 96 samples)

Illumina DNA/RNA UD Indexes Set B,
Tagmentation (96 indexes, 96 samples)

Ilumina DNA/RNA UD Indexes Set C,
Tagmentation (96 indexes, 96 samples)

Ilumina DNA/RNA UD Indexes Set D,
Tagmentation(96 indexes, 96 samples)

Illumina Unique Dual Indexes, LT
(48 indexes, 48 samples)

Analisis
Illumina DRAGEN server v4
lllumina Analytics - 1iCredit

Paquete basico de Illlumina Analytics
(1000 iCredits)

Ilumina Analytics — 5000 iCredits
Illumina Analytics — 50,000 iCredits

Illumina Analytics — 100,000 iCredits

Illumina Connected Multiomics

N.° de
catalogo

20140364

Proximamente

20091654

20091656

20091658

20091660

20098166

20051343

20042038
20042039

20042040
20042041
20042042

Solicitar una
demostracion

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/illumina-5-base-dna-prep.html
https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/connected-multiomics.html
https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/connected-multiomics.html

Illumina 5-Base DNA Prep
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