FICHE TECHNIQUE

TruSeqg™*
ChIP Library
Preparation Kit

La qualité éprouvée des
données TruSeq permet
un profilage complet et
précis des interactions
ADN-protéine cible

« Profilage complet et précis des interactions
ADN-protéine cible

« Résultats fiables a partir de seulement 5 ng
d’ADN d’entrée de diverses sources d'échantillons

« Extensibilité améliorée grace a un flux de travail
simple et rationalisé

« Répartition optimisée du débit de séquengage sur
I'ensemble des échantillons, réduisant ainsi le colt
par échantillon

illumina-
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Introduction

Déterminer la fagon dont les interactions ADN-

protéine régulent I'expression génique est essentiel

pour comprendre pleinement de nombreux processus
biologiques et de nombreuses pathologies.

Ces renseignements épigénétiques completent le
séquencgage de I'ADN, le génotypage, I'expression génique
et d'autres formes d’analyse génomique. Le séquengage
par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-Seq,
chromatin immunoprecipitation sequencing) tire parti du
séquencgage de nouvelle génération (SNG) pour déterminer
de maniere rapide et efficace la répartition et 'abondance
des protéines cibles d'intérét liées a '’ADN sur I'ensemble
du génome. ChIP-Seq est devenu 'une des applications
basées sur le SNG les plus répandues, permettant aux
chercheurs d’identifier avec certitude les sites de liaison
d’un grand nombre de cibles sur I'ensemble du génome
avec une haute résolution.

En raison de I'augmentation du débit des systémes de SNG,
les chercheurs utilisant ChIP-Seq ont de plus en plus besoin
d’'une combinaison de séquengage hautement multiplex et
de flux de travail simples et rationalisés. Les TruSeq ChIP
Library Preparation Kits répondent a ces demandes en
offrant un apergu de la mécanique de la régulation génique
a l'aide d’'une solution simple et rentable. La génération

de librairies de 'ADN dérivé de ChIP comprend l'ajout
d’adaptateurs indexés pour permettre une répartition
optimale du débit de séquencgage en fonction de la
couverture requise. Un flux de travail de préparation des
librairies optimisé et hautement évolutif et des réactifs

d’'un mélange étalon réduisent la durée de manipulation

et fournissent un format propice a I'automatisation pour
traiter en parallele jusqu’a 48 échantillons. Les échantillons
a index différents peuvent étre mélangés et mis en
correspondance pour optimiser le débit a I'essai.

Une exigence d’entrée d’échantillon faible (5 ng) garantit

la fiabilité des résultats méme lorsque la quantité d’ADN
d’entrée est limitée, offrant ainsi une flexibilité dans le
choix de la source de I'échantillon et des protéines cibles

a analyser.

Flux de travail simple et rationalisé

Les TruSeq ChlIP Library Preparation Kits offrent un flux
de travail de préparation des librairies grandement amélioré
par rapport a d’autres méthodes. Le flux de travail TruSeq
réduit le nombre d'étapes de purification, de transfert
d’échantillons, de pipetage et de nettoyage. Ladaptateur
universel integre une séquence d’indexage a I'étape de
ligature initiale pour un flux de travail plus efficace et un
séquencgage multiplex plus fiable (figure 1). Le flux de
travail commence par I'enrichissement de complexes
ADN-protéine réticulés spécifiques a 'aide d'un anticorps
contre une protéine d'intérét (figure 1A-B). Les segments
d’ADN liés a la protéine cible sont ensuite isolés et utilisés
comme ADN d’entrée pour la préparation des librairies
TruSeq ChlIP.
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Figure 1: Flux de travail TruSeq ChIP-Seq : Le flux de

travail simple et rationalisé (étapes C a F) réduit la durée de
manipulation et accélére I'analyse. Les adaptateurs TruSeq
universels améliorent I'efficacité du flux de travail et permettent
un séquencgage multiplex fiable.
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Les fragments d’ADN sont réparés aux extrémités et une
base A est ajoutée aux extrémités franches de chaque
brin pour les préparer a la ligature aux adaptateurs de
séquencage (figure 1C-D). Chaque adaptateur TruSeq
contient une base T débordante en 3’, fournissant un
débordement complémentaire pour ligaturer I'adaptateur
avec I'ADN fragmenté a extension homopolymérique A
(figure 1E). Le produit final est créé (figure 1F) et une fois
la taille sélectionnée, I'ensemble des fragments d’ADN
ChlIP sont séquencés en méme temps.

Pour une flexibilité maximale, il est possible d'utiliser les
TruSeq ChIP Library Preparation Kits pour préparer les
échantillons au séquencage a lecture unique ou appariée.
Ces trousses sont compatibles avec I'ensemble des
systemes de séquengage d’lllumina.

Qualité des données TruSeq

La qualité éprouvée des données TruSeq fournit le profil
complet et précis des interactions ADN-protéine cible,
permettant un pourcentage optimal de lectures passant
le filtre, un pourcentage de lectures pouvant étre alignées
et une uniformité de la couverture, ainsi qu’une sensibilité
élevée pour détecter les touches a faible abondance.

Performance multiplex fiable

Les TruSeq ChlIP Library Preparation Kits fournissent jusqu’a
24 index pour augmenter le débit et la cohérence sans
compromettre les résultats. Les adaptateurs universels
TruSeq se ligaturent aux fragments d’échantillons lors de
I'élaboration de la librairie, ce qui permet le regroupement
des échantillons et leur identification de fagon individuelle
pendant I'analyse en aval. Cette capacité d'indexage
améliore I'efficacité du flux de travail et permet un
séquencage multiplex fiable. En améliorant la flexibilité

du schéma de I'étude, I'indexage aide les chercheurs

a optimiser la valeur de chaque analyse en répartissant
de maniere efficace le débit de lectures en fonction

des exigences de profondeur de lecture optimales

par échantillon.

Gamme flexible de cibles

Les TruSeq ChlIP Library Preparation Kits permettent de
générer des librairies a partir de seulement 5 ng d’ADN
d’entrée et fournissent une solution a haut débit, de haute
qualité et efficace en termes de co(ts pour un large
éventail de schémas d’étude ChlIP. ChIP-Seq est une
application polyvalente qui a été utilisée avec succés pour
de nombreuses protéines cibles, notamment les facteurs
de transcription et les histones, qui sont les composantes
de la chromatine. Les études ChIP ciblant les facteurs de
transcription sont utiles pour déterminer les modulateurs
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et les voies de transduction de signaux spécifiques
contribuant aux pathologies, aux stades de développement
ou a d’autres affections, tandis que les « marques » reliées
aux histones peuvent étre utilisées pour mieux comprendre
la fagon dont les modifications de la chromatine et

les changements structurels au niveau local affectent
I'expression génique locale’®.

Détection de pics sur le génome

Pour démontrer les performances de TruSeq ChlP Library
Preparation Kit, une librairie a été générée pour le facteur de
transcription MafK en utilisant 5 ng d’ADN d’entrée (figure 2)
dérivé d’'une ChlIP effectuée dans les cellules HELA.
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Figure 2 : Tracé du bioanalyseur de la librairie MafK — Données
de tracé du bioanalyseur d’une librairie générée pour le facteur
de transcription MafK a l'aide de TruSeq ChiP Library Preparation
Kit avec 5 ng d’ADN d’entrée. Le pic au centre indique des
résultats fiables dans la plage de taille d’insert souhaitée.

Les données de séquengage ont été générées grace a
une seule analyse sur un systéme MiSeq™. Les fichiers de
sortie BAM filtrés selon la qualité ont ensuite été entrés
dans le logiciel de recherche de pics MACS, les pics
identifiés étant ensuite criblés pour I'enrichissement

a l'aide du logiciel de recherche de motifs MEME.

Les résultats montrent une détection sensible et fiable
des interactions ADN-proteine, avec un pic représentatif
et identifié correspondant a un site de liaison MafK inclus
dans la base de données du projet ENCODE (figure 3).
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'enrichissement du motif de liaison MafK connu a été

détecté comme prévu (tableau 1), une nouvelle fois en Tableau 1+ Analyse des pics par le logiciel de

accord avec les données générées & l'aide des données recherche des motifs a I'aide de TruSeq ChIP

du pic MafK du projet ENCODE?. La possibilité de détecter

de maniére fiable les pics sur le génome avec de faibles Nom % des principaux pics avec motif Mafk
quantités d’entrées de départ est essentielle pour garantir

la réussite des études ChlIP. Les TruSeq ChlIP Library Truseq ChiP 95%

Preparation Kits permettent de cibler toutes les protéines

cibles d’intérét, offrant ainsi une solution rationalisée et ENCODE HELA 92 7%
rentable pour Ieg etudeg necessitant un grand nombre ENCODE HES 86 %
de lectures par échantillon, notamment les facteurs de
transcription (figure 3) et les marques d’histone, telles
que H3K4Me3 (figure 4).
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Figure 3 : Résultat de la détection des pics pour MafK — Les TruSeq ChIP Library Preparation Kits permettent la génération de librairies
dans un large éventail de schémas d’étude. Ci-dessus, les données de pic pour un contrdle Ig négatif, le facteur de transcription cible
MafK et un pic de référence pour MafK de la base de données ENCODE.
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Figure 4 : Résultat de la détection des pics pour MafK — Les résultats des pics pour la cible H3K4me3 se comparent favorablement aux
annotations ENCODE de cette cible bien caractérisée, avec une cible représentative pour la marque d’histone cible H3K4me3 et un pic
de référence ENCODE correspondant.
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Solutions de séquencage
d’lllumina

Les TruSeq ChIP Library Preparation Kits sont compatibles
avec tous les systemes de SNG basés sur le séquengage
par synthése (SBS, Sequencing by Synthesis) d’lllumina.
La compatibilité des données est garantie, quel que soit

le systéme choisi.

Résumé

Les TruSeq ChIP Library Preparation Kits fournissent une
précision TruSeq éprouvée et un flux de travail simple

et rationalisé, permettant un séquengage ChlIP rentable
hautement multiplex. Analyse a I'appui d’'un grand nombre
de cibles sur le génome, méme a partir d’'une faible entrée
d’échantillons, les trousses fournissent un profil complet
et précis des interactions de liaison ADN-protéine et une

meilleure visibilité de la mécanique de la régulation génique.

Renseignements relatifs
a la commande

Produit N° de référence

TruSeq ChlIP Library Preparation Kit,

Set A (12 index, 48 échantillons) IP-202-1012

TruSeq ChlIP Library Preparation Kit,

Set B (12 index, 48 échantillons) IP-202-1024

illumina
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