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Generacion rapida y fiable
de librerias de secuenciacion
de miARN y ARN pequeno

& A2

Ahorra tiempo y reduce la Mejora la deteccién en Optimiza la precisién de
pérdida de muestra al eliminar muestras con aporte reducido la cuantificacién reduciendo
la necesidad de purificacién de ARN al evitar la formacién los sesgos vy la interferencia
en gel. de dimeros adaptadores. de fondo.
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Introduccion

Los microARN (miARN) son moléculas de ARN
pequefias y no codificantes que regulan la expresion
génica por medio de la inhibicidn de la traduccion

del ARNm o dirigiéndolo para su degradacién.’
Desempefian funciones fundamentales en los procesos
y el desarrollo celulares, o que los convierte en un
enfoque de investigacion clave para comprender los
mecanismos patoldgicos y desarrollar estrategias
terapéuticas novedosas.

La secuenciacién de nueva generacion (NGS, next-
generation sequencing) permite una creacion de
perfiles precisa y de alta productividad de la expresion
de miARN, lo que permite a los investigadores
identificar nuevos miARN, cuantificar sus niveles de
expresion y descubrir sus funciones en la regulacién
génica.?® La corta longitud de los miARN los hace
susceptibles a los sesgos introducidos durante

el aislamiento y la preparacion de librerias que
pueden afectar a la precision de la cuantificacion.
La disponibilidad limitada de aporte de ARN
también puede aumentar el riesgo de artefactos de
secuenciacion y reducir la sensibilidad para miARN
de baja abundancia.*®

[llumina miRNA Prep proporciona una solucién

sencilla y rentable para generar miARN vy librerias de
secuenciacion de ARN pequefias directamente a partir
de ARN total o miARN aislado para practicamente
cualquier especie. lllumina miRNA Prep utiliza una
quimica optimizada que evita los dimeros adaptadores,
minimiza los sesgos y mejora la cuantificacién incluso
de muestras limitadas de miARN.
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Figura 1: Flujo de trabajo de lllumina miRNA Prep

EI ARN total o el miARN aislado se utiliza para generar librerias especificas de miARN, que se pueden secuenciar en todos los sistemas
NextSeq, NovaSeq o MiSeq de lllumina (tabla 1). lllumina BaseSpace Sequence Hub proporciona herramientas de software para el analisis

principal y secundario.

Acerca de lllumina miRNA Prep

El flujo de trabajo optimizado de Illlumina miRNA Prep
comienza con ARN total purificado o miARN aislado a
partir del cual se preparan librerias de miARN, seguido
de secuenciacion y andlisis de datos (figura 1).

Los pasos optimizados de ligadura de adaptadores,
amplificacion y limpieza permiten a los investigadores
pasar de ARN total purificado o miARN aislado a
librerias de miARN listas para secuenciacién en menos
de un dia (tabla 1). Las principales ventajas de lllumina
mMiRNA Prep son:

o Ligadura de adaptadores optimizada: garantiza
la captura selectiva de miARN maduro durante la
preparacion de librerias con adaptadores de 3'

y 5' especialmente disefiados.

 Purificacion optimizada basada en bolas: reduce
el tiempo de participacion activa y la complejidad
del flujo de trabajo al eliminar la tediosa seleccién
de tamafios basada en gel.

» Prevencion selectiva de dimeros adaptadores:
conserva las lecturas de secuenciacion de moléculas
de miARN verdadero utilizando oligonucledtidos
modificados que reducen la formacién de
dimeros adaptadores.

 Incorporacion precisa de identificadores
moleculares unicos (UMI, unique molecular
identifiers) durante la transcripcidn inversa: permite
una cuantificacion precisa etiquetando cada molécula
de miARN original para distinguir moléculas Unicas de
duplicados de PCR.

librerias de miARN

=h
BRI | %

Secuenciacion

Sistemas de
secuenciacion
MiSeq™, NextSeq™
o NovaSeq™®?

Analisis

Aplicaciones
en BaseSpace™
Sequence Hub

a. Incluye los sistemas NextSeq 500, NextSeq 550, NextSeq 1000, NextSeq 2000, NovaSeq 6000, NovaSeq X, NovaSeq X Plus, MiSeq y MiSeq i100.

b. Uso de 384 indices dobles Unicos.
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o Reduccion mejorada del sesgo en la amplificacion
PCR: mejora la sensibilidad de detecciéon 'y
garantiza una cuantificacion fiable de miARN de
baja abundancia con un aporte minimo de ARN a
través de una quimica optimizada que promueve
una amplificacion PCR uniforme.

Tabla 1: Especificaciones de Illumina miRNA Prep

Parametro lllumina TruSeq
miRNA Prep Small RNA
ARN total de
células, tejido
FFPE, suero/ Optimizado con ARN
Tipo de aporte | plasma o tejido total de UHR de alta
fresco congelado calidad®
de practicamente
cualquier especie
Aporte 1-500 ng® 1000 ng
requerido
N.° de indices 48 indices
disponibles 384 UDI individuales
Sistemas de Illumina NextSeq, Illumina MiSeq,
secuenciacién | NovaSeq, and NextSeq 500/550
compatibles MiSeq Systems®® Systems*®
~4-5hde
Tiempo 3 hde participacion activa,
del flujo participacion ~11 h en total o
de trabajo’ activa, 7 h en total ~1 dfa en total con

elucién nocturna

a. Eluso de ARN de otras especies, tejidos o cualidades puede
requerir una mayor optimizacion.

b. Para obtener los mejores resultados, se recomiendan cantidades
mas altas de ARN total, especialmente para muestras de miARN de
baja abundancia.

c. Incluye NextSeq 500, NextSeq 550, NextSeq 1000, NextSeq 2000,
NovaSeq 6000, NovaSeq X, NovaSeq X Plus, MiSeq y MiSeq i100
System.

d. Uso de 384 indices dobles Unicos.

e. Limitado por el niumero de juegos de indices disponibles.

f. Empezando por el ARN total aislado hasta la limpieza de librerias.

FFPE, fijado en formol y embebido en parafina; UHR, referencia humana
universal; UDI, indices dobles Unicos.

Aislamiento optimizado de miARN

A diferencia de la mayoria de los ARN celulares,

los miARN maduros tienen un grupo hidroxil 3"y

un grupo fosfato 5'. Estas caracteristicas facilitan

la ligadura de adaptadores Unicos que permiten la
amplificacion de miARN maduros a la vez que minimizan
la amplificacion de otros tipos de ARN (figura 2).
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Figura 2: Quimica de lllumina miRNA Prep

Los adaptadores se ligan a los extremos 5'y 3' de cada
miARN para garantizar una amplificacion preferencial.
Los identificadores moleculares Unicos (UMI) se integran
durante el paso de transcripcion inversa (RT, reverse
transcription), lo que permite la cuantificacion digital y

la correccién del sesgo de amplificaciéon. Una limpieza
rapida basada en bolas sustituye a la purificaciéon en gel,
lo que agiliza el flujo de trabajo a solo siete horas.
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Limpieza sin gel a base de bolas

La purificacion basada en gel de librerias amplificadas
es laboriosa y requiere electroforesis, escision de
bandas y elucién, aunque a menudo no elimina todos
los dimeros adaptadores y el ARN contaminante.
[llumina miRNA Prep elimina estos pasos con un flujo de
trabajo basado en bolas sin gel (figura 3) que mejora el
aislamiento especifico del miARN a la vez que reduce
al minimo los dimeros adaptadores y los tipos de ARN
no deseados.

Cuantificacion sin sesgo

lllumina miRNA Prep mejora la cuantificacion de
miARN mediante el uso de UMI para contar moléculas
individuales (figura 2). Los métodos tradicionales

de preparacion de librerias a menudo introducen
sesgos durante la amplificacion, lo que conduce a la
sobrerrepresentacion de ciertos miARN vy a la distorsién
de los niveles de expresion. Dado que las UMI se
incorporan en una fase temprana, cada molécula de
mMiARN se cuenta solo una vez, lo que distingue las
sefiales bioldgicas verdaderas de artefactos como
dimeros adaptadores (figura 4).
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Figura 3: Comparacidn del flujo de trabajo de lllumina
miRNA Prep y TruSeq Small RNA

Al eliminar la electroforesis y la purificacion en gel,
[llumina mRNA Prep ofrece un flujo de trabajo mds rdpido
con un tiempo de participacion practico reducido en
comparacién con TruSeq Small RNA. El tiempo puede
variar en funcién del equipo empleado, el nimero

de muestras procesadas, los procedimientos de
automatizacién o la experiencia del usuario.
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Figura 4: Cuantificaciéon de miARN sin sesgo
mediante UMI

Alincorporar identificadores moleculares Unicos (UMI)
al principio del flujo de trabajo, la mayoria de las lecturas
de secuenciacion se asignan a miARN Unicos, lo que
minimiza el sesgo de los dimeros adaptadores.

Sensibilidad ampliada

Los miARN han surgido como biomarcadores para
enfermedades como el cdncer y los trastornos
neurodegenerativos.®® Los exosomas, pequefias
vesiculas extracelulares secretadas por células,
también transportan miARN y los protegen de la
degradacion, lo que aumenta su estabilidad.® Ademas,
los miARN se conservan bien en tejidos fijados en
formol y embebidos en parafina (FFPE, formalin-fixed,
paraffin-embedded) debido a su pequefio tamafio,

lo que permite estudios retrospectivos en muestras
archivadas."

Dado que los miARN suelen estar presentes en
abundancia baja en los fluidos bioldgicos y las muestras
FFPE, se requieren métodos de preparacién de librerias
muy sensibles para una deteccidn precisa. lllumina
miRNA Prep aborda este reto al permitir la creacion de
perfiles de miARN a partir de tan solo 1 ng de ARN total.
Esta capacidad es beneficiosa para los estudios que
utilizan liguidos corporales como el suero (figura 5).
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Figura 5: Deteccion sélida de miARN en muestras de suero
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lllumina miRNA Prep proporciona una deteccion de miARN saélida y reproducible en liquidos corporales como el suero. (A) Deteccidn de
miARN a partir de muestras de suero replicadas (R1y R2). (B) Lecturas de miARN asignados en comparacion con dimeros adaptadores

de muestras de suero replicadas.

Analisis de miARN simplificado

[llumina ofrece potentes soluciones de software para
analizar los datos de secuenciacién de miARN, lo que
agiliza la identificacién y cuantificacion de miARN.
BaseSpace Sequence Hub e lllumina Connected
Analytics (ICA) proporcionan un andlisis secundario

de los datos de lllumina miRNA Prep, incluida la
alineacion de lecturas, la asignacioén y la cuantificacion.
Los archivos de resultados obtenidos se pueden utilizar
para analisis terciarios, como la expresién diferencial.
Estas herramientas ayudan a los investigadores a
procesar de forma eficiente los datos de miARN,

lo que respalda el descubrimiento de biomarcadores

y los estudios de expresion con un analisis fiable y facil
de usar.

Resumen

lllumina miRNA Prep ofrece un flujo de trabajo

répido y sin gel para la preparacion de librerias de
secuenciacion de miARN, que integra la ligadura

de adaptadores y el etiquetado de UMI para mejorar
la precision. El flujo de trabajo de facil uso admite
diversos tipos de muestras, desde liquidos corporales
hasta tejido FFPE, asi como la creacion de perfiles

de miARN de alta productividad con un tiempo de
participacion activa minimo. La quimica optimizada
garantiza la amplificacion preferencial de miARN

al tiempo que elimina los dimeros adaptadores y

el ARN contaminante, lo que tiene como resultado
librerias mas limpias y una cuantificacion mas precisa.
Al optimizar la eficiencia del flujo de trabajo y minimizar
los artefactos para una mayor fiabilidad, Illumina
miRNA Prep mejora la precisién y el impacto de la
investigacion de miARN.

Mas informacion —>
[llumina MiRNA Prep
BaseSpace Sequence Hub

Introduccion a la secuenciacién de ARN
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Datos para realizar pedidos

Producto

Ilumina MiRNA Prep (96 samples)

lllumina MiRNA UD Indexes Set A (96 indexes, 96 samples)

lllumina MiRNA UD Indexes Set B (96 indexes, 96 samples)

lllumina MiRNA UD Indexes Set C (96 indexes, 96 samples)
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