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TruSeq"”
ChIP Library
Preparation Kit

La calidad probada de los
datos de TruSeq ofrece una
creacion de perfiles completa
y precisa de las interacciones
proteina-ADN objetivo

« Creacién de perfiles completa y precisa de
las interacciones proteina-ADN objetivo

« Resultados sdlidos a partir de solo 5 ng de aporte
de ADN procedente de diversas fuentes de muestras

« Escalabilidad mejorada con un flujo de trabajo
sencillo y optimizado

« Distribucién optimizada del rendimiento de
secuenciacién entre las muestras, lo que
reduce el coste por muestra
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Introduccion

La determinacioén de la forma en que las interacciones
proteina-ADN regulan la expresion genética resulta

esencial para comprender plenamente muchos procesos
bioldgicos y enfermedades. Esta informacion epigenética es
complementaria de la secuenciacién del ADN, el genotipado, : 3

la expresion genética y otras formas de analisis genémico. g L\%’v

La secuenciacion por inmunoprecipitacion de cromatina Jo Q% DO'QQ “ P
(ChIP-Seq, Chromatin Immunoprecipitation Sequencing) A ’ O S
emplea la secuenciacion de nueva generacion (NGS, A. Reticulacién y fraccionamiento de la cromatina*
Next-Generation Sequencing) para determinar de forma 1

rapida y eficaz la distribucion y abundancia de las proteinas

objetivo de interés unidas al ADN en todo el genoma. ChIP-Seq D@@

se ha convertido en una de las aplicaciones basadas en NGS
mas usadas, lo que permite a los investigadores identificar

Nucleo

de forma fiable y con alta resolucion los sitios de union B. ChIP: Sitios de unién al ADN enriquecidos®
de una amplia gama de objetivos en todo el genoma. 2

A medida que ha aumentado el rendimiento de los sistemas 1

NGS, los investigadores de ChIP-Seq han ido necesitando O ___
cada vez mas una combinacién de secuenciacion altamente ®
multiplexada y flujos de trabajo sencillos y optimizados. C. Reparacién de extremos y fosforilacién
TruSeq ChlIP Library Preparation Kit satisface esas demandas, 4
ofreciendo una solucion sencilla y rentable para obtener ®

visibilidad de la mecénica de la regulacion genética. La —
generacion de librerias a partir de ADN derivado de ChIP ® 1

incluye la adicion de adaptadores indexados, lo que permite A_f®

la distribucién éptima del rendimiento de secuenciacién

en funcién de las necesidades de cobertura. Un flujo de D- Adicion de cola A

trabajo de preparacion de librerias optimizado y altamente 4

escalable y los reactivos de mezcla maestra reducen el tiempo P5

de participacion activa y permiten un formato facilmente N Rd1 SP ® N
automatizable para el procesamiento en paralelo de hasta indice /" 33 5P B) PA—————
48 muestras. Las muestras con diferentes indices se pueden

mezclar y combinar para aumentar al maximo la productividad P

experimental. Un requisito de entrada de muestras bajo (5 ng) 1

garantiza resultados sdlidos incluso cuando la disponibilidad N\§ Py
de aporte de ADN es limitada, lo que proporciona flexibilidad e Aot SP, B92 5P Andice
en la eleccién de la fuente de muestra y las proteinas objetivo / Ra2sP Rd1 sP

para el andlisis. P7 P5

E. Ligadura de adaptador de indice de TruSeq

Flujo de trabajo sencillo y optimizado

4
TruSeq ChlIP Library Preparation Kit proporciona un flujo
de trabajo de preparacién de librerias significativamente ,P5__ Rd1SP _Fragmento de ADN Index
mejorado en comparacién con otros métodos. El flujo de Rd2 SP’ P’
trabajo de TruSeq reduce el humero d? et.apas de p'UI’IfNICGCIOH, F. Desnaturalizacién y amplificacién para producir el producto final
transferencia de muestras, pipeteo y limpieza. Un disefio de para la secuenciacion

adaptador universal incorpora una secuencia de indice en la
etapa inicial de ligadura para lograr una eficiencia del flujo de
trabajo mejorada y una secuenciacion multiplexada mas sdlida

(Figura 1). El flujo de trabajo comienza con el enriquecimiento Figura 1: Flujo de trabajo de TruSeq ChIP-Seq. El flujo de

de complejos especificos de ADN-proteina reticulados usando trabajo sencillo y optimizado (etapas C-F) reduce el tiempo

un anticuerpo contra una proteina de interés (Figura 1A-B). de participacién activa y acelera el andlisis; los adaptadores

A continuacion, se aislan los tramos de ADN unidos a la universales de TruSeq mejoran la eficiencia del flujo de trabajo
proteina objetivo y se usan como aporte de ADN para la y permiten una secuenciacion multiplexada sélida.

preparacion de librerias de TruSeq ChlP.
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Se reparan los extremos de los fragmentos de ADN y se

aflade una base 'A' a los extremos romos de cada cadena,
preparandolos para la ligadura a los adaptadores de
secuenciacion (Figura 1C-D). Cada adaptador de TruSeq
contiene un voladizo de base 'T' en el extremo 3' que
proporciona un voladizo complementario para ligar el adaptador
al ADN fragmentado de cola A (Figura 1E). Se crea el producto
final (Figura 1F) y, tras la seleccion del tamafio, se secuencian
simultdneamente todos los fragmentos de ADN de ChlP.

Para lograr la maxima flexibilidad, TruSeq ChlIP Library
Preparation Kit se puede usar para preparar muestras
para la secuenciacién de lectura Unica o «paired-end» y
son compatibles con cualquier sistema de secuenciacion
de lllumina.

Calidad de los datos de TruSeq

La calidad probada de los datos de TruSeq ofrece una

creacion de perfiles completa y precisa de las interacciones
proteina-ADN objetivo, lo que permite un porcentaje éptimo

de lecturas que pasan el filtro, porcentaje de lecturas alineables
y uniformidad de cobertura, asi como una alta sensibilidad para
detectar coincidencias de baja abundancia.

Rendimiento multiplexado solido

TruSeq ChlIP Library Preparation Kit proporciona hasta

24 indices totales para aumentar la productividad y la
consistencia sin que los resultados se vean alterados. Los
adaptadores universales de TruSeq se ligan a los fragmentos
de la muestra durante la construccion de la libreria, lo que
permite agrupar las muestras e identificarlas individualmente
durante analisis sucesivos. Esta capacidad de indexacion
mejora la eficiencia del flujo de trabajo y permite una
secuenciacion multiplexada solida. Al mejorar la flexibilidad
del disefio del estudio, la indexacion ayuda a los investigadores
a aumentar al maximo el valor de cada experimento mediante
la distribucién eficiente del rendimiento de lectura basado en
los requisitos ¢ptimos de profundidad de lectura por muestra.

Variedad flexible de objetivos

TruSeq ChlIP Library Preparation Kit permite generar librerfas
usando tan solo 5 ng de aporte de ADN y proporciona una
solucion de alta calidad, rentable y de alta productividad para
una amplia array de disefios de estudios de ChlIP. ChIP-Seq
es una aplicacion versatil que se ha aplicado con éxito a una
amplia variedad de proteinas objetivo, incluidos los factores
de transcripcion y las histonas, los componentes bdsicos de
la cromatina. Los estudios de ChlIP selectivos para los factores
de transcripcion son Utiles para dilucidar los moduladores
especificos y las vias de transduccién de sefiales que
contribuyen a enfermedades, etapas de desarrollo o0 a través

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

de otras afecciones, mientras que las «marcas» de histonas
se pueden usar para comprender mejor la forma en que las
modificaciones de la cromatina y los cambios estructurales
locales repercuten en la actividad de la expresién genética
local."®

Deteccion de picos
en el genoma

A fin de demostrar el rendimiento de TruSeq ChlIP Library
Preparation Kit, se gener¢ una libreria para el factor de
transcripcién MafK usando 5 ng de aporte de ADN (Figura 2)
procedente de una ChIP realizada en células de HELA.
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Figura 2: Traza del bioanalizador de la libreria de MafK. Datos
de trazado del bioanalizador para una libreria generada para el
objetivo del factor de transcripcién MafK usando TruSeq ChIP
Library Preparation Kit con 5 ng de aporte de ADN. El pico central
indica un rendimiento sélido dentro del intervalo de tamafio de
fragmento deseado.

Los datos de secuenciacion se generaron usando un

Unico experimento en MiSeq™ System. A continuacién, se
introdujeron los archivos de rendimiento BAM con filtro de
calidad en el software de buUsqueda de picos MACS y los
picos identificados se analizaron en busca de enriquecimiento
mediante el software de busqueda de motivos MEME. Los
resultados muestran una deteccioén sensible y fiable de las
interacciones ADN-proteina, con un pico representativo
identificado correspondiente a un sitio de union de MafK
incluido en la base de datos del proyecto ENCODE (Figura 3).
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El enriquecimiento para el motivo de unién de MafK conocido . ) _ '
se detectd como se esperaba (Tabla 1), de nuevo en Tabla 1: Analisis de busqueda de motivos de picos
concordancia con los datos generados usando los datos de mediante TruSeq ChIP

picos de MafK disponibles a través de ENCODE.® La capacidad

de detectar de forma sdlida picos en todo el genoma con Nombre % de picos superiores con motivo MafK
cantidades de entrada iniciales bajas es fundamental para
garantizar el éxito de los estudios de ChIP. TruSeq ChIP Library
Preparation Kit proporciona la flexibilidad necesaria para actuar TruSeq ChIP 95 %
de forma selectiva sobre cualquier proteina objetivo de interés,
ofreciendo una solucion optimizada y rentable para estudios ENCODE HELA 92 %
que requieren una amplia variedad de lecturas por muestra,
incluidos los factores de transcripcion (Figura 3) y las marcas ENCODE HES 86 %
de histona, como H3K4Me3 (Figura 4).
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Figura 3: Rendimiento de la busqueda de picos para MafK. TruSeq ChIP Library Preparation Kit permite la generacion de librerfas en
una amplia variedad de disefios de estudios. Mas arriba se muestran los datos de los picos de un control Ig negativo, el objetivo del factor
de transcripcion MafK y un pico de referencia para MafK de la base de datos ENCODE.
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Figura 4: Rendimiento de la busqueda de picos para MafK. Los resultados de pico para el objetivo H3K4me3 se comparan favorablemente
con los datos de anotacion de ENCODE para este objetivo bien caracterizado, con un pico representativo para el objetivo de marca de histona
H3K4me3 y un pico de referencia de ENCODE correspondiente.

4 | M-GL-01512 ESP v1.0 Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.



TRUSEQ CHIP LIBRARY PREPARATION KIT

Soluciones de secuenciacion
de lllumina

TruSeq ChIP Library Preparation Kit es compatible con todos
los sistemas NGS basados en secuenciacién por sintesis (SBS,
Sequencing By Synthesis) de lllumina. La compatibilidad de los
datos esta garantizada sea cual sea el sistema que se elija.

Resumen

TruSeq ChlIP Library Preparation Kit ofrece la precision
probada de TruSeq y un flujo de trabajo sencillo y optimizado
que permite una secuenciacién ChIP altamente multiplexada

y rentable. Los kits, que permiten el analisis de una amplia
variedad de objetivos en todo el genoma, incluso a partir de
una entrada de muestras baja, proporcionan un perfil completo
y preciso de las interacciones de union ADN-proteina y una
mayor visibilidad de la mecanica de la regulacion genética.

Datos para realizar pedidos

Producto N.° de catalogo
TruSeq ChIP Library Preparation Kit, Ao

Set A (12 indexes, 48 samples) IP-202-1012
TruSeq ChIP Library Preparation Kit, 1P-202-1024

Set B (12 indexes, 48 samples)
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