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ChIP Library
Preparation Kit

Bewahrte TruSeq-
Datenqualitat flr ein
umfassendes und genaues
Profiling der Targetprotein-
DNA-Interaktionen

« Umfassendes und genaues Profiling der
Targetprotein-DNA-Interaktionen

» Zuverlassige Ergebnisse anhand von nur 5 ng
Zugabe-DNA aus zahlreichen Probenquellen

« Verbesserte Skalierbarkeit dank einfachem,
optimiertem Workflow

» Geringere Kosten je Probe dank optimierter Verteilung
der Sequenzierungsausgabe auf die Proben
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Einleitung

Die Bestimmung des Beitrags der Protein-DNA-Interaktionen
zur Regulation der Genexpression ist eine Voraussetzung flr
das vollstandige Verstandnis zahlreicher biologischer Prozesse
und Erkrankungen. Diese epigenetischen Erkenntnisse
erganzen die DNA-Sequenzierung, Genotypisierung, : 3
Genexpression und andere Arten der Genomanalyse. g
Bei ChIP-Seq (Chromatin Immunoprecipitation Sequencing,

Zellkern

Chromatin-Immunprazipitations-Sequenzierung) werden A ST &
mit NGS (Next-Generation Sequencing, Sequenzierung der A. Vernetzung und fraktioniertes Chromatin®
nachsten Generation) die Verteilung und die Haufigkeit der 1

zu untersuchenden DNA-gebundenen Protein-Targets im

gesamten Genom schnell und effizient bestimmt. ChIP-Seq D@@

ist mittlerweile eine der am weitesten verbreiteten NGS-
Anwendungen und ermdglicht Forschern die zuverlassige
Bestimmung von Bindungsstellen in einem breiten Spektrum

B. ChIP: angereicherte DNA-Bindungsstellen*

von Targets im gesamten Genom mit hoher Aufldsung. 2

Vor dem Hintergrund der gestiegenen Ausgabeleistung von l_
NGS-Systemen sind ChIP-Seqg-Forscher in verstarktem MaBe e___* ___
auf eine Kombination aus hochmultiplexierter Sequenzierung ®

und einfachen, rationalisierten Workflows angewiesen. TruSeq

C. Endreparatur und Phosphorylierung

ChlIP Library Preparation Kits erfiillen diese Anforderungen 4

und stellen eine einfache, kostenglnstige Losung dar, die ®

Einblicke in die Mechanismen der Genregulation liefert. Bei der —
Generierung von Bibliotheken aus ChIP-DNA werden indizierte @ 1

Adapter zugegeben, die abh&ngig von der gewlnschten A_f®

Coverage eine optimale Verteilung der Sequenzierungsausgabe

ermoglichen. Ein optimierter, hoch skalierbarer Workflow D- A-Talling

fur die Bibliotheksvorbereitung und die Master-Mischungs- 4

Reagenzien reduzieren den manuellen Aufwand und liefern ein P5

fur die Automatisierung geeignetes Format zur gleichzeitigen Rd1 SP ® N
Verarbeitung von bis zu 48 Proben. Der Versuchsdurchsatz IndW@ PA—————
lasst sich maximieren, indem Proben mit unterschiedlichen z

Indizes gemischt und aufeinander abgestimmt werden.
Dank der geringen erforderlichen Probenzugabe (5 ng) sind 1

zuverlassige Ergebnisse selbst bei begrenzter Verflgbarkeit NP8 Py
der Zugabe-DNA méglich und es besteht Flexibilitat hinsichtlich Aot SP, B925P / ndex
Index "R 5P Rd1 SP

der Probenquelle sowie der Targetproteine fir die Analyse.
P7 P5

E. Ligation der TruSeq-Indexadapter

Einfacher, optimierter Workflow

TruSeq ChlIP Library Preparation Kits zeichnen sich durch einen 1
im Vergleich zu anderen Methoden deutlich verbesserten

o . . P5 Rd1 SP DNA Insert Index
Bibliotheksvorbereitungsworkflow aus. Beim TruSeq- i — ;

Workflow sind weniger Aufreinigungs-, Probenibertragungs-, Rdz2 SP! 7

Pipettier- und Reinigungsschritte erforderlich. Das Design
der Universaladapter mit einer Indexsequenz flr den ersten
Ligationsschritt steigert die Effizienz des Workflows und
ermoglicht eine zuverlassigere multiplexierte Sequenzierung
(Abbildung 1). Der Workflow beginnt mit der Anreicherung
spezifischer vernetzter DNA-Proteinkomplexe unter
Verwendung eines Antikdrpers gegen ein Protein von
Interesse (Abbildung 1A-B). AnschlieBend werden die an
das Targetprotein gebundenen DNA-Abschnitte isoliert

und als Zugabe-DNA fur die Vorbereitung der TruSeq ChlIP-
Bibliothek verwendet.

F. Denaturierung und Amplifikation zur Generierung
des Endprodukts fiir die Sequenzierung

Abbildung 1: TruSeq ChIP-Seq-Workflow: Der einfache,
optimierte Workflow (Schritte C-F) reduziert den

manuellen Aufwand und beschleunigt die Analyse. TruSeq-
Universaladapter erhohen die Effizienz des Workflows und
ermoglichen eine zuverlassige multiplexierte Sequenzierung.

2 | M-GL-01512 DEU v1.0 Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.



TRUSEQ CHIP LIBRARY PREPARATION KIT

Die Enden der DNA-Fragmente werden repariert und

an den stumpfen Enden der einzelnen Strange wird zur
Vorbereitung der Ligation an die Sequenzierungsadapter
eine ,A"-Base angefligt (Abbildung 1C-D). Jeder TruSeq-
Adapter enthalt einen T-Basentberhang an der 3'-Seite als
komplementéren Uberhang fir die Ligation des Adapters

an die fragmentierte DNA mit A-Schwanz (Abbildung 1E).

Das Endprodukt wird erstellt (Abbildung 1F) und im Anschluss

an die GroBenauswahl werden samtliche ChIP-DNA-Fragmente

gleichzeitig sequenziert.

Die TruSeq ChlP Library Preparation Kits kdnnen zur
Vorbereitung von Proben fur die Single-Read- oder Paired-
End-Sequenzierung verwendet werden und sind mit jedem
[llumina-Sequenziersystem kompatibel. Damit ermoglichen
Sie maximale Flexibilitat.

TruSeqg-Datenqualitat

Die bewahrt hochwertigen TruSeg-Daten liefern ein
umfassendes und genaues Profil der Targetprotein-DNA-
Interaktionen und ermdglichen optimale Werte beim
Prozentsatz an Reads nach Filterung, bei alignierbaren
Reads in Prozent und bei der Einheitlichkeit der Coverage
sowie eine hohe Sensitivitat zur Erkennung von Hits mit
geringer Haufigkeit.

Zuverlassige Multiplexing-
Leistung

TruSeq ChIP Library Preparation Kits bieten bis zu

24 Gesamtindizes. Dies erhoht Durchsatz und Konsistenz
ohne Beeintrdchtigung der Ergebnisse. Die TruSeq-
Universaladapter ligieren wahrend der Bibliotheksgenerierung
an Probenfragmente, sodass die Proben gepoolt und wahrend
der nachgeschalteten Analyse individuell identifiziert werden
kdnnen. Diese Indexierungsfunktion erhoht die Effizienz des
Workflows und ermdglicht eine zuverlassige multiplexierte
Sequenzierung. Die Indexierung sorgt fur mehr Flexibilitat
beim Studiendesign und ermoglicht Forschern, jeden Lauf so
optimal wie mdglich zu nutzen, indem sich die Read-Ausgabe
anhand der optimalen Anforderungen an die Lesetiefe pro
Probe effizient verteilt.

Flexible Targetauswanhl

TruSeq ChlIP Library Preparation Kits ermdglichen die
Generierung von Bibliotheken mit nur 5 ng Zugabe-DNA
und bilden damit eine hochwertige, kosteneffiziente
Hochdurchsatzlosung fur eine breite Palette von ChIP-
Studiendesigns. ChIP-Seq ist eine vielseitige Anwendung,
die bereits fur eine Vielzahl von Proteintargets erfolgreich

eingesetzt wurde, darunter Transkriptionsfaktoren und Histone,

die Grundbestandteile des Chromatins. ChIP-Studien zur

Untersuchung von Transkriptionsfaktoren kdnnen dazu dienen,

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

die spezifischen Modulatoren und Signaltransduktionswege
zu bestimmen, die in Zusammenhang mit Erkrankungen,

Entwicklungsstadien oder anderen Zustanden stehen, wahrend

Histon-,Markierungen” ein besseres Verstandnis fur den

Einfluss von Chromatinmodifikationen und lokalen strukturellen

Veranderungen auf die Aktivitat der lokalen Genexpression
ermdglichen.’®

Bestimmung von Peaks
im gesamten Genom

Zur Demonstration der Leistung des TruSeq ChIP

Library Preparation Kit wurde eine Bibliothek fir den
Transkriptionsfaktor MafK aus 5 ng Zugabe-DNA generiert
(Abbildung 2), die aus einer an HELA-Zellen durchgefihrten
ChIP gewonnen wurde.
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Abbildung 2: Bioanalyzer-Spur der MafK-Bibliothek:
Bioanalyzer-Spurdaten fur eine Bibliothek, die flr das
Transkriptionsfaktortarget MafK mit dem TruSeq ChiP

Library Preparation Kit mit 5 ng Zugabe-DNA generiert
wurde. Der mittlere Peak weist auf ein zuverlassiges Ergebnis
innerhalb des gewinschten Insert-GréBenbereichs hin.

Die Sequenzierungsdaten wurden in einem Einzellauf auf
einem MiSeq'" System generiert. Die qualitatsgefilterten
BAM-Ausgabedateien wurden anschlieBend mit der
Peakfinder-Software MACS ausgewertet und die ermittelten
Peaks wurden anschlieBend mit der Motivfinder-Software
MEME auf Anreicherung Uberprift. Die Ergebnisse zeigen
eine sensitive und zuverlassige Erkennung von DNA-Protein-
Interaktionen, wobei ein reprasentativer, ermittelter Peak
einer MafK-Bindungsstelle entspricht, die in der ENCODE-
Projektdatenbank aufgefihrt wird (Abbildung 3).
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Die Anreicherung fur das bekannte MafK-Bindungsmotiv
wurde wie erwartet erkannt (Tabelle 1). Dies erfolgte
wiederum in Ubereinstimmung mit Daten, die mit MafK-
Peakdaten generiert wurden, die in der ENCODE-Datenbank Name % Top-Peaks mit MafK-Motiv
enthalten sind.® Die Fahigkeit, Peaks im gesamten Genom

mit geringen Zugabemengen zuverldssig zu erkennen,

ist entscheidend fur die Durchfiihrung von ChlIP-Studien.
TruSeq ChlIP Library Preparation Kits bieten die Flexibilitat

zur Untersuchung beliebiger Proteintargets und stellen eine
optimierte, kostenglnstige Losung fur Studien dar, die ein
breites Spektrum an Reads pro Probe erfordern, einschlieBlich
Transkriptionsfaktoren (Abbildung 3) und Histonmarkierungen
wie H3K4Me3 (Abbildung 4).

Tabelle 1: Motivsuche-Peak-Analyse mit TruSeq ChIP

TruSeq ChIP 95 %

ENCODE HELA 92 %

ENCODE HES 86 %
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Abbildung 3: Ausgabe des Peak-Findings fur MafK: TruSeq ChlIP Library Preparation Kits ermoglicht die Generierung von Bibliotheken
fUr ein breites Spektrum an Studiendesigns. Oben sehen Sie Peak-Daten fur eine negative Ig-Kontrollprobe, das Transkriptionsfaktor-
Target MafK und einen Referenzpeak fur MafK aus der ENCODE-Datenbank.
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Abbildung 4: Ausgabe des Peak-Findings fiir MafK: Die Peak-Ergebnisse fiir das H3K4me3-Target weisen eine hohe Ubereinstimmung
mit den ENCODE-Annotationsdaten fur dieses gut charakterisierte Target auf, mit einem reprasentativen Peak fur das Target mit
Histonmarkierung H3K4me3 und einem entsprechenden ENCODE-Referenzpeak.
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Sequenzierungslosungen
von lllumina

TruSeq ChIP Library Preparation Kits sind mit allen SBS-
basierten (Sequencing by Synthesis, Sequenzierung
durch Synthese) NGS-Systemen von Illumina kompatibel.
Die Datenkompatibilitat ist unabhangig vom jeweiligen
System gewahrleistet.

Zusammenfassung

TruSeq ChIP Library Preparation Kits zeichnen sich durch

die bewahrte Genauigkeit von TruSeq und einen einfachen,
optimierten Workflow aus, der eine hochmultiplexierte,
kostengulnstige ChIP-Sequenzierung ermoglicht. Die Kits
eignen sich fur die Analyse eines breiten Spektrums von
Targets im gesamten Genom selbst bei geringer Probenzugabe
und liefern ein vollstandiges, genaues Profil der DNA-Protein-
Bindungsinteraktionen sowie einen besseren Einblick in die
Mechanismen der Genregulation.

Bestellinformationen

Produkt Katalog-Nr.
TruSeq ChIP Library Preparation Kit, Yo

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

Set B (12 indexes, 48 samples)

illumina
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