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[llumina Protein Prep

Introducciodn

Las proteinas desempefian un papel funcional clave
en la biologia humana y reflejan una instantanea en
tiempo real de los estados de salud y enfermedad.
La informacidn que aporta la protedmica actua
como un vinculo esencial entre el genotipo y el
fenotipo, permite conocer en mayor profundidad
los mecanismos patoldgicos y, en definitiva, ayuda
a predecir, supervisar y prevenir la progresion de

la enfermedad. Los ensayos de protedmica de alta
productividad con lecturas de secuenciacién de
nueva generacion (NGS, next-generation sequencing)
posibilitan la realizacion de estudios protedmicos

a gran escala y permiten vincular conjuntos de
datos gendmicos y protedmicos, lo que acelera

la investigacidn multiémica.

Illumina Protein Prep es una solucién completa

de protedmica de alto rendimiento que integra

la quimica fiable de secuenciacion por sintesis
(SBS, sequencing by synthesis) de lllumina con la
ultrasensibilidad del ensayo de protedmica SomaScan
de Standard BioTools. Este innovador ensayo de
protedmica utiliza reactivos SOMAmer® (aptdmero
modificado de disociacion lenta) para capturar
proteinas con el fin de lograr una alta especificidad
para las proteinas objetivo en comparacién con

los enfoques fundamentados en anticuerpos.’

Figura 1: Descripcion general de la solucién lllumina Protein Prep

La combinacion de este ensayo de protedmica
avanzada con la lectura basada enla NGS y la
potencia bioinformatica del software de andlisis de
datos de lllumina proporciona a los investigadores una
solucién que optimiza la obtencién de resultados a
partir de una muestra, ya que permite evaluar mas de
9500 proteinas humanas Unicas de una sola muestra
de plasma o suero (figura 1).

Contenido exhaustivo

El ensayo lllumina Protein Prep permite detectary
cuantificar mas de 9464 proteinas humanas Unicas
en muestras de plasma o suero con 10 326 reactivos
SOMAmer. Este contenido exhaustivo® tiene como
objetivo proteinas humanas en un conjunto diverso de
procesos fisiopatoldgicos, entre los que se incluyen
el cancer, la inflamacion, la inmunidad y la actividad
cardiometabdlica. El contenido incluye objetivos
moleculares importantes, incluidos receptores,
cinasas, factores de crecimiento y hormonas,

que abarcan proteinas secretadas, intracelulares

y extracelulares de mas de 200 vias bioldgicas.

* Oferta completa de proteinas disponible previa solicitud.
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La solucién de protedmica de alto rendimiento utiliza el ensayo de proteémica SomaScan para la detecciéon de miles de proteinas a
partir de muestras de suero o plasma, seguida de la preparacion y secuenciacion de librerias de lllumina en NovaSeq 6000 System

o NovaSeq X System. El andlisis de datos se realiza con un analisis secundario integrado a través de DRAGEN Protein Quantification

e lllumina Connected Analytics, seguido de un anélisis terciario opcional con lllumina Connected Multiomics para obtener informacion
biolégica mas detallada. El ensayo de protedmica y el flujo de trabajo de preparacion de librerias se automatizan en Illlumina Protein
Prep Automation System, un Tecan Fluent 780 personalizado, para ofrecer resultados coherentes y reproducibles. a. lllumina Connected
Multiomics estara disponible en la segunda mitad de 2025.
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Illumina Protein Prep

Todos los reactivos SOMAmer utilizados en Illumina
Protein Prep se han sometido a una caracterizacion
rigurosa, y la especificidad del reactivo SOMAmer
para su proteina afin se ha confirmado por métodos
ortogonales, como la espectroscopia de masas y

el ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA,
enzyme-linked immunosorbent assay).' Mas de
7400 reactivos SOMAmer tienen al menos una forma
adicional de validacién ortogonal. Con el contenido
incluido en la solucidn lllumina Protein Prep, los
investigadores pueden acceder a informacion
detallada sobre el panorama protedémico, lo que
permite el descubrimiento de nuevos biomarcadores,
objetivos farmacoldgicos y conocimientos sobre los
mecanismos de la enfermedad.

Deteccidn sensible y precisa
de proteinas

[lumina Protein Prep utiliza unos innovadores
aptameros modificados de disociacion lenta (los
reactivos SOMAmer) como moléculas de afinidad
proteica para lograr una sensibilidad y una
especificidad excepcionales en la deteccidn de
proteinas a lo largo de un amplio rango dindmico.?
Estos aptameros, que son fragmentos cortos de ADN
de una sola cadena con modificaciones hidréfobas,
proporcionan un alto grado de correspondencia con
la forma de la proteina objetivo, lo que posibilita

la diferenciacion entre proteinas casi idénticas.
Ademas, a diferencia de los anticuerpos policlonales,
cuya estructura y rendimiento puede variar, los
reactivos SOMAmer se basan en la cinética de union,
lo que aporta una sensibilidad femtomolar? y una
reproducibilidad excelente, con una mediana reducida
del coeficiente de variacion (CV) de aproximadamente
un 5,5 %' (tabla 1).

T Mediana prevista del CV calculada con muestras de donantes sanos.

Tabla 1: Resumen de las métricas de rendimiento
previstas?

Mediana Percentil 90
del CV del del CV del
experimento | experimento

Mediana del | Mediana del
Muestra CVintra- CVinter-
experimental | experimental

total total
Plasma 4,7 % 53% 58% 8,7 %
Suero 4,7 % 50% 50% 7,4 %

a. Mediana prevista del CV calculada con muestras de donantes sanos.

Ensayo de NGS basado
en hibridacion

El primer paso del flujo de trabajo de lllumina Protein
Prep es el ensayo SomaScan, que transforma
cuantitativamente la disponibilidad de epitopos
proteicos de una muestra bioldgica en una sefial

de ADN especifica basada en reactivos SOMAmer.*

Al paso inicial de union entre los reactivos SOMAmer
y las proteinas le siguen una serie de pasos de captura
y lavado de bolas para convertir las concentraciones
relativas de proteinas en una abundante cantidad

de reactivos SOMAmer (figura 2). A continuacion,

los reactivos SOMAmer se convierten en librerias de
secuenciacion con codigos de barras mediante una
estrategia basada en hibridacién (figura 3). Los pares
de sondas se hibridan con los reactivos SOMAmer

en un paso de incubacién de un dia a otro antes

de capturarse en bolas magnéticas. Cada reactivo
SOMAmer tiene un par de sondas exclusivo, el cual
lleva un cédigo de barras correspondiente a un
reactivo SOMAmer concreto. Las sondas sin unir se
lavan para garantizar que la abundancia relativa de los
reactivos SOMAmer se convierta a la abundancia de la
sonda con cdédigo de barras. Se afiaden cebadores de
PCR de indices para anexar indices de muestras para
la secuenciacion y se amplifican para crear librerias
con codigos de barras indexadas individualmente.
Todo el ensayo Illlumina Protein Prep se automatiza en
una sola plataforma: lllumina Protein Prep Automation
System. Las muestras se agrupan y secuencian en
NovaSeq" 6000 o NovaSeq X System.

Flujo de trabajo flexible
y optimizado

La solucién lllumina Protein Prep utiliza un flujo de
trabajo integral y optimizado (figura 1) que comienza
con las muestras de plasma o suero humano,
seguido de una captura de proteinas ultrasensible
mediante los innovadores reactivos SOMAmery la
preparacion de librerias de lllumina. Todo el flujo

de trabajo se automatiza en Illumina Protein Prep
Automation System, lo que permite a los laboratorios
obtener resultados de las muestras en menos de

2,5 dias con un tiempo de participacion activa
aproximado de 4 horas (tabla 2). Las librerias se
secuencian en NovaSeq 6000 System (celda de
flujo S4) o NovaSeq X System (celda de flujo 10B),
con 170 muestras y 22 controles por experimento.
La celda de flujo NovaSeq X Series 25 B tiene
capacidad para 340 muestras y 44 controles por
experimento.
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Figura 2: Captura de proteinas con el ensayo SOMAScan

Competidores polianionicos Complejos de reactivos SOMAmer

, y proteinas
Proteinas [ § ' % #
Reactivos *
w SOMAmer m z w 1
» »
\ o gy o g
“.' ‘0 - "l - Bola de estreptavidina
Captura de proteinas con reactivos SOMAmer. La luz UV libera los complejos Los complejos especificos permanecen unidos.  Los complejos de proteinas y reactivos
de vuelta a la solucion. El competidor polianiénico impide que se SOMAmer biotinilados se unen

vuelvan a unir complejos inespecificos. alas bolas de estreptavidina.

Los reactivos SOMAmer (en azul) contienen un conector fotoescindible y biotina. Los reactivos SOMAmer unidos a bolas de estreptavidina
sirven para capturar proteinas especificas (en amarillo) a partir de una mezcla compleja de proteinas en suero o plasma. Las proteinas no
unidas se eliminan y las proteinas unidas se marcan con biotina. A continuacion, se utiliza luz UV para romper el conector fotoescindible

y liberar los complejos de proteina y SOMAmer de vuelta a la solucion. Durante el paso de incubacion, los complejos inespecificos se
disocian mientras que los complejos especificos permanecen unidos. La inclusién de competidores polianidnicos durante el paso de
incubacion impide que se vuelvan a unir proteinas disociadas inespecificas. Los complejos especificos de proteinas y reactivos SOMAmer
se capturan en nuevas bolas de estreptavidina y se eluyen para la cuantificacién relativa mediante NGS.

Figura 3: Quimica de conversién de NGS de lllumina

Protein Prep Una vez finalizada la secuenciacion se inicia
automaticamente el proceso DRAGEN Protein
Quantification, generando recuentos de expresion

Reactivos SOMAmer de proteinas normalizados e informes de control
de calidad. Estos archivos de resultados se analizan
¢ Hibridacion de las facilmente con plataformas de andlisis terciario,
sondas de conversion H H H H H H
con codigos de barras incluida lllumina Connected Multiomics, lo que permite

obtener informacidn bioldgica mas detallada sobre el
® — proteoma.

Cadigo de barras

* Captura y lavado

Analisis de datos integrado

@ —
- codigo de barras Los laboratorios pueden analizar los datos con
C/ * Cebadores de PCR facilidad utilizando un proceso de analisis de datos
de indices secundarios de protedmica totalmente integrado que
o incluye métodos de normalizacidn especificos de la
@Cez NGS y ensayos protedmicos. Tras la secuenciacion,
— 1 se lanza automaticamente el proceso DRAGEN
\97 Protein Quantification a través de Illumina Connected
* PCR de indices Anglyfcics, una plataforma en Ig ’nybe seguray
optimizada para ampliar el analisis secundario
Libreria de cédigos de barras indexados y reducir los puntos de contacto manuales.
~ Codigo de barras La integracion con la plataforma Illumina Connected
Multiomics simplifica la visualizacién de datos y
* Agrupacion permite estudios de modalidades combinadas.
de muestras

Lea la nota técnica de normalizacion de datos de

Libreria de muestras agrupadas lista lllumina Protein Prep para obtener mas informacion.
para la secuenciacién

Tras el ensayo SomaScan, la abundancia de reactivos
SOMAmer se convierte en librerias con cédigos de
barras listas para secuenciacion mediante una estrategia
basada en hibridacion.
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Illumina Protein Prep

Resumen

La solucioén lllumina Protein Prep es un flujo de
trabajo protedmico exhaustivo e integral con lectura
de NGS para estudios de proteinas a gran escala.
Este ensayo de alto rendimiento aprovecha los
innovadores reactivos SOMAmer para detectar

9500 proteinas humanas Unicas en una sola muestra
de plasma o suero con una sensibilidad femtomolar

y una reproducibilidad excelente. El contenido
exhaustivo de Illlumina Protein Prep contiene reactivos
de afinidad proteica rigurosamente validados,

gue abarcan procesos bioldgicos clave, como el
cancer, la inflamacidn, la inmunidad y la actividad
cardiometabdlica, entre otros. Al combinar este
ensayo de protedmica de miles de proteinas con

una lectura de NGS, la solucién Illumina Protein Prep
permite integrar los datos protedémicos con datos
gendmicos y transcriptémicos, lo que allana el camino
para la investigacién multiomica de alto impacto.

Tabla 2: Especificaciones de Illumina Protein Prep

Parametro Especificaciéon

Tipo de muestra Plasma o suero

Volumen de entrada 55 ul

N.° total de reactivos

SOMAmer 10326

N.° de proteinas 9464 proteinas humanas
humanas objetivo Unicas

Intervalo dindmico >log10 (de fM a mM)

Hasta 384 reacciones
por semana:

* 170 muestras + 22 controles
por experimento en la celda
de flujo S4 de NovaSeq 6000
System o en la celda de
flujo 10B de NovaSeq X

e 340 muestras + 44 controles
por experimento en la celda
de flujo 25B de NovaSeq X

Productividad

Tiempo total de flujo

de trabajo 2,5 dias

Tiempo de

participacion activa Aprox. 4 horas

Mas informacién =

[llumina Protein Prep
Protedmica basada en la NGS
NovaSeq 6000 System
NovaSeq X Series

Analisis secundario de DRAGEN

[llumina Connected Analytics
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Datos para realizar pedidos

Producto

N.° de catdlogo

Illumina Protein Prep 9.5K Plasma

System

(96 samples) 20137827
Illumina Protein Prep 9.5K Serum

(96 samples) 20137828
Illumina Protein Prep Automation 20116818
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