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[llumina Protein Prep

Introducciodn

Las proteinas desempefian un papel funcional clave
en la biologia humana y reflejan una instantéanea en
tiempo real de los estados de salud y enfermedad.

La cuantificacién precisa y reproducible de proteinas
es crucial para obtener informacién bioldgica
significativa. lllumina Protein Prep es un innovador
ensayo de protedmica que utiliza reactivos SOMAmer®
(aptamero modificado de disociacién lenta) para
capturar proteinas, lo que permite una deteccion de
proteinas altamente sensible. La combinacion de este
ensayo con la lectura de secuenciacién de nueva
generacidon (NGS, next-generation sequencing) y la
potencia bioinformatica del andlisis secundario de
DRAGEN ofrece una solucion protedmica optimizada
y de alta productividad entre muestras y resultados.

[llumina Protein Prep detecta miles de proteinas
simultdneamente en una sola muestra, lo que
proporciona una potente plataforma para el
descubrimiento de biomarcadores. Sin embargo,
el sesgo entre placas y la variabilidad técnica de
las plataformas protedmicas de alta productividad

pueden ocultar la expresién diferencial, especialmente
para biomarcadores con tamafios de efecto pequefos.
El proceso de DRAGEN Protein Quantification

aborda este reto durante el analisis secundario,

con métodos de normalizacién sélidos para ofrecer
datos comparables de alta calidad en todos los
experimentos. En la nube, el proceso se inicia
automaticamente una vez finalizada la secuenciacién
en NovaSeq™ 6000 o NovaSeq X System, y genera

un informe de control de calidad DRAGEN y archivos
ADAT con recuentos de proteinas normalizados que
se pueden utilizar para el andlisis terciario posterior
con lllumina Connected Multiomics (figura 1) para
obtener informacidn bioldgica méas detallada sobre el
proteoma. El proceso DRAGEN Protein Quantification
se puede instalar en un servidor local de DRAGEN
para los usuarios que necesiten una opcién de

analisis local.

En esta nota técnica se explican los pasos de control
de calidad (CC) y normalizacion incorporados en el
proceso de cuantificacidén de proteinas DRAGEN para
eliminar la variabilidad técnica y de muestras para los
datos protedmicos de alta calidad.

Figura 1: Descripcion general del flujo de trabajo de Illumina Protein Prep.

01 02

O

Ensayo de protedmica

=
0

Secuenciacion

n

Archivos de llamada
de bases binarias
(BCL, binary base call)
generados durante

la secuenciacién en
NovaSeq 6000 System
o NovaSeq X System

Preparacion
automatizada de
ensayos y librerias en
Illumina Protein Prep
Automation System

03

Analisis secundario

Proceso de cuantificacidon de proteinas
DRAGEN de inicio automatico (a través
de BaseSpace Sequence Hub o lllumina
Connected Analytics)

O=

04

Analisis terciario

Andlisis de datos sucesivo
y visualizacion en Illumina
Connected Multiomics

Los resultados se presentan
en archivos ADAT e informes
de CC de DRAGEN

adicional de los datos.

La solucién de protedmica de alta productividad utiliza el ensayo de protedmica basada en reactivos SOMAmer para la deteccién
sensible 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 ensayo de protedmicay el flujo de trabajo de preparacion de librerias se automatizan
en lllumina Protein Prep Automation System, un Tecan Fluent 780 personalizado, para obtener resultados coherentes y reproducibles.
El proceso DRAGEN Protein Quantification se inicia automaticamente después de la secuenciacion en BaseSpace Sequence Hub o
lllumina Connected Analytics, transformando los datos de protedmica en archivos BCL producidos por los sistemas de secuenciacion
de lllumina en recuentos de protedmica normalizados en un archivo ADAT con un informe de CC de DRAGEN adjunto. El archivo ADAT
se puede integrar directamente en programas de analisis terciario, incluido lllumina Connected Multiomics, para una interpretacion
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¢Por qué es necesaria la
normalizacion de los datos?

La variabilidad técnica es inherente a cualquier
ensayo protedmico de alta productividad y puede
surgir de multiples fuentes, incluida la preparacién
de muestras, la heterogeneidad intrinseca

de las muestras, la eficiencia de la hibridacion,

la eficiencia de la PCR y la secuenciacion. Ademas de
la variabilidad técnica dentro de una muestra, pueden
producirse efectos de lote que afectan a todas las
muestras de la misma placa, debido a diferencias en
los efectos del operador, el instrumento o el entorno.
Sin una normalizacién eficaz o una correccion de
lotes, estas variaciones sistematicas podrian ocultar
diferencias bioldgicas verdaderas, lo que daria lugar
a conclusiones imprecisas.

La normalizacion de los datos es esencial para
corregir esta variabilidad, estandarizar los datos y
permitir comparaciones significativas entre muestras,
placas e incluso diferentes ejecuciones de un mismo
ensayo. La aplicacion de estrategias de normalizacion
completas con DRAGEN Protein Quantification
proporciona datos de cuantificacién de proteinas
fiables y reproducibles.

Controles de lllumina Protein Prep

El ensayo lllumina Protein Prep incluye controles de
placas y controles de reactivos SOMAmer en cada
muestra para mitigar la variabilidad del ensayo.
Ambos tipos de controles se utilizan para generar
recuentos de expresidn de proteinas normalizados
con el proceso DRAGEN Protein Quantification.

Controles de placa

Cada placa de 96 pocillos tiene capacidad para

85 muestras y 11 controles de placa (figura 2),
incluidos los blancos, los controles de calibrador

y las muestras de CC. Estos controles se incluyen
con el ensayo lllumina Protein Prep y se analizan en
cada placa junto con las muestras de plasma o suero
para la normalizacion y el CC. Sirven como puntos
de referencia para detectar y corregir desviaciones
técnicas y proporcionan una base para armonizar
muestras procesadas en diferentes placas.

Blancos

Las muestras del blanco constan de tampdn puro y
proporcionan una estimacion del fondo inespecifico
en el ensayo lllumina Protein Prep. Se espera que
estos controles tengan recuentos significativamente
mas bajos que las muestras de plasma o suero.

Los recuentos elevados en los pocillos del blanco
podrian indicar que un experimento tiene un fondo
elevado o que se ha producido contaminacidon de

la muestra.

Controles del calibrador

Los controles del calibrador permiten corregir

la variabilidad entre placas. Estos controles son
plasma o suero humano agrupado, en funcién de
los tipos de muestras que se estén procesando.

La normalizacién de la calibracion de placas se
realiza comparando la mediana de los controles
del calibrador por reactivo SOMAmer con el control
de calibracién correspondiente.

Figura 2: Ejemplo de disposicion de la placa

con controles.
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Muestras de CC

Las muestras de CC proporcionan una comprobacion
de control de calidad para determinar si la placa ha
funcionado segun lo previsto. Estas muestras de control
son plasma o suero humano agrupado, en funcién

de los tipos de muestras que se estén procesando.

La calidad de la placa se evallia comparando la mediana
de estas muestras por reactivo SOMAmer con la
referencia de CC correspondiente.

Controles de reactivos SOMAmer

Los controles de reactivos SOMAmer se incorporan
en cada muestra individual a concentraciones
conocidas antes de la hibridacién y permiten calcular
los factores de adaptacion especificos de la muestra
para normalizar las muestras y evaluar la calidad.

Pasos de normalizacion de datos

La normalizacién de los recuentos protedmicos sin
procesar implica varios pasos para eliminar sesgos
sistematicos en las muestras y placas que pueden
surgir durante el flujo de trabajo de lllumina Protein
Prep. Estos ajustes se realizan en cuatro pasos

no consecutivos: normalizacion de la hibridacion,
normalizacién de la mediana del control externo,
calibracién y adaptacion de la placa (figura 3).

Normalizacion de la hibridacion

Este paso corrige la variabilidad entre muestras que
puede producirse durante las etapas de hibridacion
y preparacion de librerias del ensayo. Los factores
de adaptacion especificos de la muestra se calculan
comparando los recuentos de los controles de
normalizacién de la hibridacién en cada muestra con
la mediana de sus valores en todas las muestras de
la placa.

Normalizacién de la mediana del control externo

Este paso corrige las diferencias en la medicidn

de la abundancia total de proteinas de las muestras
que no son controles. Un factor de adaptacion se
calcula comparando las mediciones de proteinas
observadas con un control de los valores esperados
para cada proteina.

Calibracion

La calibracion se realiza utilizando las cinco
muestras de calibrador descritas en la seccién de
controles de la placa y corrige los efectos del lote
que afectan a los reactivos SOMAmer individuales.
Este paso permite realizar comparaciones precisas
entre los datos producidos a partir de diferentes
placas y procesamientos. Para cada reactivo
SOMAmer, la calibracidn corrige la variacién

entre los calibradores y los valores de referencia
esperados para el control del calibrador.

Figura 3: Descripcidn general de los pasos de normalizacion realizados por el proceso DRAGEN Protein Quantification.
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La calibracion se lleva a cabo en dos pasos:

e Paso 1: se comparan las medianas del calibrador con
un control obtenido del sistema de secuenciacién y
se ajusta cada reactivo SOMAmer en consecuencia.

e Paso 2: se comparan las medianas del calibrador
actualizadas con un control derivado de los
sistemas de secuenciacion, lo que permite realizar
comparaciones entre los datos generados en
diferentes instrumentos. El factor de adaptacion
utilizado para armonizar la mediana de los
calibradores con el valor de referencia se aplica
a todas las muestras de la placa.

Adaptacion de placas

La adaptacion de placas aborda las variaciones en las
mediciones de proteinas totales entre placas mediante
el uso de la mediana de cada medicion de reactivos
SOMAmer entre calibradores y armonizandolas con

un control de calibracion externo.

El proceso de adaptacion se lleva a cabo en
dos pasos:

e Paso 1: se ajustan las mediciones en funcién de un
control obtenido del instrumento de secuenciacion,
es decir, NovaSeq 6000 System o NovaSeq X System.

e Paso 2: se perfecciona el ajuste utilizando un
control que se mantiene entre todos los sistemas de
secuenciacion, lo que permite comparaciones entre
los datos generados en diferentes instrumentos.
En el informe de DRAGEN Protein Quantification solo
se muestran los criterios de medicién del CC del
primer paso de adaptacion.

Porcentaje de comprobacion de CC en las colas

Al final de la normalizacion se realiza un paso de CC
con los controles de CC de cada placa. En este paso
se compara la mediana de cada medicién del reactivo
SOMAmer en las tres réplicas de muestras de CC con
un control de CC externo, a fin de asignar un factor
de adaptacién especifico del reactivo SOMAmer y

un criterio de medicion de CC (QCCheckTailPercent).

Los diversos procedimientos de normalizacién
implementados en el proceso DRAGEN Protein
Quantification reducen al minimo la variabilidad
externa que se origina en distintas etapas del flujo
de trabajo de lllumina Protein Prep (figura 4).

Rendimiento de DRAGEN Protein
Quantification

El proceso DRAGEN Protein Quantification genera
dos tipos de archivos que son fundamentales para
analizar los datos de Illumina Protein Prep. El primero
es una serie de archivos ADAT de cada paso de
normalizacién, y el segundo es un informe de CC

de DRAGEN que resume el CC del experimento.

Archivos ADAT

El proceso DRAGEN Protein Quantification procesa
los recuentos sin procesar y genera un archivo de
texto ASCII delimitado por tabulaciones con una
extensién ADAT como resultado para cada paso

de normalizacidn realizado. El archivo ADAT contiene
mediciones de una serie de analitos (columnas) en
una serie de muestras (filas) e incluye la descripcién
del analito y una descripcion de la muestra.

Figura 4: Impacto de la normalizacion

en la variabilidad de los datos.
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La normalizacion de los datos sin procesar del ensayo da
como resultado una reduccidn del coeficiente de variaciéon
(CV) intraplaca. Los datos se generaron con el ensayo
Illumina Protein Prep 6K con muestras de CC de plasma

y suero. Ya esta disponible el ensayo lllumina Protein Prep
9.5K con una mediana de CV aprox. 5,5 %2.

a. Mediana prevista del CV calculado con muestras de donantes sanos.
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Figura 5: Estructura de los archivos ADAT.
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Los archivos ADAT son archivos delimitados por
tabulaciones con la siguiente estructura (figura 5):

» Los metadatos del experimento incluyen criterios
de medicidn relevantes para todo el experimento
o las placas individuales (p. €j., ID del experimento
y criterios de medicién asociados al porcentaje de
comprobacién de CC en las colas).

¢ Los metadatos de SOMAmer incluyen criterios de
medicion relevantes para cada reactivo SOMAmer
o proteina objetivo (p. €j., ID de SOMAmery los ID
especificos del gen y el objetivo).

* Los metadatos de la muestra incluyen criterios de
medicidn relevantes para cada muestra (p. €j., ID de
muestra, ID de placa y criterios de medicion de CC).

¢ Los recuentos de SOMAmer son una matriz de
recuentos de NGS que refleja la abundancia relativa
de cada SOMAmer en cada muestra.

El formato esta disefiado para proporcionar
flexibilidad en cuanto al nimero de muestras,
asi como el numero y los tipos de analito y
descriptores de muestras, y se puede utilizar
para el andlisis terciario posterior para obtener
informacidn bioldgica detallada.

Informe de CC de DRAGEN

El archivo ADAT se acompaifa de un informe de

CC de DRAGEN Protein Quantification y resume

el CC de cada muestra individual y de la placa
completa. EI CC de muestras individuales se obtiene
de los pasos de normalizacion de la hibridacién y
normalizacion de la mediana de referencia externa.
El CC de la placa se obtiene de los pasos de
normalizacién de la calibracién y el CC.

Uso de archivos ADAT para
analisis terciarios

El archivo ADAT normalizado se puede utilizar de
inmediato para realizar analisis de datos adicionales
con lllumina Connected Multiomics a través de
Illumina Connected Analytics. lllumina Connected
Multiomics incluye con una interfaz grafica de usuario
para la gestion y seleccidn de datos, y se puede
utilizar para la interpretacion avanzada de datos,
incluida la expresion diferencial de proteinas,

el analisis de rutas y el analisis de enriquecimiento
del conjunto de genes. El contenido del archivo ADAT
también se puede analizar utilizando paquetes de
codigo abierto proporcionados en R (SomadatalO)

y Python (Canopy).

Resumen

La normalizacién de los datos protedmicos sin
procesar es esencial para reducir al minimo el sesgo
del ensayo y la muestra que puede surgir durante el
flujo de trabajo de lllumina Protein Prep. El proceso
DRAGEN Protein Quantification utiliza varios pasos de
normalizacidn y calibracién para reducir la variacién
sistematica a la vez que minimiza el riesgo de
eliminar la variacién bioldgica real, lo que proporciona
resultados mas precisos. Este proceso esta disponible
en servidores en la nube o locales. En la nube,

el proceso DRAGEN Protein Quantification se inicia
automaticamente tras la secuenciacion en NovaSeq
6000 System o NovaSeq X System, generando un
informe de CC de DRAGEN y archivos ADAT con
recuentos de proteinas normalizados. El resultado

del archivo ADAT se puede utilizar facilmente para

el analisis terciario posterior con lllumina Connected
Multiomics para obtener informacion biolégica mas
detallada sobre el proteoma.

Mas informacién —
[llumina Protein Prep
Analisis secundario de DRAGEN

[llumina Connected Analytics
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