Hlumina

Obtenha deteccao precisa e
confiavel de proteinas com a
solucao lllumina Protein Prep

Um guia para as etapas de CQ e normalizagdo de dados usando o
pipeline de analise secundaria do DRAGEN™ Protein Quantification

Resultados
reproduziveis

Obtenha detecgao
consistente de proteinas
em amostras e placas

Analise de inicializagao
automatica

Gere resultados de alta
qualidade com o DRAGEN
secondary analysis

Insights
integrados

Analise arquivos de
contagem de proteinas
normalizados facilmente
com o lllumina Connected
Multiomics

Somente para pesquisa.
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Introdugao

As proteinas desempenham um papel fundamental na
biologia humana, refletindo um panorama em tempo
real dos estados de salde e doencas. A quantificagéo
precisa e reproduzivel de proteinas é crucial para
insights bioldgicos significativos. O lllumina Protein
Prep é um ensaio protedmico inovador que usa
SOMAmer® Reagents (aptadmero modificado de baixa
velocidade) para captura de proteinas, permitindo

a deteccgdo de proteinas altamente sensiveis.

A combinagdo desse ensaio com a leitura de
sequenciamento de Ultima geragdo (NGS) e o poder
de bioinformatica do DRAGEN secondary analysis
fornece uma solugao protedmica simplificada e de
alto rendimento de amostra para resultados.

O lllumina Protein Prep detecta milhares de proteinas
simultaneamente em uma Unica amostra, fornecendo
uma plataforma poderosa para a descoberta de
biomarcadores. No entanto, o viés placa a placa e

a variabilidade técnica de plataformas proteémicas
de alto rendimento podem obscurecer a expressao

Figura 1: Uma visao geral do fluxo de trabalho do lllumina Protein Prep.

diferencial, particularmente para biomarcadores com
tamanhos de efeito pequenos. O pipeline do DRAGEN
Protein Quantification aborda esse desafio durante

a andlise secundaria, com métodos completos de
normalizagdo para fornecer dados comparaveis de
alta qualidade em experimentos. Na nuvem, o pipeline
é iniciado automaticamente apds a conclusdo do
sequenciamento em um sistema NovaSeq™ 6000 ou
NovaSeq X e gera um relatério DRAGEN QC e arquivos
ADAT com contagens de proteinas normalizadas que
podem ser usadas para analise terciaria posterior
com o Illumina Connected Multiomics (Figura 1)

para obter informagdes bioldgicas mais profundas
sobre o proteoma. O pipeline do DRAGEN Protein
Quantification pode ser instalado em um servidor
local do DRAGEN para usuarios que precisam de uma
opgao de analise local.

Esta nota técnica explica as etapas de controle de
qualidade (CQ) e normalizagdo incorporadas no
pipeline do DRAGEN Protein Quantification para
eliminar a variabilidade técnica e de amostras
para dados proteémicos de alta qualidade.
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A solugdo protedmica de alto rendimento usa um ensaio protedémico baseado em SOMAmer Reagent para detecgao de proteinas sensiveis
de amostras de soro ou plasma, seguido pela preparagdo e sequenciamento da biblioteca da Illumina nos sistemas NovaSeq 6000

ou NovaSeq X. O ensaio de protedbmica e o fluxo de trabalho de preparagao da biblioteca sdo automatizados no lllumina Protein Prep
Automation System, um Tecan Fluent 780 personalizado, para resultados consistentes e reproduziveis. O pipeline do DRAGEN Protein
Quantification é iniciado automaticamente apds o sequenciamento no BaseSpace Sequence Hub ou no lllumina Connected Analytics,
transformando os dados de protedbmica em arquivos BCL produzidos pelos sistemas de sequenciamento da lllumina em contagens de
protedmica normalizadas em um arquivo ADAT com um respectivo relatério de CQ do DRAGEN. O arquivo ADAT pode ser integrado
diretamente em programas de analise terciéria, incluindo o lllumina Connected Multiomics, para interpretagdo adicional dos dados.
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Por que a normalizagcao de dados
€ necessaria?

A variabilidade técnica é inerente a qualquer ensaio
protedmico de alto rendimento e pode surgir de
varias fontes, incluindo preparagédo de amostras,
heterogeneidade intrinseca de amostras, eficiéncia
de hibridizagao, eficiéncia de PCR e sequenciamento.
Além da variabilidade técnica em uma amostra,
podem ocorrer efeitos em lote que afetam todas as
amostras na mesma placa, devido a diferengas nos
efeitos ambientais, do operador ou do instrumento.
Sem normalizagao eficaz ou corregao de lotes, essas
variagdes sistematicas podem obscurecer diferengas
bioldgicas verdadeiras, levando a conclusdes
imprecisas.

A normalizagao de dados é essencial para corrigir
essa variabilidade, padronizar dados e permitir
comparagdes significativas entre amostras,
placas e até mesmo diferentes corridas de ensaio.
A implementacgao de estratégias abrangentes

de normalizagdo com o pipeline do DRAGEN
Protein Quantification fornece dados confidveis

e reprodutiveis de quantificagdo de proteinas.

Controles do lllumina Protein Prep

O ensaio lllumina Protein Prep inclui controles de
placas e controles de SOMAmer Reagent em cada
amostra para mitigar a variabilidade do ensaio.
Ambos os tipos de controles sdo usados para gerar
contagens de expressdo de proteina normalizadas
com o pipeline do DRAGEN Protein Quantification.

Controles da placa

Cada placa de 96 pogos acomoda 85 amostras e 11
controles de placa (Figura 2), incluindo amostras em
branco, controles de calibrador e amostras de CQ.
Esses controles estdo incluidos no ensaio lllumina
Protein Prep e sao executados em cada placa,
juntamente com as amostras de plasma ou soro para
normalizagdo e CQ. Eles servem como referéncias
para detectar e corrigir desvios técnicos e fornecem
uma base para alinhar amostras executadas em
placas diferentes.

Amostras em branco

As amostras em branco consistem em solugéao
tampéao pura e fornecem uma estimativa de fundo
ndo especifico no ensaio do lllumina Protein Prep.

A expectativa é que esses controles tenham
contagens significativamente menores do que as
amostras de plasma ou soro. Contagens elevadas
em pogos em branco podem indicar que uma corrida
tem fundo elevado ou que ocorreu contaminagao

da amostra.

Controles do calibrador

Os controles do calibrador permitem a corregao

da variabilidade placa a placa. Esses controles sao
plasma ou soro humano agrupado, dependendo
dos tipos de amostra que estdo sendo executados.
A normalizagao da calibragdo da placa é realizada
comparando a mediana dos controles do calibrador
por SOMAmer Reagent com a referéncia de
calibragcdo correspondente.

Figura 2: Exemplo de layout de placa com controles.

1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

O cQ O Calibrador Q Amostra em branco

3 M-GL-03205 PTB v1.0

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico.



[llumina Protein Prep

Amostras de CQ

As amostras de CQ fornecem uma verificagéo de
controle de qualidade para determinar se a placa teve
o desempenho esperado. Essas amostras de controle
sdo plasma ou soro humano agrupado, dependendo
dos tipos de amostra que estdo sendo executados.

A qualidade da placa é avaliada pela comparagéo

da mediana dessas amostras por SOMAmer Reagent
com a referéncia de CQ correspondente.

Controles do SOMAmer Reagent

Os controles do SOMAmer Reagent sdo incorporados
em cada amostra individual em concentragdes
conhecidas antes da hibridizagdo e permitem

a computagédo de fatores de escala especificos

da amostra para normalizar as amostras e avaliar

a qualidade.

Etapas de normalizacao de dados

A normalizagao das contagens de protedmica

bruta envolve varias etapas para remover vieses
sistematicos em amostras e placas que podem
surgir durante o fluxo de trabalho do Illumina Protein
Prep. Esses ajustes sdo realizados em quatro etapas
ndo consecutivas: normalizagéo da hibridizagao,
normalizagdo mediana de referéncia externa,
calibragdo e dimensionamento de placas (Figura 3).

Normalizagao da hibridizagcao

Esta etapa corrige a variabilidade de uma amostra
para outra que pode ocorrer durante os estagios de
hibridizagdo e preparacao da biblioteca do ensaio.
Os fatores de escala especificos da amostra sdo
calculados pela comparagao das contagens dos
controles de normalizagao de hibridizagdo em cada
amostra com seus valores medianos em todas as
amostras na placa.

Normalizagdao mediana de referéncia externa

Esta etapa corrige as diferengas na medigao

da abundancia total de proteinas das amostras
sem controle. Um fator de escala é calculado
comparando as medi¢des de proteina observadas
com uma referéncia dos valores esperados para
cada proteina.

Calibracao

A calibragdo é realizada usando as cinco amostras
do calibrador descritas na seg¢ao de controles

da placa e corrige os efeitos do lote que afetam
determinados SOMAmer Reagents. Esta etapa
permite comparagdes precisas entre dados
produzidos de diferentes placas e corridas.

Para cada SOMAmer Reagent, a calibra¢do corrige
a variagao entre os calibradores e os valores de
referéncia esperados para o controle do calibrador.

Figura 3: Visdo geral das etapas de normalizagao realizadas pelo pipeline do DRAGEN Protein Quantification.
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A calibragdo é realizada em duas etapas:

» Etapa 1: Compara as medianas do calibrador com uma
referéncia derivada do sistema de sequenciamento e
ajusta cada SOMAmer Reagent de acordo.

« Etapa 2: Compara as medianas atualizadas do
calibrador com uma referéncia derivada de sistemas
de sequenciamento, permitindo comparagdes entre
dados gerados em diferentes instrumentos. O fator de
escala usado para alinhar a mediana dos calibradores
ao valor de referéncia é aplicado a todas as amostras
na placa.

Dimensionamento da placa

O dimensionamento da placa aborda variagdes nas
medi¢des totais de proteina entre as placas usando
a mediana de cada medi¢cdo de SOMAmer Reagent
nos calibradores e alinhando-as a uma referéncia
de calibragao externa.

O processo de dimensionamento ocorre em
duas etapas:

o Etapa 1: Ajusta as medi¢gbes com base em
uma referéncia derivada do instrumento de
sequenciamento, ou seja, sistema NovaSeq 6000
ou NovaSeq X.

» Etapa 2: Refina o ajuste usando uma referéncia
que permanece nos sistemas de sequenciamento,
permitindo comparagdes entre dados gerados em
diferentes instrumentos. As métricas de CQ somente
da primeira etapa de dimensionamento sao exibidas
no relatério do DRAGEN Protein Quantification.

Percentual de verificagdo de CQ nos extremos

Uma etapa de CQ é realizada no final da normalizagao
usando os controles de CQ em cada placa. Esta etapa
compara a mediana de cada medi¢gdo do SOMAmer
Reagent entre as trés réplicas de amostras de CQ com
uma referéncia de CQ externa para atribuir um fator
de escala especifico do SOMAmer Reagent e uma
métrica de CQ (QCCheckTailPercent).

Os varios procedimentos de normalizagdo
implementados no pipeline do DRAGEN Protein
Quantification minimizam a variabilidade estranha
originada de estagios distintos do fluxo de
trabalho do Illlumina Protein Prep (Figura 4).

Resultado do DRAGEN Protein
Quantification

O pipeline do DRAGEN Protein Quantification produz
dois tipos de arquivos que sdo criticos para analisar os
dados do lllumina Protein Prep. O primeiro é uma série
de arquivos ADAT de cada etapa de normalizagao e o
segundo é um relatério DRAGEN QC resumindo o CQ
da corrida.

Arquivos ADAT

O pipeline do DRAGEN Protein Quantification processa
contagens brutas e gera um arquivo de texto ASCII
delimitado por tabulagdo com uma extensdo ADAT
como saida para cada etapa de normalizagao
realizada. O arquivo ADAT contém medigdes

para uma série de analitos (colunas) em uma série

de amostras (linhas) e inclui a descrigdo do analito

e as informagdes da descrigdo da amostra.

Figura 4: Impacto da normalizagdo na variabilidade

dos dados.
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A normalizagao dos dados brutos do ensaio resulta

em redugao do coeficiente de variagdo (CV) intraplaca.
Os dados foram gerados usando o ensaio lllumina
Protein Prep 6K com amostras de CQ de plasma e soro.
O ensaio lllumina Protein Prep 9.5K com CV mediano
~5,5% estd agora disponivel.

a. CV mediano esperado calculado usando amostras de doadores
sauddveis.
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Figura 5: Estrutura do arquivo ADAT.
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Os arquivos ADAT sao arquivos delimitados por
tabulagdo com a seguinte estrutura (Figura 5):

* Os metadados da corrida contém métricas
que sao relevantes para toda a corrida ou para
placas individuais (por exemplo, RunID e métricas
associadas a porcentagem de verificagdo de CQ
nos extremos)

* Os metadados do SOMAmer contém métricas
que sdo relevantes para cada SOMAmer Reagent
ou alvo de proteina (por exemplo, ID do SOMAmer
e IDs especificas do gene e alvo)

* Os metadados da amostra contém métricas que
sdo relevantes para cada amostra (por exemplo,
ID da amostra, ID da placa e Métricas de CQ)

+ As contagens de SOMAmer sdo uma matriz de
contagens de NGS que refletem a abundancia
relativa de cada SOMAmer em cada amostra

O formato foi projetado para fornecer flexibilidade
para o numero de amostras, bem como para o nimero
e os tipos de descritores de analitos e amostras,

e pode ser usado para analise terciaria posterior

para obter insights biolégicos.

Relatorio de CQ do DRAGEN

Um relatdrio de CQ do DRAGEN Protein Quantification
acompanha o arquivo ADAT e resume o CQ de cada
amostra individual e de toda a placa. O CQ de amostras
individuais é derivado das etapas de normalizagao

de hibridizag&o e normalizagdo mediana de referéncia
externa. O CQ da placa é derivado das etapas de
normalizagdo da calibragao e CQ.

Uso de arquivos ADAT para
analise terciaria

O arquivo ADAT normalizado pode ser usado
imediatamente para andlise adicional de dados

com o lllumina Connected Multiomics via lllumina
Connected Analytics. O lllumina Connected
Multiomics é equipado com uma interface grafica

do usuario para gerenciamento e sele¢gdo de dados

e pode ser usado para interpretagdo avangada de
dados, incluindo expressédo diferencial de proteina,
andlise de via e andlise de enriquecimento de conjunto
de genes. O conteudo do arquivo ADAT também
pode ser analisado usando pacotes de cdédigo aberto
fornecidos em R (SomadatalO) e Python (Canopy).

Resumo

A normalizagdo de dados protedmicos brutos

é essencial para minimizar o viés do ensaio e

da amostra que pode surgir durante o fluxo de
trabalho do Illlumina Protein Prep. O pipeline do
DRAGEN Protein Quantification usa varias etapas

de normalizagao e calibragao para reduzir a variagao
sistematica, minimizando o risco de remover a
verdadeira variagdo bioldgica, fornecendo resultados
mais precisos. Esse pipeline esta disponivel em
servidores na nuvem ou no local. Na nuvem,

o pipeline do DRAGEN Protein Quantification é
iniciado automaticamente apds o sequenciamento
nos sistemas NovaSeq 6000 ou NovaSeq X, gerando
um relatério de CQ do DRAGEN e arquivos ADAT
com contagens de proteinas normalizadas. A saida
do arquivo ADAT pode, entdo, ser prontamente
usada para andlise tercidria posterior com o Illlumina
Connected Multiomics para permitir insights
bioldgicos mais profundos sobre o proteoma.

Saiba mais -
[llumina Protein Prep
DRAGEN secondary analysis

[lumina Connected Analytics
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