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SOLUTION DE SEQUENGAGE D’ARN NEXTSEQ 1000 ET NEXTSEQ 2000

Introduction

La solution de séquengage d’ARN NextSeq 1000 et
NextSeq 2000 (RNA-Seq) offre une vue claire et compléte
du transcriptome, le rendant plus accessible que

jamais. La solution utilise la technologie de séquencage
de nouvelle génération (SNG) d’lllumina, la chimie
XLEAP-SBS" de séquencgage optimisé par synthése

(SBS), un vaste portefeuille de solutions de préparation de
librairies et des outils d’analyse de données pour fournir
des flux de travail rationalisés et efficaces (figure 1).

La flexibilité et I'évolutivité des systemes de séquengage
NextSeq 1000 et NextSeq 2000 (figure 2) permettent aux
utilisateurs de traiter efficacement une gamme de volumes
d’échantillons, garantissant ainsi un équilibre optimal

entre le budget de lecture et le débit des échantillons.

Les solutions de RNA-Seq NextSeq 1000 et NextSeq 2000
prennent en charge une gamme d’applications d’ARN,

du profilage de base de I'expression génique aux analyses
complexes du transcriptome entier.

Avantages du RNA-Seq

Le RNA-Seq est rapidement apparu comme l'approche
primordiale du profilage du transcriptome a débit élevé'?.
Le RNA-Seq fournit un apergu détaillé du transcriptome
a un moment donné et offre de nombreux avantages

par rapport a la PCR quantitative, notamment :

Préparation des librairies >

Séquencage

Figure 2 : Systemes de séquengage NextSeq 1000 et

NextSeq 2000 : les systemes NextSeq 1000 et NextSeq 2000
exploitent la chimie XLEAP-SBS et integrent I'analyse secondaire
pour rationaliser les flux de travail de séquengage.

« Un modele expérimental sans hypothése, ne nécessitant
aucune connaissance préalable du transcriptome

« Une puissance de découverte pour détecter les
transcrits connus et les nouveaux

« Une capacité de débit élevée pour quantifier
des centaines voire des milliers de régions lors
de chaque test

« Une large plage dynamique, fournissant une mesure
plus précise de I'expression génique

» Plus de données par test, fournissant des informations
complétes sur la séquence et les variants

Analyse des données

lllumina Stranded Total RNA Prep,
lllumina Stranded mRNA Prep,
ou lllumina RNA Prep with Enrichment
~6h
< 2 h de manipulation

Systeme NextSeq 1000
ou NextSeq 2000
Longueur de lecture de = 2 x 100 pb
8a34h ou lllumina Connected Analytics
10 minutes de manipulation

— L
Instrument intégré de pipeline
DRAGEN RNA, dans BaseSpace

Sequence Hub,

< 2 h par analyse

Figure 1: Flux de travail de RNA-Seq NextSeq 1000 et NextSeq 2000 : les systémes NextSeq 1000 et NextSeq 2000 font partie
d’un flux de travail SNG simple et intégré qui fournit des données de séquencage d’ARN extrémement précises. Les durées

varieront selon le type d'expérience et de test.
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Flux de travail SNG intégré

Les systemes NextSeq 1000 et NextSeq 2000 prennent

en charge un vaste portefeuille de solutions de préparation
de librairies, répondant a un large éventail de besoins en
matiere d'étude du transcriptome. Les chercheurs peuvent
choisir parmi plusieurs trousses de préparation de librairies,
ce qui leur permet de trouver celle qui correspond le mieux
a leurs besoins expérimentaux et aide a surmonter les défis
courants tels que I’ARN de démarrage de mauvaise qualité
ou la disponibilité limitée des échantillons.

Préparation avancée de librairies d’ARN
d’lllumina

Fort d’'une expérience bien établie dans le domaine

du séquencgage de I'ARN, lllumina propose des solutions
fiables et éprouvées pour la préparation de librairies d’ARN.
Les avancées de la gamme de trousses de préparation

de librairies d’ARN d’lllumina fournissent les données de
haute qualité dont les chercheurs ont besoin avec un flux
de travail rationalisé qui peut étre effectué en un seul

quart de travail standard. lllumina propose trois trousses

Illumina Stranded Total RNA Prep permet I'analyse
du transcriptome entier a l'aide de Ribo-Zero™® Plus,
capturant ainsi I'’ARN codant et plusieurs formes
d’ARN non codant pour obtenir une image compléete
de la biologie. lllumina Stranded Total RNA Prep offre
également une performance robuste lorsque vous
travaillez avec des échantillons de faible qualité fixés
au formol et imprégnés a la paraffine (FFIP).

Illumina Stranded mRNA Prep offre une option rentable
pour le codage de I'analyse axée sur I'’ARN. lllumina
Stranded mRNA Prep fonctionne avec tout ARN
eucaryote provenant d’échantillons de haute qualité.’

Illumina RNA Prep with Enrichment apporte la
technologie de transposome lié aux billes (BLT) a RNA-
Seq et fournit un flux de travail rapide d’enrichissement
d’ARN d’une journée avec une durée de manipulation
minimale (< 2 heures). Lorsqu’elles sont séquencées
sur les systemes NextSeq 1000 et NextSeq 2000,

les données d’ARN sans brin résultantes fournissent
des renseignements précieux sur un grand nombre

de positions génomiques.

de préparation de librairies d’ARN (tableau 1) : * Numeéro d'intégrité de I’ARN (RIN) > 8. Pour les échantillons
FFIP ou de plus faible qualité, utilisez lllumina RNA Prep

with Enrichment ou Illumina Stranded Total RNA Prep.

Tableau 1: Trousses de préparation de librairies d’ARN d’lllumina

Illumina Stranded Total
RNA Prep

Illumina RNA Prep

Ilumina Stranded mRNA Prep with Enrichment

Méthode Ligature avec Ribo-Zero Plus® Ligature (L) Tagmentation

Transcriptome codant Codage du transcriptome

Détection et non codant avec la queue polyA Régions de codage ciblées®
Compatibilité FFIP Oui Non Oui

Entrée 131000 nge 2541000 ng 100 rfg”FsFIFPF'P
Durée totale du test? 7h <7h <9h

Durée de manipulation® <3h <3h <2h

Propice a I'automatisation Oui Oui Oui

a. Le Ribo-Zero Plus inclus élimine I'abondance d’ARN de plusieurs espéces, y compris les échantillons humains, de souris, de rat, de bactéries et d’épidémiologie.
b. Pour les échantillons humains uniquement. Testé avec lllumina Exome Panel et Respiratory Oligos Panel v2. lllumina RNA Prep with Enrichment ne fournit pas
de renseignements sur les brins.
c. Entrée minimale pour 'ARN de haute qualité indiquée. 10 ng minimum recommandés pour une qualité optimale et FFIP pour la préparation d’ARN total a brins d'lllumina.
d. Durée de manipulation et durée totale basée sur le traitement manuel de jusqu’a 24 échantillons pour les flux de travail d’ARN total et d’ARNm lllumina Stranded
et 1 échantillon sur le flux de travail d'enrichissement.
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Pour les utilisateurs de BaseSpace® Clarity LIMS,

des protocoles prédéfinis pour lllumina Stranded mRNA
Prep, lllumina Stranded Total RNA Prep et lllumina RNA
Prep with Enrichment sont disponibles pour étre utilisés
avec les systemes NextSeq 1000 et NextSeq 2000.

Systemes NextSeq 1000 et NextSeq 2000

Les systemes NextSeq 1000 et NextSeq 2000 offrent
flexibilité et évolutivité pour répondre a une gamme

compléete de besoins d’analyse du transcriptome.

Quatre types de Flow Cell disponibles permettent aux
chercheurs de sélectionner I'équilibre optimal entre le
nombre d’échantillons et les lectures par échantillon
(tableau 2). Par exemple, le profilage de I'expression

geénique (la mesure de I'abondance au niveau des

génes a travers les caractéristiques connues) peut étre
effectué efficacement a une capacité de débit élevé avec
jusqu’a 170 échantillons® en une seule analyse. Lanalyse

du transcriptome entier permet de découvrir de nouvelles
caractéristiques en interrogeant I’ARN codant et non codant
jusqu’a 34 échantillons par analyse; les chercheurs peuvent
également analyser I'ARN codant jusqu’a 68 échantillons
par analyse (tableau 2, tableau 3). lllumina recommande

de consulter la littérature principale pour votre domaine

et votre organisme pour obtenir les conseils les plus
récents sur la conception des expériences et la profondeur

de séquencgage.

T Le profilage de I'expression suppose 10 millions de lectures

par échantillon.

Les systemes NextSeq 1000 et NextSeq 2000 offrent une
flexibilité inter-applications, permettant aux chercheurs

de passer facilement d'un projet de séquengage a l'autre.
Les systemes sont compatibles avec une gamme de
trousses de préparation de librairies d’lllumina et de tiers,
ce qui permet une transition facile entre le séquencage

de I'ARN en lots, le séquencgage de I’ARN unicellulaire,

le séquengage du transcriptome entier, le séquengage

de I'exome et d'autres applications. Par exemple, les
chercheurs peuvent associer le RNA-Seq au séquengage
de I'exome sur le systeme NextSeq 1000 ou NextSeq 2000
pour évaluer siles variants de codage ont un impact sur
I'expression des transcrits, ou effectuer 'ATAC-Seq* pour
analyser l'accessibilité a la chromatine et mieux caractériser
la régulation fonctionnelle.

Allez plus loin avec la chimie XLEAP-SBS

Avec les systémes NextSeq 1000 et NextSeq 2000,

les chercheurs peuvent enrichir leurs études avec une
plus grande profondeur de lecture, ce qui permet d’obtenir
des estimations de facteur de changement plus précises
et une sensibilité élevée dans la détection des genes, des
transcrits et de I'expression différentielle. Les systémes
NextSeq 1000 et NextSeq 2000 sont alimentés par

la chimie XLEAP-SBS, la chimie SBS d’lllumina la plus
rapide, de la plus haute qualité et la plus robuste a ce jour.

T ATAC-Seq, test de la chromatine accessible a la transposase
avec séquencage.

Tableau 2 : Solutions RNA-Seq d’lllumina et débit d’échantillons par Flow Cell

Nombre d'échantillons par Flow Cell par analyse

Paires de
. lectures Préparation g
Méthode Mesure typiques par des librairies NextSeq 1000 et NextSeq 2000 NovaSeq X Series
échantillon? . .
P1 P2 P3 P4 1.5B 10B 25B
Abondance
Quantification au niveau des llumina
de I'expression génes sur les 10 millions Stranded 10 40 120 170 150 ~1000° ~2500°
génique caractéristiques mRNA Prep®
connues
[llumina RNA
Abondance Prep with
ARNmM-Seq de I'ARN codant 25 millions Enrichment 4 16 48 68 ~ 60 ~400° ~1000°
et découverte
Abondance et Illumina
_ détection d’ARN . Stranded Total N N EoNe
Total RNA-Seq codants et non 50 millions RNA Prep with 2 8 24 34 30 200 520
codants Ribo-Zero Plus

a. Leslongueurs de lecture recommandées sont de 2 x 75 pb pour lllumina Stranded Total RNA Prep et lllumina Stranded mRNA Prep et de 2 x 100 pb pour lllumina RNA Prep

with Enrichment.

b. lllumina Stranded mRNA Prep n’est pas compatible avec les échantillons FFIP. Pour les échantillons FFIP ou de faible qualité, il est recommandé d'utiliser lllumina RNA Prep
with Enrichment ou lllumina Stranded Total RNA Prep.

c. Lesréactifs P3 et P4 sont disponibles uniquement pour le systeme NextSeq 2000.

d. Le systeme NovaSeq X Plus peut analyser des Flow Cell uniques ou des doubles Flow Cell. Le systéme NovaSeq X peut analyser des Flow Cell uniques.

e. Unmaximum de 384 doubles index uniques est disponible. Pour la série NovaSeq X, le chargement indépendant des lignes permet le multiplexage d'un plus grand nombre

d'échantillons.
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Tableau 3 : Parameétres de performance pour les systémes NextSeq 1000 et NextSeq 2000 pour le RNA-Seq

e Gl Lecture a paire Longueur Débite Durée de Qualité des Entrée
de bases unique? de lecture I'analyse® données® requise
XLEAP.9ES Reagentsr 100 millons 2x150pb  30Gb
N extSed 10002000 P2 400 millions 2 x 100 pb 80 Gb 19 h >85% 10 ng-1 g
d de bases 4
2U-dessus avec lllumina
Qféf;f%ég%%;;emsm 1,2 milliard 2 x 100 pb 240 Gb 31h e 030 RNA Prep
NextSeq 2000 P4 1,7 milliard 2 x 100 pb 330 Gb 34h

XLEAP-SBS Reagents®

a. Les données sur le rendement sont fondées sur le mode Flow Cell simple et I'utilisation d’une librairie de contréle PhiX d’lllumina aux densités d’amplifiats prises en charge.
b. Ladurée d'analyse comprend la génération d’amplifiats, le séquengage et la définition des bases sur les systemes NextSeq 1000 et NextSeq 2000.
c. Les scores de qualité sont fondés sur une librairie de contréle PhiX d’lllumina. La performance peut varier selon le type et la qualité de Ia librairie, la taille de I'insert,

la concentration de chargement et autres facteurs expérimentaux. Le pourcentage de bases > Q30 est une moyenne calculée sur I'intégralité de I'analyse.

d. Réactifs XLEAP-SBS pour Flow Cell P1, P2 et P3 disponibles au 2e trimestre 2024.
e. Lesréactifs P3 et P4 sont disponibles uniquement pour le systeme NextSeq 2000.

Les réactifs XLEAP-SBS permettent le débit de lecture
le plus élevé et le prix le plus bas par million de lectures
de tout systéme de séquencgage de paillasse lllumina.
La réduction du codt par million de lectures associée

a une capacité de séquencgage supplémentaire fournit :

» Plus de lectures par échantillon pour recueillir des
renseignements sur les transcriptions a faible abondance

» Plus d’échantillons pour une conception expérimentale
plus robuste dans un budget de recherche donné

» Des méthodes plus completes pour capturer des
facettes plus complexes du paysage de I'’ARN afin
de favoriser davantage de découvertes

Les multiples configurations de Flow Cell des systemes
NextSeq 1000 et NextSeq 2000 (tableau 3) permettent
aux chercheurs d’optimiser la conception des études
en fonction du nombre d’échantillons et des exigences
de débit. Par exemple, la capacité de séquencage
supplémentaire offerte par la Flow Cell NextSeq 2000
P4 permet de concevoir plus facilement et plus
économiquement des études correctement alimentées
et de faire du RNA-Seq une partie de routine du répertoire
d’outils moléculaires de tout laboratoire. Si un débit
d’échantillons plus élevé est nécessaire, les études
peuvent étre étendues a des centaines d’échantillons
par analyse a l'aide de la série NovaSeq"° X (tableau 2).

Valeur du séquencgage apparié

Avec les systémes NextSeq 1000 et NextSeq 2000,

les chercheurs peuvent effectuer un séquengage a lecture
unique ou a extrémité appariée. Le séquencage a lecture
unique est une option économique pour le profilage

de I'expression génique. Cependant, le séquengage

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.

de I'’ARN a extrémité appariée est nécessaire pour les
renseignements bloqués et offre des avantages clés.

Les renseignements sur la profondeur de lecture générés

a partir des deux extrémités d’un insert permettent de
différencier efficacement les isoméres de transcrits,
offrant ainsi une détection et une quantification

plus précises de I'abondance au niveau du transcrit.

Les renseignements appariés améliorent considérablement
la sensibilité pour détecter les fusions de genes et les
variants d’insertion/suppression (indel).

Solutions d’analyse simplifiees d’lllumina
Analyse secondaire DRAGEN"

'analyse des données de RNA-Seq peut étre effectuée

a l'aide des outils de I'analyse secondaire DRAGEN
d’lllumina, une suite de pipelines d’analyse de données
précis, complets et efficaces.’ Le pipeline d’ARN DRAGEN
d’lllumina effectue un alignement précis de I'ARN sur

un génome de référence, un appel des variants et

la quantification des genes, et la caractérisation des
jonctions d’épissure et des fusions de génes candidats
(figure 3). Le pipeline d’ARN DRAGEN peut étre configuré
dans le cadre de la configuration de I'analyse pour étre
lancé sur le nuage avec lllumina Connected Analytics

ou BaseSpace Sequence Hub, ou comme flux de travail
sur l'instrument a 'aide du matériel embarqué NextSeq 1000
et NextSeq 2000 DRAGEN.

§ Le matériel DRAGEN est inclus dans les systemes
NextSeq 1000 et NextSeq 2000. Une licence DRAGEN
estincluse avec I'instrument et n‘a pas besoin d’étre
achetée séparément.
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Carte thermique des 26 principaux génes exprimés de maniére différentielle

Type d'échantillon
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Comparaison

I S S S S S Type d'échantillon
NCOA3

SNHG3
GPATCH2L

WHSC1LL

EGFR 6
ATPBB2

EPHA2
DAB2 N

cepe11?

CASKINT
ADAMTS4

MSTIR

RP5.940)5.9
SPAG16

FAM160A1

MARK1
TEAD2
RPL26L1

RNUSB-1

TMEM189-UBE2V1
u3
TSTD3

cepe17
FERMETURE
Cldorf37

MIR3654

£ volnuew?
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Figure 3 : Pipeline d’ARN DRAGEN : exemple de capture d’écran
de la carte thermique d’expression différentielle avec le pipeline
d’ARN DRAGEN, disponible a bord des systemes NextSeq 1000
et NextSeq 2000 ou sur le nuage avec BaseSpace Sequence
Hub ou Illlumina Connected Analytics.

Le pipeline d’ARN DRAGEN fournit des données de
haute qualité regroupées dans une interface utilisateur
intuitive. Des invites simples guident l'utilisateur tout au
long du processus, a partir de la sélection des fichiers
générés par le séquenceur jusqu’a l'affichage des données
analysées et des résultats. La sortie du pipeline d’ARN
DRAGEN peut étre directement saisie dans une large
gamme d’outils d’analyse en aval disponibles. Au-dela
de la plateforme DRAGEN, lllumina Connected Analytics
et BaseSpace Sequence Hub fournissent des outils pour
la visualisation, I'analyse et |le partage.

Assistance technique complete d’lllumina

lllumina fournit une équipe de soutien de catégorie
mondiale composée de scientifiques expérimentés qui sont
experts dans la préparation de librairies, le séquengage

et I'analyse. Cette équipe dévouée comprend des
techniciens d'assistance sur le terrain (FSE) hautement
qualifiés, des scientifiques des applications techniques
(TAS), des scientifiques des applications de terrain (FAS),
des ingénieurs de support systéme, des bio-informaticiens
et des experts en réseaux informatiques, tous parfaitement
familiarisés avec le séquengage de nouvelle génération
(SNG) et les applications que les clients d’lllumina exécutent
a travers le monde entier. L'assistance technique est
disponible par téléphone cing jours par semaine ou via
I'assistance en ligne, offerte en tout temps, de partout
dans le monde et en plusieurs langues.

6 | M-GL-00480 FRA v3.0

Gréace a ce service et a cette assistance inégalés, lllumina
aide les utilisateurs a maximiser l'efficacité de leurs
systemes NextSeq 1000 et NextSeq 2000, a former les
nouveaux employés et a apprendre les dernieres techniques
et meilleures pratiques.

Résumé

La solution de RNA-Seq NextSeq 1000 et NextSeq 2000
offre un flux de travail simplifié de I'’ARN aux résultats

qui combine la puissance, la vitesse et la flexibilité des
systemes de séquencage NextSeq 1000 et NextSeq 2000
avec un portefeuille avancé de préparation de librairies
d’ARN et des applications logicielles conviviales

RNA-Seq. Quatre types de Flow Cell garantissent une
rentabilité sur I'ensemble des types de projets RNA-Seq,
du profilage de I'expression génique a la découverte du
transcriptome entier.

En savoir plus

Séquencgage de I'’ARN

Préparation de librairies d’ARN d'lllumina

NextSeq 1000 and NextSeq 2000 Sequencing Systems
Analyse secondaire DRAGEN

Données de démonstration sur BaseSpace Sequence Hub
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Renseignements relatifs a la commande Renseignements relatifs a la commande
. N° de . N° de
TRl référence el référence
NextSeq 2000 Sequencing System 20038897 NextSeq 1000/2000 XLEAP-SBS Read
Primer Kit? 20112859
NextSeq 1000 Sequencing System 20038898
L lllumina Stranded Total RNA Prep, Ligation with
mésxef[;er;éeoagodu NextSeq 1000 et 20047256 Ribo-Zero Plus (16 échantillons) 20040525
) lllumina Stranded Total RNA Prep, Ligation with
NextSeq 1000/2000 P1 XLEAP-SBS Reagent Kit 20100983 Ribo-Zero Plus (96 échantillons) 20040529
(100 cycles)?P
) [llumina Stranded mRNA Prep, Ligation
NextSeq 1000/2000 P1 XLEAP-SBS Reagent Kit 16 échantill 20040532
(300 cycles) 20100982 (16 échantillons)
) [llumina Stranded mRNA Prep, Ligation
NextSeq 1000/2000 P1 XLEAP-SBS Reagent Kit 96 échantill 20040534
(600 cycles)s 20100981 (96 échantillons)
) Illumina RNA Prep with Enrichment,
Netheq 1000/2000 P2 XLEAP-SBS Reagent Kit 20100987 (L) Tagmentation (16 échantlllons) 20040536
(100 cycles)2P
) Illumina RNA Prep with Enrichment,
NextSeq 1000/2000 P2 XLEAP-SBS Reagent Kit 20100986 (L) Tagmentation (96 échantillons) 20040537
(200 cycles)=?
[llumina Exome Panel 20020183
NextSeq 1000/2000 P2 XLEAP-SBS Reagent Kit 0000 dmina £x
(300 cycles)ar [llumina RNA UD Indexes Set A, Ligation
(96 index, 96 échantillons)° 20091655
NextSeq 1000/2000 P2 XLEAP-SBS Reagent Kit 20100984
(600 cycles)ar [llumina RNA UD Indexes Set B, Ligation 20091657
[ schantillons)e
NextSeq 2000 P3 XLEAP-SBS Reagent Kit 50100990 (96 index, 96 échantilions)
(100 cycles)2P [llumina RNA UD Indexes Set C, Ligation 20091659
[ schantillons)
NextSeq 2000 P3 XLEAP-SBS Reagent Kit 50100989 (96 index, 96 échantilions)
(200 cycles)#? lllumina RNA UD Indexes Set D, Ligation 20091661
96 index, 96 échantillons)®
NextSeq 2000 P3 XLEAP-SBS Reagent Kit 50100988 (96 index, fions)
(300 cycles)ar [llumina DNA/RNA UD Indexes Set A, 20091654
Tagmentation (96 index, 96 échantillons)°
NextSeq 2000 P4 XLEAP-SBS Reagent Kit 0100095 9 lon (96 index, fions)
(50 cycles)? [llumina DNA/RNA UD Indexes Set B, 20091656
Tagmentation (96 index, 96 échantillons)®
NextSeq 2000 P4 XLEAP-SBS Reagent Kit 0100694 9 lon (96 index, fions)
(100 cycles)? Illumina DNA/RNA UD Indexes Set C, 20091658
Tagmentation (96 index, 96 échantillons)®
NextSeq 2000 P4 XLEAP-SBS Reagent Kit 0100093 9 lon (96 index, fions)
(200 cycles)? Illumina DNA/RNA UD Indexes Set D, 20091660
T: i i Schantill ¢
NextSeq 2000 P4 XLEAP-SBS Reagent Kit agmentation (96 index, 86 cchantilions)
. 20100992 o ,
(300 cycles) a. Les trousses de réactifs XLEAP-SBS pour les instruments NextSeq 1000
~ et NextSeq 2000 sont expédiées et stockées a la méme température
lethsgq. 1002/2000 XLEAP-SBS Read and 20112856 que les trousses de réactifs SBS standard.
naex Frimers b. Réactifs XLEAP-SBS pour Flow Cell P1, P2 et P3 disponibles
NextSeq 1000/2000 XLEAP-SBS Index 20112858 au 2e trimestre 2024.
Primer Kit? c. Lesindex de ligature sont compatibles avec les trousses de préparation

totale et d’ARNm. Les index de tagmentation sont compatibles avec les
trousses de préparation d’enrichissement d’ADN et d’ARN.
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