NOTA TECNICA

La quimica

de XLEAP-SBS"
amplia las
capacidades

de los sistemas
NextSeq” 1000 vy
NextSeq 2000

Mayor precision y tiempos
de experimento mas rapidos
en comparacion con el SBS
estandar para aplicaciones
esenciales

« Secuenciacion del exoma
« Secuenciaciéon de ARN Total
« Secuenciacion de ARN de células individuales

« Secuenciacion del repertorio inmunitario
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SISTEMAS XLEAP-SBS CHEMISTRY ON NEXTSEQ 1000 Y NEXTSEQ 2000

Introduccion

La quimica de NovaSeq X es un avance mas rapido, de
mayor fidelidad y mas sélido para la quimica demostrada
de secuenciacion por sintesis (SBS, sequencing by
synthesis) de lllumina. Los sistemas NextSeq 1000 y
NextSeq 2000 aprovechan la quimica de XLEAP-SBS
para ampliar las capacidades de secuenciacion de cara
a un rendimiento mas alto, tiempos de experimento
mas cortos y una mejor calidad, a la vez que mantienen
un flujo de trabajo sencillo. La quimica de XLEAP-SBS
permite la celda de flujo NextSeq 2000 P4, por lo que
ofrece el mayor rendimiento en un instrumento de
sobremesa de lllumina hasta la fecha, asi como mejoras
en la calidad y el tiempo de respuesta para las celdas
de flujo P1, P2 y P3.

Esta nota técnica demuestra que la quimica de XLEAP-SBS
en los sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000
proporciona una calidad de datos que cumple o supera
la del SBS estandar para métodos clave, entre los que se
incluyen la secuenciacion del exoma, la secuenciacion
de ARN total, la secuenciacion de ARN de células
individuales y la secuenciacion del repertorio inmunitario.

Métodos

Secuenciacion del exoma

Las librerias de exomas se prepararon a partir de ADN
genomico (ADNg) NA12878 (Coriell Institute for Medical
Research) utilizando Illlumina DNA with Exome 2.5
Enrichment, (S) Tagmentation (lllumina, n.° de catalogo
20077595y 20077596) regiones gendmicas capturadas
selectivas mediante Twist Bioscience para lllumina
Exome 2.5 Panel.

La secuenciacion se realizd en NextSeq 2000 System
con NextSeq 2000 P3 XLEAP-SBS Reagent Kit

(200 ciclos) (lllumina, n.° de catalogo 20100989) y
NextSeq 2000 P4 XLEAP-SBS Reagent Kit (200 ciclos)
(lumina, n.° de catalogo 20100993) utilizando

una configuracion de experimento de 2 x 101 bp

(24 muestras por experimento). Por comparacion,

las mismas librerias también se secuenciaron en
NextSeq 2000 System con SBS NextSeq 2000 P3
Reagents (200 ciclos) (Illumina, n.° de catalogo
20040560) utilizando una configuracion de experimento
de 2 x 101 pb (24 muestras por experimento).

El analisis de datos secundario se efectio mediante los
flujos de trabajo basados en la nube DRAGEN" Enrichment
pipeline v4.2.7 (para reactivos XLEAP-SBS) y DRAGEN
Enrichment pipeline v3.10.4 (para reactivos SBS estandar).
La precision de las llamadas de variantes se evalud con
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respecto al conjunto de verdad Genome in A Bottle (GiAB)
v4.2.1 del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST, National Institute of Standards and Technology)
(GiAB, National Institute of Standards and Technology)
v4.2.1y el genoma de referencia con enmascaramiento
alternativo de hg38."? Los datos de secuenciacion se
redujeron a 30 M de pares de lecturas por muestra para
comparar el rendimiento de las llamadas de variantes
entre los kits de reactivos XLEAP-SBS y SBS estandar.

Secuenciacion de ARN total (RNA-Seq total)

Se prepararon librerias de ARN a partir de ARN de

la linea celular de leucemia: HL-60 (Thermo Fisher
Scientific, n.° de catdlogo AM7836) y K562 (BioChain,

n.° de catédlogo R1255820-50) y ARN de la linea celular
de cancer de mama: MCF7 (BioChain, n.° de catdlogo
R1255830-50) con lllumina Stranded Total RNA Prep with
Ribo-Zero” Plus (lllumina, n.° de catdlogo 20040529).

La secuenciacion se realizé en NextSeq 2000 System
con los kits de reactivos NextSeq 2000 P3 'y P4
XLEAP-SBS (200 ciclos) mediante una configuracion
de experimento de 2 x 76 pb (18 muestras por
experimento). Por comparacion, las mismas librerias
también se secuenciaron en NextSeq 2000 System con
el kit de reactivos NextSeq 2000 P3 de SBS estandar
(200 ciclos) mediante una configuracion de experimento
de 2 x 76 pb (18 muestras por experimento). Todos los
experimentos se realizaron con la férmula del ciclo de
oscuridad de ARN total de Illlumina.

El andlisis de datos secundario se llevd a cabo utilizando
el flujo de trabajo basado en la nube DRAGEN RNA
pipeline v4.2.7. Los datos de secuenciacién se redujeron
a 10 M de lecturas para todas las muestras con el fin de
comparar los datos de expresiéon genética, comparando
los perfiles de ARN total y la quimica de XLEAP-SBS vy las
librerfas emparejadas de SBS estandar para estas lineas
celulares bien definidas. Los transcritos por millén (TPM)
representan la expresién de cada transcrito cuando

se normaliza para la longitud de los transcritos y la
profundidad de secuenciacion.

Secuenciacion de ARN de células individuales
(scRNA-Seq)

Las muestras para scRNA-Seq se prepararon a partir
de células mononucleares de sangre periférica

humana (PBMC) crioconservadas de una donante
femenina sana (de 25 a 30 afios de edad) obtenidas

de AlICells. Las librerias de scRNA-Seq (16 réplicas) se
prepararon utilizando Chromium Next GEM Single Cell
3' Reagent Kits v3.1 (10x Genomics, n.° de catdlogo
1000269) con arreglo a la gufa del usuario de Chromium
(CG000315 Rev E).
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La secuenciacion se realizd en NextSeq 2000

System con los kits de reactivos NextSeq 2000

P3y P4 XLEAP-SBS (100 ciclos) (lllumina, n.° de
catdlogo 20100990 y 20100994, respectivamente).

Por comparacion, las mismas librerias también se
secuenciaron en NextSeq 2000 System con el kit

de reactivos de SBS estandar NextSeq 2000 P3

(100 ciclos) (lllumina, n.° de catalogo 20040559).

Las configuraciones del experimento se ajustaron de
acuerdo con los parametros proporcionados por 10x
Genomics: lectura 1 de 28 ciclos, lecturas de indices i7 e
i5 de 10 ciclos y lectura 1 de 90 ciclos. La concentracion
de carga fue de 650 pM y se afiadié PhiX al 1 %.

El analisis de datos se realizé con Cell Ranger pipeline
v8.0.0 (10x Genomics). Los datos de secuenciacidn se
redujeron a 75 M o0 112,5 M de lecturas tras la finalizacion
de la generacién de FASTQ.

Secuenciacion del repertorio inmunitario
(IR-Seq)

Las muestras para IR-Seq se prepararon en serie,
donde se diluyé una mezcla de nueve lineas de
linfocitos B utilizando PBMC agrupadas aisladas de tres
donantes humanos sanos. Las librerias se prepararon
con SMART-Seq human BcR (with UMI) Kit (Takara

Bio USA, n.° de catadlogo 634777) con 25 ng de ARN
total. Las preparaciones de librerias independientes se
realizaron por triplicado para cada punto de dilucién

y finalmente se agruparon en una Unica libreria

de secuenciacion.

La secuenciacion se realizé en NextSeq 2000

System con los kits de reactivos NextSeq 1000/2000
XLEAP-SBS P2 (600 ciclos) (lllumina, Catalog n.°
20100987) mediante una configuracion de experimento
de 2 x 300 pb. Por comparacion, las mismas librerfas
también se secuenciaron en NextSeq 2000 System con
SBS NextSeq 1000/2000 P2 300M Reagents (600 ciclos)
(lumina, n.° de catadlogo 20075295) utilizando una
configuracion de experimento de 2 x 300 pb.

Los datos de secuenciacion se normalizaron a 250 K
lecturas/muestra y se procesaron en clonotipos con
Cogent NGS Immune Profiler Software v1.6. (Takara
Bio USA) con un valor de corte de UMI establecido
en 2y analizado con VDJTools v1.2.1 (MiLaboratories).

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

Resultados

Secuenciacion del exoma

Se evaluaron los criterios de medicién del analisis
principal y secundario de la secuenciacion del exoma,
incluidas las puntuaciones de calidad, la tasa de error,
la uniformidad de cobertura y la precision y la retirada
tanto para variantes de nucledtido Unico (SNV) como
para inserciones-deleciones (indel). Tanto los kits de
reactivos XLEAP-SBS como los kits de reactivos SBS
estandar proporcionaron datos de alta calidad y llamadas
de variantes de alta precisién, con experimentos de
XLEAP-SBS que mostraron mas lecturas y un mayor
rendimiento, puntuaciones Q mejoradas y tasas de
error mas bajas (tabla 1). Los criterios de medicion
secundarios mostraron una precision y una retirada
comparables de SNV e indel, lo que demuestra
concordancia entre las dos quimicas (tabla 1).

Tabla 1: Criterios de medicién del analisis principal
y secundario para la secuenciacion del exoma

Quimica Quimica Quimica

de P3 SBS de P3 de P4

estandar XLEAP-SBS XLEAP-SBS
Lecturas 14B 14B 21B
individuales
Rendimiento 307 Gb 309 Gb 445 Gb
Configuracion
del experimento 2 x 101 pb 2 x 101 pb 2 x 101 pb
Q30, lectura 1 94,38 % 95,97 % 9592 %
Q30, lectura 2 93,35 % 94,81 % 94,54 %
Tasa de error o o 0
de lalectural 018 % 0m% 0107%
Tasa de error o o o
de lalectura 2 018 7% 016 % 015%
Enriquecimiento o o o
de lecturas 87 % 867% 867%
Uniformidad o o o
de cobertura 96,3 % 96,4 % 96,9 %
Precision
de SNV 0,993 0,994 0,993
Retirada de SNV 0,981 0,981 0,980
Pre.cision 0,94 0,95 0,96
de indel
Retirada 0,93 0,93 0,93
de indel
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RNA-Seq total

Para RNA-Seq total, tanto los kits de reactivos las tasas de error en comparacion con los reactivos
XLEAP-SBS como los kits de reactivos SBS estandar SBS estandar. La cuantificaciéon de transcritos mostré
proporcionaron datos de alta calidad (tabla 2). Los kits una concordancia excelente entre las dos quimicas
XLEAP-SBS mostraron grupos mas altos que superaban (R? > 0,99) (figura 1).

el filtro, mejoraban las puntuaciones Q y reducian

Tabla 2: Criterios de medicion del experimento de secuenciacion para la RNA-Seq total

Quimica de SBS estandar P3 Quimica de P3 XLEAP-SBS Quimica de P4 XLEAP-SBS
Lecturas individuales 1,4B 1,4B 21B
Rendimiento 245 Gb 245 Gb 349 Gb
Configuracion del experimento 2 x 76 pb 2 x 76 pb 2 x 76 pb
Q30, lectura 1 94,5 % 959 % 95,8 %
Q30, lectura 2 92,9 % 93,9 % 93,8 %
Tasa de error de la lectura 1 01 % 0,08 % 0,07 %
Tasa de error de la lectura 2 014 % 012 % 013 %
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Figura 1: Correlaciones del transcriptoma completo entre la quimica de XLEAP-SBS y SBS estandar: se analizaron las transcripciones
por millén (TPM) para las lineas celulares cancerosas, HL-60, K562 y MCF7, y se demostrd la concordancia de los perfiles de expresion
genética para la quimica de XLEAP-SBS frente a las librerias emparejadas de ARN-Seq total de SBS estandar.
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sCRNA-Seq

celda), lo que afecta al nimero de genes detectados
y a la mediana de los recuentos de identificadores
moleculares Unicos (UMI, unique molecular identifier)
por celda (tabla 3). Los gréaficos de t-SNE para la
expresion genética de scRNA-Seq (figura 2) muestran
una excelente correlacién entre los kits de reactivos
XLEAP-SBS vy los kits de reactivos SBS estandar.

Los criterios de medicién del rendimiento de scRNA-Seq
muestran que los kits de reactivos XLEAP-SBS y los kits
de reactivos SBS estandar en NextSeq 2000 System
cumplieron las expectativas de calidad de los datos
(tabla 3). El mayor rendimiento de los reactivos de P4
XLEAP-SBS puede permitir tanto una mayor amplitud

de cobertura (mas células por muestra) como una
mayor profundidad de cobertura (mas lecturas por

Tabla 3: Criterios de medicién del analisis principal y secundario para scRNA-Seq

Quimica de P3 SBS estandar Quimica de P3 XLEAP-SBS Quimica de P4 XLEAP-SBS

N.° de lecturas reducidas 75M 75M 75 M 112,5M
Bases de la lectura 1 2Q30 95,25 % 96,46 % 96,81 % 96,81 %
Bases de la lectura 2 2Q30 95,00 % 96,10 % 96,15 % 96,15 %
Tasa de error de la lectura 1 0,05 % 0,06 % 0,06 % 0,06 %
Tasa de error de la lectura 2 015 % 014 % 0,15 % 015 %
N.° de genes detectados 27 715 27735 27753 28 474
Mediana de los recuentos
de IUM por célula 30332 30275 30568 39121
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Figura 2: Resultados uniformes de expresién genética de células individuales: graficos de t-SNE para librerias de scRNA-Seq
para reactivos P3 XLEAP-SBS (rojo), reactivos P4 XLEAP-SBS (verde) y reactivos SBS estandar P3 (azul) en NextSeq 2000 System.
El solapamiento sugiere una elevada concordancia entre las quimicas de XLEAP-SBS y SBS estandar.
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IR-Seq

NextSeq 1000/2000 P2 XLEAP-SBS Reagent Kit

(600 ciclos) puede generar 400 M de lecturas, mientras
que SBS NextSeq 1000/2000 P2 300M Reagents

(600 ciclos) estandar solo genera 300 M de lecturas.

El aumento del rendimiento de los reactivos XLEAP-SBS
P2 proporciona una mayor flexibilidad y profundidad
experimentales para IR-Seq.

Los reactivos de 600 ciclos XLEAP-SBS P2 produjeron
un mayor porcentaje de lecturas con puntuaciones

de calidad =Q30 en comparacion con los reactivos

de 600 ciclos de SBS P2 estandar en NextSeq 2000
System (figura 3). En el caso de IR-Seq, ambas quimicas
obtuvieron resultados de alta calidad que cumplian

o superaban las especificaciones del mercado.

100
95 j
90

85

% = Q30

80

75

T e
0 100 200 300 400 500 600

Ciclo

—— Kit NextSeq 1000/2000 P2 standard SBS
—— Kit NextSeq 1000/2000 P2 XLEAP-SBS

Figura 3: Secuenciacién de repertorio inmunitario de alta
calidad: puntuaciones de calidad para IR-Seq para reactivos
XLEAP-SBS (naranja) y reactivos SBS estandar (azul) en
NextSeq 2000 System. Las mejoras en la calidad, especialmente
en los extremos de las lecturas, permiten una mayor cobertura

y deteccion de clonotipos, lo que convierte a los kits
XLEAP-SBS de 600 ciclos en los kits de 600 ciclos de mayor
calidad del mercado.
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Los reactivos de XLEAP-SBS P2 demostraron un
porcentaje medio de bases superior a Q30 y tasas de
error mas bajas en comparacién con los reactivos de
SBS P2 esténdar (tabla 4). La quimica de XLEAP-SBS
también dio como resultado una mayor calidad al final
de las lecturas (tabla 4), lo que mejora la sensibilidad
de deteccidn clonal porque IR-Seq depende de

la superposicion de "paired-end" para obtener

un rendimiento dptimo.

Estas mejoras en la calidad y la productividad
proporcionan una mayor confianza en las sefiales

de repertorio observadas de conjuntos de datos
complejos. En general, las caracteristicas del repertorio
(isotipo, longitud de CDR3 y frecuencia del gen V) se
mantuvieron uniformes en los reactivos NextSeq 2000
(datos no mostrados).

Tabla 4: Criterios de medicion del experimento
de secuenciacion para mMRNA-Seq

Quimica de P2
SBS estandar

Quimica de P2
XLEAP-SBS

Lecturas que
pasan el filtro 390 M 499 M
por muestra

Rendimiento 240 Gb 306 Gb

Configuracion

del experimento 2 x 300 pb

2 x 300 pb

Media de Q30 90 % 93 %

Tasa de errores

media 0,35% 0,28 %

Lectura 1de
Q30 (ultimos
10 ciclos)

85,70 % 91,14 %

Lectura 2 de
Q30 (ultimos
10 ciclos)

77,06 % 83,59 %

Tasa de error de
lectura 1 (Ultimos 0,96 % 0,57 %
10 ciclos)

Tasa de error
de lectura
2 (Ultimos
10 ciclos)

1,02 % 0,79 %
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Resumen

La quimica de XLEAP-SBS en los sistemas NextSeq 1000
y NextSeq 2000 ofrece capacidades de secuenciacion
ampliadas con mayor rendimiento, tiempos de
experimento mas rapidos y una mejor calidad en
comparacion con SBS estandar, a la vez que mantiene

la facilidad de uso y reduce los costes. Los datos de los
métodos clave que se suelen ejecutar en los sistemas
NextSeq 1000 y NextSeq 2000, entre los que se incluyen
secuenciacién del exoma, RNA-Seq total, scRNA-Seq

e IR-Seq, se compararon directamente con los datos
generados mediante la quimica de SBS estandar.

Los resultados demuestran que el rendimiento con

los kits de reactivos NextSeq 1000/2000 XLEAP-SBS
cumple o supera el rendimiento del kit SBS estandar.

Mas informacion

NextSeq 1000 Sequencing System y NextSeq 2000
Sequencing System

Datos de demostracion en BaseSpace Sequence Hub

illumina

1800 809 4566 (llamada gratuita, EE. UU.) | tel.: +1 858 202 4566
techsupport@illumina.com | www.illumina.com
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