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lllumina Protein Prep

NGS-Ldsung flur die umfassendere Analyse des Proteoms

Erfassung von 9.500 eindeutigen Humanproteinen
in einer einzigen Plasma- oder Serumprobe per
NGS mit dem SomaScan®-Proteomik-Assay

Optimierter, automatisierter Workflow von der
Probe bis zu den Ergebnissen in weniger als
2,5 Tagen bei nur 4 Stunden manuellem Aufwand

Analyse von Proteomikdaten anhand der
integrierten Sekundaranalyse (iber DRAGEN™
Protein Quantification und lllumina Connected
Multiomics
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Einleitung

Proteine spielen eine wichtige funktionale Rolle bei
der Humanbiologie, da sie einen Echtzeiteinblick

in Gesundheit und Erkrankungen erméglichen.
Erkenntnisse aus der Proteomik dienen als
wichtiges Bindeglied zwischen Genotyp und
Phanotyp, ermdglichen ein tieferes Verstandnis von
Erkrankungsmechanismen und helfen letztendlich
bei der Prognose, Uberwachung und Pravention
des Fortschreitens von Erkrankungen. Mithilfe von
NGS (Next-Generation Sequencing, Sequenzierung
der nachsten Generation) ausgewertete
Hochdurchsatz-Proteomik-Assays ermaéglichen
umfangreiche Proteomikstudien und sorgen durch
die Moglichkeit zur Verknlipfung von Genomik- und
Proteomik-Datenbestanden fir einen schnelleren
Erkenntnisgewinn in der Multiomikforschung.

lllumina Protein Prep ist eine umfassende
Hochdurchsatzlosung fir die Proteomik, die die
bewdahrte SBS-Chemie (Sequencing by Synthesis,
Sequenzierung durch Synthese) von lllumina mit
der hohen Sensitivitat des Proteomik-Assays
Standard BioTools SomaScan vereint. Dieser
innovative Proteomik-Assay verwendet SOMAmer®-
Reagenzien (Slow Off-Rate Modified Aptamer) flr
die Proteinbestimmung und bietet damit im Vergleich
zu Antikorperverfahren eine hohe Spezifitat in
Bezug auf Zielproteine.' Dank der Kombination

Abbildung 1: Uberblick iiber die lllumina Protein Prep-L&sung

dieses fortschrittlichen Proteomik-Assays mit NGS-
Auswertung und der bioinformatischen Leistung

der Datenanalysesoftware von lllumina steht
Forschern eine optimierte Lésung flir die Auswertung
von 9.500 eindeutigen Humanproteinen in einer
einzigen Plasma- oder Serumprobe zur Verfligung
(Abbildung 1).

Umfassende Inhalte

Der lllumina Protein Prep-Assay ermoglicht mithilfe
von 10.326 SOMAmer-Reagenzien den Nachweis
und die Quantifizierung von 9.464 eindeutigen
Humanproteinen in Plasma- oder Serumproben.
Dieser umfassende Inhalt® zielt auf Humanproteine
in einer Vielzahl pathophysiologischer Prozesse ab,
beispielsweise Krebs, Entziindungen, Immunologie
und kardiometabolische Funktion. Der Inhalt
umfasst wichtige molekulare Targets, darunter
Rezeptoren, Kinasen, Wachstumsfaktoren und
Hormone, die sezernierte, intrazellulare und
extrazelluldre Proteine flr mehr als 200 biologische
Signalwege umfassen.

*Vollstandige Liste der Proteine auf Anfrage erhéitlich.
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Die Hochdurchsatzlosung fur die Proteomik verwendet den SomaScan-Proteomik-Assay fur den Proteinnachweis mit hoher Plexitat aus
Serum- oder Plasmaproben, gefolgt von der Bibliotheksvorbereitung und -sequenzierung mithilfe von lllumina auf dem NovaSeq 6000
System oder dem NovaSeq X System. Die Datenanalyse erfolgt durch die integrierte Sekundaranalyse uber DRAGEN Protein Quantification
und lllumina Connected Analytics. AnschlieBend erfolgt eine optionale Tertiaranalyse mit lllumina Connected Multiomics, die weitreichendere
biologische Erkenntnisse erméglicht. Der Workflow fur den Proteomik-Assay und die Bibliotheksvorbereitung kann auf dem Illumina

Protein Prep Automation System, einem speziell angepassten Tecan Fluent 780, automatisiert werden, wodurch sich konsistente und
reproduzierbare Ergebnisse gewinnen lassen. a. lllumina Connected Multiomics ist ab der zweiten Jahreshalfte 2025 verfugbar.
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Samtliche in lllumina Protein Prep verwendeten
SOMAmer-Reagenzien wurden nach strengen

Kriterien charakterisiert. Die Spezifitdt des SOMAmer-
Reagenzes flr das entsprechende Protein wurde durch
orthogonale Verfahren wie Massenspektroskopie

und ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
bestatigt.! Uber 7400 SOMAmer-Reagenzien wurden
Uber mindestens ein zusatzliches Verfahren orthogonal
validiert. Der Inhalt der lllumina Protein Prep-Lésung
eréffnet Forschern weitreichende Einblicke in die
Proteomiklandschaft, was die Entdeckung neuartiger
Biomarker und Wirkstoffziele sowie Erkenntnisse Uber
Krankheitsmechanismen ermoglicht.

Sensitiver und praziser
Proteinnachweis

lllumina Protein Prep verwendet sogenannte
SOMAmer-Reagenzien (Slow Off-rate Modified
Aptamers) als Proteinaffinitdtsmolekiile, wodurch sich
eine herausragende Sensitivitat und Spezifitat fir den
Proteinnachweis lber einen breiten Dynamikbereich
ergeben.? Diese Aptamere, bei denen es sich um
kurze Abschnitte einstrangiger DNA mit hydrophoben
Modifikationen handelt, bieten einen hohen Grad

an Passung in Bezug auf das Protein-Target und
ermaglichen die Unterscheidung zwischen nahezu
identischen Proteinen. Im Gegensatz zu polyklonalen
Antikérpern basieren SOMAmer-Reagenzien,

bei denen Struktur und Performance variieren
konnen, auf Bindungskinetik und bieten Sensitivitat
auf femtomolarer Ebene? sowie herausragende
Reproduzierbarkeit mit einem niedrigen medianen
Varianzkoeffizienten (CV, Coefficient of Variance)

von ca. 5,5 %' (Tabelle 1).

1 Anhand von Proben gesunder Spender berechneter erwarteter medianer CV.

Tabelle 1: Zusammenfassung der voraussichtlichen

Performancemetriken?

Mothane: Mecci;sner Mecé;sner QtO_I.cI;’erzen-
Probe cv : Mo
(laufintern) (zwischen | (Gesamt- | (Gesamt-
Laufen) lauf) lauf)
Plasma 4.7 % 53% 5,8% 87 %
Serum 47 % 5,0 % 5,0 % 74 %
a. Anhand von Proben gesunder Spender berechneter erwarteter
medianer CV.

Auf Hybridisierung basierender
NGS-Assay

Beim ersten Schritt des lllumina Protein Prep-
Workflows handelt es sich um den SomaScan-
Assay, durch den die in einer biologischen Probe
verfligbaren Protein-Epitope in ein spezifisches
DNA-Signal auf SOMAmer-Reagenzbasis
umgewandelt werden.? Auf den anfanglichen
SOMAmer-Reagenz-Protein-Bindungsschritt folgt
eine Reihe von Bead-Capture- und Wasch-Schritten,
durch die relative Proteinkonzentrationen in
SOMAmer-Reagenz-Abundanzen konvertiert werden
(Abbildung 2). AnschlieBend werden die SOMAmer-
Reagenzien mithilfe eines auf Hybridisierung
basierenden Verfahrens in mit Barcode versehene
Sequenzierungsbibliotheken konvertiert (Abbildung 3).
Sondenpaare werden in einem Inkubationsschritt
Uber Nacht an SOMAmer-Reagenzien hybridisiert
und anschlieBend auf magnetischen Beads

erfasst. Jedes SOMAmer-Reagenz verfligt Uiber ein
eindeutiges Sondenpaar, von dem eine Sonde einen
Barcode enthalt, der einem bestimmten SOMAmer-
Reagenz entspricht. Ungebundene Sonden werden
ausgewaschen, um sicherzustellen, dass die

relative Abundanz der SOMAmer-Reagenzien in

die Abundanz der Barcode-Sonde konvertiert wird.
Zur Anfligung von Probenindizes werden Index-PCR-
Primer hinzugegeben und amplifiziert, um einzeln
indizierte, mit Barcodes versehene Bibliotheken

zu erstellen. Der gesamte lllumina Protein Prep-
Assay erfolgt automatisiert auf einer einzigen
Plattform, dem lllumina Protein Prep Automation
System. Die Proben werden gepoolt und auf dem
NovaSeq™ 6000 System oder dem NovaSeq X
System sequenziert.

Skalierbarer, optimierter
Workflow

Bei der Illumina Protein Prep-Losung kommt

ein rationalisierter umfassender Workflow

(Abbildung 1) zum Einsatz, dem Humanplasma- oder
Humanserumproben zugrunde liegen. AnschlieBend
erfolgen die hochsensitive Proteinerfassung mit
innovativen SOMAmer-Reagenzien und lllumina-
Bibliotheksvorbereitung. Der gesamte Workflow
erfolgt automatisiert auf dem lllumina Protein Prep
Automation System, sodass Labore in weniger als

2,5 Tagen mit ca. 4 Stunden manuellem Aufwand von
den Proben zu den Ergebnissen gelangen (Tabelle 2).
Bibliotheken werden auf dem NovaSeq 6000

System (S4-FlieBzelle) oder dem NovaSeq X

System (10B-FlieBzelle) mit 170 Proben und

22 Kontrollproben pro Lauf sequenziert. Die NovaSeq
X Series 25B-FlieBzelle kann 340 Proben und

44 Kontrollproben pro Lauf aufnehmen.
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Abbildung 2: Proteinnachweis mit dem SOMAScan-Assay
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Proteine werden mit SOMAmer-Reagenzien Komplexe werden per UV-Licht Spezifische Komplexe bleiben gebunden. Biotinylierte SOMAmer-Reagenz-
erfasst. emeut in die Losung freigesetzt. Der polyanionische Kompetitor verhindert Protein-Komplexe werden an
die erneute Bindung unspezifischer Komplexe. Streptavidin-Beads gebunden.

Die SOMAmer-Reagenzien (blau) enthalten einen photospaltbaren Linker und Biotin. An Streptavidin-Beads gebundene SOMAmer-
Reagenzien dienen dem Nachweis spezifischer Proteine (gelb) in komplexen Proteingemischen in Serum oder Plasma. Ungebundene
Proteine werden ausgewaschen. Gebundene Proteine werden mit Biotin markiert. Im nachsten Schritte wird der Linker mithilfe von UV-
Licht abgespalten, sodass die SOMAmer-Proteinkomplexe wieder in die Losung gelangen. Im Inkubationsschritt dissoziieren unspezifische
Komplexe, wahrend die Bindung bei spezifischen Komplexen erhalten bleibt. Die Einbeziehung polyanionischer Kompetitoren in den
Inkubationsschritt verhindert eine unspezifische Neubindung dissoziierter Proteine. Spezifische Protein-SOMAmer-Reagenzkomplexe
werden mithilfe neuer Streptavidin-Beads erfasst und zur relativen Quantifizierung per NGS eluiert.

Abbildung 3: lllumina Protein Prep-NGS-

Konvertierungschemie Nach Abschluss der Sequenzierung wird
die DRAGEN Protein Quantification-Pipeline
automatisch gestartet und es werden
normalisierte Proteinexpressionszahlungen

SOMAmer-Reagenzien sowie Qualitatssicherungsberichte generiert.
Diese Ausgabedateien lassen sich einfach mit
¢ Hybridisieren von Barcode- Tertidranalyseplattformen wie lllumina Connected
kel g Multiomics analysieren, was weitreichendere
— s biologische Erkenntnisse Uber das Proteom
Barcode ermaglicht.
* Erfassen und waschen
o - Integrierte Datenanalyse
C, ¢ _ Labore kdnnen Daten einfach anhand einer
Index-PCR-Primer 22 e d it 5 4
vollstandig integrierten Proteomik-Pipeline
flir die Sekundardatenanalyse analysieren,
o~ die NGS- und Proteomik-Assay-spezifische
— Normalisierungsmethoden umfasst. Im Anschluss
\p? an die Sequenzierung wird die DRAGEN Protein
¢ s Quantification-Pipeline tber lllumina Connected
Analytics, eine sichere, optimierte Cloudplattform,
Indizierte Barcodebibliothek automatisch gestartet. Dies optimiert die
TN SIemmES Sekundéranalyse und reduziert die Anzahl
manueller Schritte. Die Integration in die lllumina
¢ BEERGN Connected Multiomics-Plattform vereinfacht die

Datenvisualisierung und ermaglicht Studien mit
Gepoohe’ sequenziemngsfertige komb|n|erten Moda“taten.

Probenbibliothek . _ _ o .
Im technischen Hinweis zur Datennormalisierung bei
lllumina Protein Prep finden Sie weitere Informationen.

Im Anschluss an den SomaScan-Assay werden SOMAmer-
Reagenzabundanzen mithilfe eines auf Hybridisierung
basierenden Verfahrens in sequenzierungsfahige
Bibliotheken mit Barcode konvertiert.
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Zusammenfassung

Die lllumina Protein Prep-L&ésung ermaglicht einen
umfassenden, durchgangigen Proteomik-Workflow
mit NGS-Auswertung flr groBe Proteinstudien.
Dieser Hochleistungs-Assay nutzt innovative
SOMAmer-Reagenzien flir den Nachweis von
9.500 eindeutigen Humanproteinen anhand einer
einzigen Plasma- oder Serumprobe mit Sensitivitat
auf femtomolarer Ebene und herausragender
Reproduzierbarkeit. Der umfassende Inhalt von
Illumina Protein Prep enthalt nach strengen Kriterien
validierte Proteinaffinitdtsreagenzien, die wichtige
biologische Prozesse wie Krebs, Entziindungen,
Immunitat, kardiometabolische Funktion und vieles
mehr abdecken. Durch die Kombination dieses
High-Plex-Proteomik-Assays mit NGS-Auswertung
ermaglicht die Illumina Protein Prep-Losung die
Zusammenfiihrung von Proteomik-, Genomik- und
Transkriptomikdaten, was den Weg fiir die High-
Impact-Multiomikforschung ebnet.

Tabelle 2: lllumina Protein Prep — Spezifikationen

Weitere Informationen =
lllumina Protein Prep
NGS-basierte Proteomik
NovaSeq 6000 System
NovaSeq X Series
DRAGEN-Sekundaranalyse

lllumina Connected Analytics

Quellen

1. Somalogic. SomaScan platform. somalogic.com/
somascanplatform. Aktualisiert im Dezember 2023.
Aufgerufen am 2. Januar 2024.

2. Somalogic. SomaScan 7K Assay v4.1 technical note.
somalogic.com/wp-content/uploads/2023/01/Rev4_2022-
01_SomaScan_Assay_v4.11.pdf. Aktualisiert im Januar 2022.
Aufgerufen am 2. Januar 2024.

3. Gold L, Ayers D, Bertino J, et al. Aptamer-based multiplexed

Parameter Spezifikation
Probentyp Plasma oder Serum
Zugabevolumen 55l

Gesamtzahl

der SOMAmer- 10.326

Reagenzien

Anzahl der 9.464 eindeutige

Humanprotein-Targets

Humanproteine

Dynamikbereich

> 10-log (fM bis mM)

Bis zu 384 Reaktionen/Woche:
+ 170 Proben + 22 Kontroll-
proben pro Lauf auf der
NovaSeq 6000 S4- oder der

Dpecimas NovaSeq X 10B-FlieBzelle
+ 340 Proben + 44 Kontroll-
proben pro Lauf auf der
NovaSeq X 25B-FlieBzelle
Gesamtdauer
des Workflows £9.1n0e

Manueller Aufwand

ca. 4 Stunden

proteomic technology for biomarker discovery. PLoS One.
2010;5(12):15004. doi:10.1371/journal.pone.0015004.
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Bestellinformationen

Produkt Katalog-Nr.

lllumina Protein Prep 9.5K Plasma

(96 samples) 20137827
lllumina Protein Prep 9.5K Serum

(96 samples) 20137828
lllumina Protein Prep Automation 20116818

System
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