llumina’

Maximierung der
Performance auf der
MiSeq” I100 Series

Schritte zur Optimierung des Ladens
von Bibliotheken zur Gewahrleistung
erfolgreicher Laufe

Optimierung des Ladens Maximierung der

von Bibliotheken Performance

Bestimmung der optimalen Verbesserte Reprasentation der
Ladekonzentration fur Insert-GroBRe zur Maximierung
FlieBzellen der MiSeq i100 Series der Sequenzierungsperformance

Nur fir Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

TECHNISCHER HINWEIS

Eignung fur geringe
Diversitat

Sequenzierung von Bibliotheken
mit geringer Diversitat durch
Abstimmung der Bibliotheks-
komplexitat anhand von PhiX
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Einleitung

Die MiSeq i100 Series ist das unkomplizierteste und
schnellste Tischsequenziersystem. Bahnbrechende
Fortschritte bei Systemdesign, XLEAP-SBS™-Chemie

und integrierter Datenanalyse sorgen fir eine verbesserte
Bedienung, hohe Datengenauigkeit und auBergewdhnliche
Geschwindigkeit mit einer bis zu viermal schnelleren
Bereitstellung der Ergebnisse im Vergleich zum
urspranglichen MiSeq System. Als Teil einer NGS-
Komplettlésung liefert die MiSeq i100 Series Ergebnisse
am selben Tag fur unterschiedliche Anwendungen,
darunter Transkriptomik, mikrobielle Genomik und gezielte
Gensequenzierungsstudien in wichtigen Bereichen wie
Mikrobiologie, Infektionskrankheiten, Onkologie und
vielen mehr.

Wenn Projekte von einem anderen Sequenziersystem auf
die MiSeq i100 Series Ubertragen werden, lassen sich
durch Optimierung des Ladens von Bibliotheken die Menge
und Qualitdt der Daten maximieren. Der vorliegende
technische Hinweis enthalt Empfehlungen dazu, wie sich
auf der MiSeq i100 Series optimale Ergebnisse erreichen
lassen, einschlieBlich Anleitungen zur Ladekonzentration
und Qualitdt von Bibliotheken sowie Erwagungen

zur Nukleotiddiversitat.

Optimales Laden von Bibliotheken

Die Ladekonzentration ist die Endkonzentration, mit der
Bibliotheken in Sequenzierungsgerate geladen werden.

Im Anschluss an die Vorbereitung der Bibliotheken werden
diese auf die Ladekonzentration verdinnt, die flr den
jeweiligen Bibliothekstyp, das Sequenziersystem und

das Reagenzien-Kit geeignet ist.

Werden Bibliotheken in einer zu hohen bzw. zu

niedrigen Konzentration geladen, beeintrachtigt dies
unter Umstanden die Qualitat sowie die Ergebnisse

der Sequenzierung und kann in Extremfallen sogar das
Fehlschlagen von Laufen zur Folge haben. Das Laden bei
zu geringer Konzentration kann dazu fuhren, dass nur ein
geringer Anteil der Nanowells belegt ist (% belegt) und
dass sich die Anzahl doppelter Reads erhéht, wodurch
zum Erreichen der angestrebten Coverage mehr Reads
erforderlich sind. Im Gegensatz dazu kann das Laden bei
zu hoher Konzentration einen geringen Anteil von Clustern
nach Filterung (PF, Passing Filter) zur Folge haben.

Zur Bestimmung der optimalen Ladekonzentrationen auf
der MiSeq i100 Series kénnen die Metriken ,% belegt” und
,7% PF“im Sequencing Analysis Viewer dargestellt werden.
Anhand dieser Daten lasst sich ablesen, ob ein Lauf

mit zu niedriger, optimaler oder zu hoher Konzentration
geladen wurde. Die im folgenden Beispielversuch
verwendete Herangehensweise kann fur die Titration

auf die Ladekonzentration sowie die Bewertung primarer
und sekundérer Metriken genutzt werden.

Weitere Informationen finden Sie unter Optimizing
library loading for lllumina NGSsystems with
patterned flow cells (Optimieren des Ladens von
Bibliotheken fir NGS-Systeme von Illlumina mit
strukturierten FlieBzellen).

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

Bestimmen der optimalen Ladekonzentration

Zur Ermittlung der optimalen Ladekonzentration muss
unbedingt ein breites Spektrum von Konzentrationen
getestet werden. Das ,nutzbare Ergebnis” fir eine
Anwendung lasst sich bestimmen, indem die Performance
anhand einer Kombination aus primaren Metriken wie

% PF“und % belegt” und sekundaren Metriken wie
Duplikaten sowie der Insert-GroBe und Coverage
gemessen wird.

Schritt 1: Planen des Titrationsversuchs

Zur Ubertragung von Projekten vom urspriinglichen
MiSeq System auf die MiSeq i100 Series sollte

der Aquivalenzpunkt von Titrationen bei dem

ca. 10,4-Fachen der Ladekonzentration des

MiSeq Reagent Kit v2 und dem ca. 6,5-Fachen der
Ladekonzentration des MiSeq Reagent Kit v3 liegen.
Die empfohlenen Aquivalenzpunktkonzentrationen
hangen vom jeweils mit der MiSeq i100 Series
verwendeten Bibliotheksvorbereitungskit ab
(Tabelle 1). Fur alle anderen Falle wird eine

Aquivalenzpunktkonzentration von 100 pM empfohlen.

In diesem Beispiel wurde ein Bibliothekspool aus
Bakteriengenomproben von Bacillus pacificus, Cereibacter
sphaeroides und Escherichia coli mit lllumina DNA Prep
vorbereitet und bei Ladekonzentrationen von 40, 80 und
120 pM getestet.

Schritt 2: Beurteilen der Nanowell-Belegung und
der Cluster nach Filterung

Erstellen Sie ein Vergleichsdiagramm mit den Metriken
.% PE“und ,% belegt” aus dem Sequenzierungslauf fur
jede Ladekonzentration, um zu bestimmen, bei welchen
Konzentrationen die Ladung zu niedrig, zu hoch oder
ausgeglichen ist. In diesem Beispiel ergibt sich fur

alle drei getesteten Konzentrationen (40 pM, 80 pM,
120 pM) eine optimale Ladeform (Punktwolke mit
Anstieg) im Vergleichsdiagramm fur ,% PF“und ,%
belegt”. Dies zeigt, dass sich mit der MiSeq i100 Series
robuste Ergebnisse innerhalb eines breiten Spektrums
von Bibliotheksladekonzentrationen erzielen lassen
(Abbildung 1).

Schritt 3: Beurteilen der Duplikate

Der Zielkonzentrationsbereich lasst sich durch die
Bestimmung des prozentualen Anteils der Duplikate
analysieren. Der Menge der Duplikate neigt dazu,

sich mit zunehmender Ladekonzentration zu verringern.
In diesem Beispiel lag der Duplikatanteil bei allen drei
getesteten Konzentrationen unter 15 %. Bei 80 pM und
120 pM war die Menge am geringsten (Abbildung 2).

Schritt 4: Analysieren der Insert-GroBe

Uberpriifen Sie die Insert-GréBe. Der optimale
Bereich fur Ihre Bibliothek und Anwendung kann
je nach Anforderungen lhres Workflows variieren.
In diesem Beispiel variiert die Insert-GroBe fur
alle drei Bakterienstamme Uber das getestete
Konzentrationsspektrum, wobei sich der groBte
Unterschied zwischen 40 pM und 80 pM zeigte
(Abbildung 2).
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Tabelle 1: Empfohlene Aquivalenzpunkt-
konzentrationen fiir das Titrationsdesign

mit der MiSeq i100 Series

Bibliotheksvorbereitungskit

Illumina DNA Prep

Illumina DNA Prep with Enrichment
Ilumina RNA Prep with Enrichment
Illumina DNA PCR-Free

TruSeq DNA PCR-Free

TruSeq DNA Nano

Illumina Viral Surveillance Panel v2

Illumina Microbial Amplicon Prep—
Influenza A/B

Respiratory Pathogen ID/AMR
Enrichment Panel

Urinary Pathogen ID/AMR Panel
TruSight RNA Pan Cancer

16S rRNA Amplicon

Pillar oncoReveal Myeloid Panel

Pillar oncoReveal Essential MPN Panel

Pillar oncoReveal Multi-Cancer v4
with CNV Panel

Pillar oncoReveal BRCA1 & BRCA 2
plus CNV Panel

PhiX Control v3

PhiX Indexed Control (1000 cycles)

Aquivalenzpunkt-
konzentration

80 pM
60 pM
80 pM
120 pM
120 pM
120 pM

80 pM

80 pM

80 pM
80 pM
80 pM
80 pM
80 pM

80 pM

80 pM

80 pM

120 pM

120 pM

a. Bibliotheken aus doppelstrangiger DNA wurden mit dem
fluorometrischen Qubit dsDNA Quantitation High Sensitivity Assay
(Thermo Fisher, Katalog-Nr. Q32851) und dem Bioanalyzer High
Sensitivity DNA Kit (Agilent, Katalog-Nr. 5067-4626) zur Bestimmung
der durchschnittlichen FragmentgréBe quantifiziert. Bibliotheken
aus einzelstrangiger DNA wurden mit dem Qubit ssDNA Assay Kit

(Thermo Fisher, Katalog-Nr. Q10212) quantifiziert.

b. 16S rRNA Amplicon-Bibliotheken, vorbereitet mit dem im
Dokument ,16S Metagenomic Sequencing Library Preparation”
(Artikel-Nr. 15044223 Rev.B) beschriebenen Workflow.

3 M-GI-03322 DEU v2.0

BIBLIOTHEKSOPTIMIERUNG FUR DIE MISEQ i100 SERIES

Schritt 5: Uberpriifen anderer anwendungs-
spezifischer Metriken (Coverage, Mapping usw.)

Uberprifen Sie zur Optimierung der Performance

far die jeweilige Anwendung zusatzliche Sekundar-
analysemetriken. In diesem Beispiel zeigt die Metrik ,%
gemappt” robuste Ergebnisse fur alle drei getesteten
Ladekonzentrationen (Abbildung 2). Sekundare Metriken
wurden mit der DRAGEN™ Small Whole Genome
Sequencing App generiert, die sowohl gerateintern

als auch als Cloud-L6sung verfugbar ist.
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Abbildung 1: Optimale Nanowell-Belegung uber ein
breites Spektrum von Bibliotheksladekonzentrationen
Die Sequenzierung von mit 40 pM, 80 pM und

120 pM geladenen Bibliotheken ergab eine optimale
Beladungsform, woraus hervorgeht, dass die MiSeq i100
Series Uber ein breites Spektrum an Ladekonzentrationen
robuste Ergebnisse erzielt.
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Abbildung 2: Optimierung der Sequenzierungs-
performance auf der MiSeq i100 Series

Beispiel fr einen Titrationsversuch zur Untersuchung von
Duplikaten, durchschnittlicher Coverage und Insert-GroBe.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Bibliotheksqualitat

Kurze Inserts und wéahrend der Bibliotheksvorbereitung
eingebrachte Verunreinigungen wie Adapterdimere,
Primerdimere und unvollstdndige Bibliothekskonstrukte
kdnnen das Clustering auf der MiSeq i100 Series
beeintrdchtigen. Kurze Inserts sind bei der Clusterbildung
effizienter als langere Inserts. Sind die Sequenzierungs-
Reads langer als die Bibliotheks-Inserts wird die
Sequenzierung Uber das Insert in die Adaptersequenz
und moglicherweise in die FlieBzelle fortgesetzt. Wird die
Sequenzierung in die FlieBzelle fortgesetzt, Uberschreitet
der Read die Vorlage fur die Aufnahme von Basen.

Der damit verbundene Abfall der Intensitat kann bei der
MiSeq i100 Series einen oder beide der folgenden Effekte
zur Folge haben: starker Ruckgang der Q30-Scores;
Anstieg der G-Base-Calls (dhnlich wie bei anderen
2-Kanal-Geréaten von lllumina wie dem NextSeq™ 1000
System und dem NextSeq 2000 System, dem NovaSeq™
6000 System sowie der NovaSeq X Series).

Weitere Informationen finden Sie unter

How short inserts affect sequencing performance
(Wie kurze Inserts die Sequenzierungsperformance
beeinflussen).

Diese kurzen Inserts und Verunreinigungen mussen
wahrend der Reinigung oder GroBenauswahl unbedingt
entfernt werden. Fur eine optimale Performance auf der
MiSeq i100 Series mit einer Read-Lange von 2 x 500 bp
sollte die mittlere Insert-GroBe zwischen 600 und

1.200 bp liegen. Der Anteil der Inserts mit einer Lange
von unter 500 bp sollte weniger als 1 % der Gesamtmasse
der Bibliothek ausmachen. Kurze Inserts und
Verunreinigungen lassen sich ggf. wirksamer entfernen,
indem dem Protokoll zur Bibliotheksvorbereitung ein
optionaler Bead-Reinigungsschritt hinzugeflgt wird.
Nach Abschluss der Bibliotheksvorbereitung und vor

der Sequenzierung sollten Anwender die Qualitat und
Reinheit sé&mtlicher Bibliotheken tberpriifen. Uberpriifen
Sie die Bibliotheksintegritat, die durchschnittliche Insert-
GroBe und magliche Verunreinigungen mit einem Agilent
Bioanalyzer, einem Fragment Analyzer-System oder
einer TapeStation.

Im Folgenden finden Sie zwei Beispiele fur zusatzliche
Bead-Reinigungsverfahren zur Verbesserung der
Sequenzierungsperformance auf der MiSeq i100
Series. Im ersten Beispiel wurden die kurzen Inserts
selektiv aus angereicherten Bibliotheken mit breiter
Insert-GréBenverteilung entfernt, was einen G-Overcall
verhindert und die Sequenzierungsperformance
erhoht. Im zweiten Beispiel verbessert die Entfernung
von Adapterdimerverunreinigungen aus einer

Amplikonbibliothek mit langen Inserts die Laufperformance

sowie die Qualitats-Scores bei der Sequenzierung mit
2 x 500 bp.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

Entfernen kurzer Inserts erhoht
die Sequenzierungsperformance

In diesem Beispiel wurden mit dem lllumina Viral
Surveillance Panel v2 Kit aus Abwasserproben
vorbereitete Bibliotheken mit einem zuséatzlichen
Bead-Reinigungsdurchgang behandelt (Bead-Proben-
Verhaltnis von 0,8-fach). Durch den zusatzlichen Bead-
Reinigungsdurchgang wurden die meisten Fragmente
< 250 bp (entspricht Bibliotheks-Inserts < 100 bp

ohne Adapter) wirksam entfernt, wobei sich das
Bibliotheksergebnis um insgesamt ca. 35 % verringerte
(Abbildung 3).

Viral Surveillance Panel v2-Bibliotheken mit und ohne
zusatzliche Bead-Reinigung wurden auf der MiSeq i100
Series mit einer Read-Lange von 2 x 150 bp sequenziert
und mit der DRAGEN Microbial Enrichment Plus App
analysiert. Bei der Sequenzierung von Bibliotheken,

die mit dem zuséatzlichen Bead-Reinigungsdurchgang
vorbereitet wurden, zeigten sich im Vergleich zum
unveranderten Protokoll eine Verringerung des G-Overcalls
und verbesserte sekundare Metriken, einschlieBlich
mittlerer Read-Lange und Anteil von Reads nach
Qualitatssicherung, sowie ein verstarkter Nachweis

von Mikroorganismen (Abbildung 4).
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Abbildung 3: Hohere Insert-GréBe durch zusatzliche
Bead-Reinigungen

Durch zusétzliche Bead-Reinigungsdurchgange

(rote Linie) lieBen sich die meisten Fragmente mit
weniger als 250 bp im Vergleich zum unveranderten
Protokoll (blaue Linie) wirksam entfernen.
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Abbildung 4: Bessere Performance durch héhere
Insert-GroBen

Bei der Sequenzierung von Bibliotheken, die nach
einem (A) unveranderten und (B) modifizierten Protokoll
(mit héherer Insert-GroBe) auf der MiSeq i100 Series
generiert wurden, reduzierte sich der G-Overcall.

(C) Die Analyse mit der DRAGEN Microbial Enrichment
Plus App ergab eine hdhere Performance, einschlieBlich
einer groBeren mittleren Read-Lange (fUr Reads mit

2 x 300 und 2 x 500 bp), eines héheren prozentualen
Anteils an Reads nach Qualitatssicherung und eines
verbesserten Nachweises von Mikroorganismen.
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Entfernen von Adapterdimer-
verunreinigungen optimiert
die Sequenzierungsperformance

In diesem Beispiel wurden anwendungsspezifische
Amplikonbibliotheken mit einer Ziel-Insert-Lange von

950 bp mit zusatzlichen drei aufeinanderfolgenden
Bead-Reinigungsdurchgangen behandelt (Bead-Proben-
Verhaltnis von 0,6-fach). Die Bibliotheksqualitatssicherung
auf der TapeStation zeigt, dass durch die zusatzlichen
Bead-Reinigungsdurchgange die meisten Adapterdimer-
verunreinigungen mit einer Fragmentlange von ca. 250 bp
selektiv entfernt wurden, wahrend die Zielbibliothek
beibehalten wurde (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Entfernung von Adapterdimeren
durch zusatzliche Bead-Reinigungen

Durch zusatzliche Bead-Reinigungsdurchgénge

bei anwendungsspezifischen Amplikonbibliotheken
(rote Linie) lieBen sich Adapterdimerverunreinigungen
im Vergleich zum unveranderten Protokoll (blaue Linie)
wirksam entfernen.

Die anwendungsspezifischen Amplikonbibliotheken

mit und ohne zuséatzliche Bead-Reinigung wurden

auf der MiSeq i100 Series mit einer Read-Lange von

2 x 500 bp sequenziert. Beim Sequenzierungslauf mit den
ursprunglichen Bibliotheken zeigen sich ab etwa Zyklus
100 Performanceprobleme, die auf das Vorhandensein
der Adapterdimere zurlckzufihren sind. Die Probleme
sind gekennzeichnet durch starke Abnahmen der
Signalintensitat, sinkende Q30-Scores und eine Zunahme
des G-Base-Callings. Die Sequenzierung der Bibliotheken
mit zusatzlichen Bead-Reinigungen zeigt eine erhodhte
Performance (Abbildung 6).

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Abbildung 6: Durch Adapterdimerreduktion
verbesserte Sequenzierungsperformance

Bei der Sequenzierung anwendungsspezifischer
Amplikonbibliotheken nach zusatzlichen Bead-
Reinigungen zur Reduzierung von Adapterdimeren

mit 2 x 500 bp auf der MiSeq i100 Series zeigten

sich deutliche Performancesteigerungen mit hoheren
Qualitatsscores und einer Verringerung des G-Overcalls.

Nukleotiddiversitat

Die Nukleotiddiversitat gibt den relativen Anteil

der einzelnen Basen (A, C, G oder T) fur jeden
Laufzyklus an. Die Nukleotidbilanz ist wichtig fur die
Farbmatrixkorrektur und Intensitatsnormalisierung durch
das Sequenziersystem. Die adaptive Real-Time Analysis-
Software auf der MiSeq i100 Series wurde speziell fir
genaues Base-Calling bei Bibliotheken mit geringer
Diversitat entwickelt. Optimale Performance bei der
Sequenzierung von Bibliotheken mit geringer Diversitat
Iasst sich mit einem minimalen PhiX-Spike-in (= 5 %)
erreichen, das die Anzahl hochwertiger Reads maximiert.

In diesem Beispiel zeigen 16S Amplicon-Bibliotheken mit
geringer Diversitdt und einem PhiX-Spike-in von 5 % und
20 % bei der Sequenzierung auf der MiSeq i100 Series
eine robuste Performance, die mit der bei lllumina DNA
Prep-Humanbibliotheken mit hoher Diversitat erzielten
Performance vergleichbar ist (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Eignung fur Bibliotheken mit
geringer Diversitat

Die gerateinterne Software der MiSeq i100 Series
optimiert die Sequenzierungsperformance bei
Bibliotheken mit geringer Diversitat, was sich

am prozentualen Anteil der Basen = Q30 und der
Gb-Ausgabe erkennen Iasst. Alle Laufe wurden
mit einer Read-Lange von 2 x 301 bp mit dem
MiSeq i100 Series 25M Reagent Kit (600 cycles)
sequenziert, wobei gestrichelte Linien die

Performancespezifikationen darstellen.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Zusammenfassung

Bahnbrechende Fortschritte bei der Sequenzierungs-
chemie und der integrierten Datenanalyse der MiSeq i100
Series sorgen fur mehr Anwenderfreundlichkeit, hohe
Datengenauigkeit und herausragende Geschwindigkeit.
Durch Befolgung der im vorliegenden technischen

Hinweis erlauterten Best Practices zur Beurteilung der
Bibliotheksqualitat, zur Optimierung der Ladekonzentration
und zum Poolen von Bibliotheken Iasst sich die
Performance der MiSeq i100 Series maximieren.

Weitere Informationen

MiSeq i100 Sequencing System und MiSeq i100 Plus
Sequencing System

Hlumina
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