FICHE TECHNIQUE

lllumina DNA
Prep with
Exome 2.5
Enrichment

Résultats d’exomes ciblés
et cohérents provenant
d’'un seul partenaire

« Couverture rentable de I'exome a l'aide d’un panel
ciblé, complet et a jour

« Trousse de préparation des librairies facile a utiliser
comprenant des méthodes d’automatisation qualifiées

« Solution et assistance complétes de haute qualité

« La couverture du génome mitochondrial peut étre
ajoutée facilement grace au panel de contréle

illumina-
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résultats de séquencage de I'exome humain entier avec des fenrichissement
(TLBe) Tagmentation

performances et une qualité de données exceptionnelles tout
en demeurant économiques. Cette solution de préparation

) L . L. N L. . . B Indexage de la PCR
et d’enrichissement des librairies facile a utiliser fait partie ‘ \
) . L , . N Index 2 Primer de séquencage pour la lecture 1 (Rd1 SP)
d’un flux de travail complet qui s’étend des échantillons a la —
génération de rapports (figure 1). Les méthodes qualifiées Pﬂmevdeséauencagevowa‘emumrwswwem
N N N 7
d’lllumina sont disponibles sur de nombreuses plateformes ’

, o , ) : ) Librairie préenrichi daptateurs indexé
d’automatisation par I'entremise de nos partenaires. lllumina forairie preenrichie avec adaptateurs Indexes

DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment débute avec de *
I’ADN génomique (ADNg) extrait, ou une entrée directe
d’échantillons de sang ou de salive,” et associe une chimie —

de préparation rapide de librairies par tagmentation sur billes
a un enrichissement d’exome par capture hybride (figure 2)'
subséquent. La chimie d’lllumina DNA Prep with Enrichment

prend en charge la normalisation intégrée de I'’ADN d’entrée Librairie enfichie et indexée préte pou,;équencage
de haute qualité (> 50 ng), permettant ainsi un regroupement
simple en fonction du volume pour I'hybridation et un débit
de séquengage uniforme de chaque librairie d’exomes

Enrichissement de I'exome par capture hybride

Figure 2 : Préparation rationalisée de librairies basée sur la
tagmentation avec enrichissement de I'exome - Les transposomes

enrichie. A';SS librairies sont scéquencées sur les systemes liés aux billes pour I'enrichissement (TLBe) servent d’agents
NovaSeq 6000, NextSeq 1000, NextSeq 2000 ou médiateurs pour produire une réaction de tagmentation uniforme
NextSeq M5c50. 'analyse secondaire primée de la plateforme avec une tolérance élevée a diverses quantités d’entrées

DRAGEN" " effectue I'appel des variants?. Dans le cas des d’échantillons d’ADN'. Une fois I'enrichissement par capture hybride
maladies génétiques, la plateforme Emedgene fait appel a effectué, les librairies d’exomes sont prétes pour le séquengage.

I'intelligence artificielle explicable (XAl, Explainable Artificial
Intelligence) et 'automatisation pour rationaliser I'interprétation
et la génération de rapports pour les panels d’exomes.

Préparation des Préparation et enrichissement

échantillons des librairies d'exomes S Al EREE g FEZeY
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—

LILILI I |
ADNg extrait, lllumina DNA Prep Systeme NovaSeq 6000, DRAGEN Enrichment App Emedgene
extraction directe a partir with Exome 2.5 NextSeq 2000, NextSeq 1000
de sang ou de la salive Plus Enrichment ou NextSeq 550

Figure 1: Des échantillons a la génération de rapports a partir d'un seul partenaire — lllumina prend en charge un flux de travail complet pour le
séquencage de I'exome entier. LADNg extrait (ou I’ADN provenant des échantillons de sang ou de salive a la suite de I'utilisation de protocoles
d’extraction directe) est entré dans la préparation de librairies grace a lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment. Les méthodes qualifiées
sont disponibles sur de nombreuses plateformes d’automatisation. Séquengage selon I'échelle et les exigences de débit sur les instruments
lllumina. Une analyse secondaire précise et rapide et un appel des variants sont effectués avec DRAGEN Enrichment App. Dans le cas des
maladies génétiques, Emedgene permet une interprétation et une génération de rapports intuitives.

* Les protocoles d’entrées directes d'échantillons de sang et
de salive nécessitent Flex Lysis Reagent Kit. Les données
présentées sont générées a partir de '’ADNg extrait, et non des
échantillons de sang ou de salive. La performance obtenue grace
aux échantillons de sang et de salive peut varier en fonction de
la qualité des échantillons.
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Couverture compléete et rentable
des variants associés a des
maladies dans les bases de
données publiques

[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment utilise un panel
d’enrichissement de I'exome ciblé, complet et a jour. Twist
Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel, inclus dans la trousse,
est plus petit que le lllumina Exome Panel et améliore la
couverture de la région ciblée pour les variants indiqués dans
les bases de données publiques (tableau 1 et tableau 2). Cette
couverture ciblée permet d’obtenir une solution de séquengage
de I'exome entier (WES, Whole-Exome Sequencing)
économique avec un nombre optimal d’échantillons par analyse
de séquencage (tableau 3).

Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel couvre les
séquences codantes (CDS, Coding Sequence) conservées a
partir de RefSeq, du Consensus Coding Sequence (CCDS), de
I’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG),
du recensement des génes du cancer tiré du Catalog of
Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) et du Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) (tableau 1) avec une couverture
exceptionnelle des variants pathogenes ou probablement
pathogenes indiqués dans les bases de données du ClinVar

et de 'ACMG (tableau 2)3°.

La couverture du génome mitochondrial (chrM) peut étre
ajoutée facilement en utilisant Twist Bioscience for lllumina
Mitochondrial Panel comme panel de contrdle dans le protocole
d’lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment. Le panel
mitochondrial offre une couverture compléte des 16 659 pb et
des 37 genes du chrM, permettant ainsi I'enrichissement et le
séquengage des variants d’ADN mitochondrial (ADNmt).

Tableau 1: Meilleure couverture de la région ciblée dans
un format rentable avec Twist Bioscience for Illumina
Exome 2.5 Panel

Twist Bioscience

. [llumina
Panel d’exomes for lllumina
Exome 2.5 Panel Serme Paml

Taille 37,5 Mb 45 Mb
RefSeq CDS® 991 % 98,2 %
CCDS CDSs* 99,9 % 99,5 %
73 génes du CDS

genes ¢ 99,9 % 99,3 %
de TACMG
Recensement des
génes du cancer 99,9 % 99,3 %
COSMIC du CDS8”
OMIM® 991 % 97,7 %

Tableau 2 : Recherche clinique — contenu ciblé du Twist
Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel

Variants ClinVar pathogenes/probablement

pathogenes du CDS?° 98,6 %

73 variants pathogenes/probablement

pathogénes du CDS de PACMG® 99,9 %

a. Lesarchives publiques ClinVar font état des relations entre les variations
et les phénotypes humains avec données probantes a I'appui. Les variants
pathogenes/probablement pathogenes sont indiqués d’apres les directives
Clinvar en matiére de classification.

b. Laliste des variants pathogenes/probablement pathogénes de 'ACMG
comprend les variants superposés entre les séquences codantes conservées
des genes de 'ACMG et les variants ClinVar pathogénes/probablement
pathogénes.

Tableau 3 : Nombre estimé de librairies Exome 2.5 Enrichment enrichies par Flow Cell et systeme de séquengage?®

Systeme NextSeq 550°
Profondeur moyenne

Systeme NextSeq 2000

Systeme NovaSeq 6000

de couverture cible

souhaitée n?gf;; Débit élevé poe P3 sp st s2 s4

50x 6 19 19 57 34 69 176 428°
100 3 9 9 28 17 34 88 214
200% 1 4 4 14 8 17 45 109

a. Les estimations sont basées sur une longueur de lecture de 2 x 101 pb, calculées en fonction d’expériences internes typiques. Le nombre d'échantillons peut varier en
fonction de la gestion du flux de travail, I'échantillon d’entrée ou la qualité de la librairie et du débit réel de séquengage de chaque plateforme et Flow Cell. Les données
réelles ont été acquises sur le systéme NovaSeq 6000 en utilisant des Flow Cell S4 et extrapolées a d’autres instruments et Flow Cell.

b. Les NextSeq 550 Reagent Kits prennent en charge des longueurs de lecture de 2 x 150 pb.

c. LesFlow Cell P2 ayant le méme débit d’échantillons sont également disponibles sur le systeme NextSeq 1000.

d. Le regroupement d’autant de librairies enrichies nécessite des index supplémentaires.
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ILLUMINA DNA PREP WITH EXOME 2.5 ENRICHMENT

Les données de séquencage d’lllumina DNA Prep with

Exome 2.5 Enrichment démontrent une excellente cohérence
de la couverture avec un pourcentage élevé de cibles
couvertes a 20x la profondeur de séquence ou plus en utilisant
un débit de 5 Gb et deux durées d’hybridation différentes pour
I'enrichissement (figure 3).

OMIM

Recensement des génes du
cancer COSMIC du CDS

Variants ClinVar
pathogénes/probablement
pathogénes du CDS

73 variants
pathogénes/probablement
pathogénes du CDS de TACMG

73 génes du CDS de 'ACMG

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Pourcentage de cibles cliniques couvertes a = 20x la profondeur

Figure 3 : Couverture compléte et étendue de variants associés

a des maladies dans les bases de données publiques - Illumina
DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment utilisant une durée
d’hybridation de 1,5 heure (orange) ou de 16 heures (bleu) affiche
un pourcentage de couverture moyenne élevé a = 20x des cibles a
partir des bases de données publiques, notamment ACMG, ClinVar,
OMIM et COSMIC®®.
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Performance de haute qualité

lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment démontre

une performance du test d’enrichissement exceptionnelle.
Les données ont été recueillies a l'aide d’lllumina DNA Prep with
Exome 2.5 Enrichment Kit et de Twist Bioscience for Illumina
Exome 2.5 Panel avec une durée d’hybridation de 1,5 heure ou
de 16 heures. A des fins de comparaison, le test a également
été effectué a l'aide du panel d’'exomes d’origine d’lllumina,

en suivant le méme protocole, sauf que les températures
d’hybridation (pour la durée de 1,5 heure) et de lavage ont

été réduites a 58 °C en raison de I'utilisation de sondes plus
courtes (étiquetées « IEP 1,5 h » a la figure 4 et a la figure 5).

Les indicateurs de performance de la DRAGEN Enrichment
App et du Picard Pipeline'® révelent un pourcentage optimal
de lectures pouvant étre cartographiées, de lectures alignées
sur la cible (en fonction du pourcentage de lectures passant
le filtre pour les lectures uniques alignées, du pourcentage
d’enrichissement par lectures élargies uniques et du
pourcentage d’enrichissement par bases élargies uniques)

et une couverture moyenne de la cible exceptionnelle pour
Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment avec les sondes
Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel (figure 4).
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Figure 4 : L'excellente performance du test d’enrichissement d’lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment - lllumina DNA Prep

with Exome 2.5 Enrichment utilisant une durée d’hybridation de 1,5 heure (orange) ou de 16 heures (bleu) illustre une performance fiable
comparativement au lllumina Exome Panel (IEP 1,5 h, gris). Indicateurs DRAGEN : (A) Pourcentage d'enrichissement par lectures élargies
uniques (taille élargie de 150 pb); (B) pourcentage d’enrichissement par bases élargies unique (taille élargie de 150 pb); et (C) profondeur
moyenne de couverture cible. Indicateurs de Picard : (D) Pourcentage de lectures passant le filtre pour les lectures uniques alignées.
Les librairies enrichies ont été séquencées sur le systéme NovaSeq 6000, les Flow Cell S4 avec un débit de 5 Gb (50 millions de lectures
appariées, 25 millions d’amplifiats) et des longueurs de lecture de 2 x 101 pb.
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Profondeur et uniformité de la couverture

Une analyse supplémentaire démontre I'excellente uniformité
de couverture d’lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment
par rapport au lllumina Exome Panel (figure 5). lllumina DNA
Prep with Exome 2.5 Enrichment assure une couverture
uniforme avec un pourcentage élevé de bases a 20x ou plus
la profondeur de lecture, ainsi qu’une faible pénalité de base
de 80 fois et un faible pourcentage de cibles sans couverture.
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La performance uniforme entre les durées d’hybridation
de 1,5 heure et de 16 heures illustre la maniere dont les
laboratoires peuvent accélérer leurs flux de travail grace
a la durée d’hybridation de 1,5 heure ou prolonger leurs
hybridations pendant la nuit si cela convient mieux a leurs
flux de travail.
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Figure 5 : Excellentes couverture et uniformité, indépendamment de la durée d’hybridation — lllumina DNA Prep with Exome 2.5
Enrichment utilisant une durée d’hybridation de 1,5 heure (orange) ou de 16 heures (bleu) affiche une excellente uniformité de couverture
comparativement au lllumina Exome Panel (IEP 1,5 h, gris) analysé en paralléle. Indicateurs DRAGEN : (A) Uniformité de la couverture
(pourcentage > 0,2x la couverture moyenne); (B) pourcentage des cibles couvertes a = 20x%; et (C) pourcentage des cibles couvertes a = 50x.
Indicateurs de Picard : (D) Pourcentage de bases cibles avec une profondeur de couverture de 10x, 20x, 30%, 40x et 50x; (E) pénalité de base

de 80 fois (une valeur a une fois de plus la couverture nécessaire pour élever 80 % des bases dans les cibles a couverture autre que zéro au

niveau de la couverture moyenne de ces cibles); et (F) pourcentage de cibles sans couverture. Librairies enrichies séquencées sur le systeme
NovaSeq 6000, les Flow Cell S4 avec un débit de 5 Gb (50 millions de lectures appariées, 25 millions d’amplifiats) et des longueurs de lecture

de 2 x 101 pb.
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’ADN mitochondrial est présent en plus grande quantité dans
la cellule par rapport a ’ADN nucléaire. Twist Bioscience for
lllumina Mitochondrial Panel peut étre utilisé a différentes
concentrations par rapport au panel d’exomes, ce qui démontre
une flexibilité dans la variation de la couverture d’ADNmt sans
avoir d’impact sur la couverture cible moyenne de I'exome ou
I'uniformité de la couverture (figure 6).
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Figure 6 : Couverture uniforme de I'exome avec couverture
mitochondriale supplémentaire — Les rapports variables de Twist
Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel et de Twist Bioscience
for lllumina Mitochondrial Panel montrent une couverture cible
moyenne uniforme de I'exome (barres bleues) et une uniformité
de la couverture (ligne jaune). Au total, 72 échantillons d’ADN

de lignée cellulaire humaine provenant du Coriell Institute
(NA24143, NA24149 et NA24385) ont été enrichis (6 groupes de
12 niveaux) avec des rapports de panel ADNmt:exome variant de
1:1a1:1 000 dans des réactions d’hybridation de 16 heures. Les
72 librairies enrichies ont toutes été séquencées sur un systéme
NovaSeq 6000 a I'aide d'une seule Flow Cell S4 avec un débit de
5 Gb (50 millions de lectures appariées, 25 millions d’amplifiats)
et I'analyse d’enrichissement a été effectuée a l'aide de DRAGEN
Enrichment App.
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Résumé

[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment offre une
solution de séquengage de I'exome humain entier fiable,

bien congue et efficace. Twist Bioscience for Illumina

Exome 2.5 Panel inclus fournit un contenu complet et a jour

sur les variants associés a des maladies se trouvant dans les
bases de données publiques et Twist Bioscience for lllumina
Mitochondrial Panel (en option) ajoute une couverture complete
du chrM. Le panel d’enrichissement optimisé permet un débit
d’échantillons élevé pour un séquengage économique des
exomes. Il est possible d’obtenir une meilleure efficacité en
adoptant les méthodes qualifiées d’lllumina sur de nombreuses
plateformes d’automatisation, disponibles par I'entremise

de nos partenaires. Lexcellente couverture uniforme facilite
I'analyse en aval et l'interprétation. Les laboratoires peuvent
désormais bénéficier d’un flux de travail de séquengage des
exomes complet et de haute qualité, des échantillons a la
génération de rapports, a partir d'un seul partenaire.

En savoir plus

Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment
Méthodes qualifiées d’lllumina pour I'automatisation
Analyse secondaire DRAGEN

Analyse tertiaire Emedgene
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