FICHA DE DADOS

TruSight” One
Sequencing
Panels

Painéis abrangentes de alto
desempenho direcionados a regioes
associadas a doencas do exoma

« Ampla cobertura de até 6.700 genes associados a doenga
com um minimo de 20x de cobertura e duas opgdes de painel.

« Um unico painel versatil substitui o teste iterativo por um ensaio
e um fluxo de trabalho.

« Anotacao e relatdrios intuitivos e de alta poténcia com filtragem
de genes definida pelo usuario e geragao de relatorios.

illumina
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TRUSIGHT ONE SEQUENCING PANELS

Introducao

Os TruSight One Sequencing Panels se concentram

em regides exdnicas que abrigam mutagdes conhecidas
causadoras de doengas. O foco no subconjunto de genes
com associagdes conhecidas a doenca hereditaria dentro
do exoma permite uma detecgado de variantes mais eficiente
em comparagao com o sequenciamento do genoma
completo ou do exoma completo.! Ao combinar dados de
varios bancos de dados gendmicos e analisar a orientagéo
de especialistas do setor em todo o mundo, os painéis
TruSight One oferecem um conjunto abrangente de regides-
alvo associadas a doenga, projetadas para cobrir os painéis
de genes da doenga mais comumente pedidos.

Os painéis TruSight One e TruSight One Expanded fornecem
aos laboratdrios de pesquisa clinica uma solugdo acessivel
para gerenciar um portfdlio de ensaios diversificado.

Os investigadores podem optar por analisar todos os

genes em um painel ou se concentrar em um subconjunto
especifico. Com um Unico ensaio, os laboratérios podem
expandir menus existentes, otimizar fluxos de trabalho ou
criar um portfélio completo de opgdes de sequenciamento.

TruSight One Sequencing Panel

Os alvos gendmicos com associagdes de doengas foram
identificados no banco de dados de mutagado genética
humana (HGMD),? no catdlogo de heranga mendeliana
em humanos (OMIM),® no GeneReviews,* nos painéis

de sequenciamento Illumina TruSight desenvolvidos
anteriormente® e de informacgdes diretas de especialistas
do setor (Figura 1).

Genes associados a doenca de
bancos de dados de referéncia

Alvos genéticos fornecidos

por especialistas do setor

O TruSight One Sequencing Panel abrange 12 Mb de
conteldo gendémico, incluindo > 4.800 genes associados
a fenotipos clinicos especificos. Isso permite que os
pesquisadores concentrem seu tempo e recursos em
genes com associa¢des de doengas conhecidas.

TruSight One Expanded Sequencing Panel

O TruSight One Expanded Sequencing Panel foi
desenvolvido sob 0s mesmos principios orientadores

que o painel original, com otimizagdo adicional para
melhorar a cobertura em regides conhecidas por mostrar
desempenho abaixo do ideal. O desenho do painel
expandido tem como alvo 16,5 Mb de conteuldo, incluindo
0s genes originais > 4.800 e ~1.900 genes adicionais com
novas associagdes de doengas nos bancos de dados

de referéncia.

Ampla cobertura de conteldo

O design da sonda permite uma cobertura
abrangente

Os TruSight One Sequencing Panels apresentam um

design de sonda altamente otimizado que permite a analise
simultanea de multiplas variantes. Ambos os painéis incluem
mais de 125.000 sondas construidas contra o genoma

de referéncia humano NCBI37/hg19.6

Genes atualmente
em teste

DECIPHER Regido Asia-Pacifico EuroGentest
HGMD x )
OMIM Regido europeia NHS
ClinVar América do Norte Rede de testes genéticos
HGNG Ameérica do Sul do Reino Unido
ICCG

Listas finais de genes para a série TruSight One Sequencing Panel

Figura 1: colaboradores globais do conteldo de genes dos painéis de sequenciamento TruSight One — Os painéis TruSight One

se concentram em regides exbnicas do genoma com variantes conhecidas associadas a doenga. A combinagao de dados de varias
fontes publicas garante que os painéis cubram todos os genes atualmente analisados no ambiente de pesquisa clinica.

DECIPHER, Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans (Banco de dados de desequilibrio cromossémico e fendtipo em humanos)
usando recursos do Ensembl; HGNC, HUGO Gene Nomenclature Committee (Comité de nomenclatura genética da HUGO); ICCG, International Collaboration
for Clinical Genomics (Colaborag&o internacional para genémica clinica) (ICCG); NHS, National Health Service (Servigo nacional de saude) (NHS).
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As sondas TruSight One foram construidas usando um Portanto, além de cobrir as regiées do éxon principal,
processo de projeto iterativo com testes funcionais para 0s painéis cobrem regides de flanqueamento do éxon,
garantir desempenho e profundidade de cobertura ideais. que podem fornecer informagdes bioldgicas importantes
O resultado é = 20x de cobertura em 95% das regides-alvo (por exemplo, locais de emenda, regides regulatorias).

*

no painel (Tabela 1)

As sondas de 80 mer tém como alvo as bibliotecas do
[llumina DNA Prep with Enrichment com tamanhos médios

de fragmento de ~300 bp e tamanhos de inserto de Tamanho da biblioteca (~300 bp)
150-220 bp, enriquecendo um amplo espago ocupado s

4 A ; 7 T Inserto ~150-220 b Ak er
de bases além do ponto médio da sonda (Figura 2). (~65 bp) p ~65 bo

Tabela 1: especificagdes do TruSight One
Sequencing Panel

Figura 2: espago ocupado da sonda TruSight One —
TruSight One Com uma biblioteca de DNA de 300 bp (tamanho da
Expanded insergdo de 150 a 220 bp), a sonda enriquecera um

Parametro TruSight One

amplo espago ocupado de bases além do ponto médio.
Tamanho cumulativo

. 12 Mb 16,5 Mb
da regiao-alvo
N.° de genes alvo 4811 6704 p .
J Compativel com uma variedade de
NUmero de éxons alvo ~62.000 ~86.000 instrumentos de sequenciamento
Tamanho da sonda 80 mer 80 mer Os painéis TruSight One Panel sdo ideais para uso
em sistemas de sequenciamento de bancada Illumina.
N°® de sondas 125.395 183.809 A Tabela 2 fornece o rendimento recomendado da
amostra para os sistemas MiSeq™, NextSeq™ 550,
Tamanho do fragmento 1507220 bp 1507220 bp e NextSeq 2000 System. Nao importa qual o sistema
Cobertura minima? > 20x > 20x% de sequenciamgnto lllumina, os TruSight Qne panels
produzem consistentemente alta profundidade de
Cobertura média >100x >100x cobertura. Como os TruSight One panels concentram
0 sequenciamento em um subconjunto do genoma
a. 95% das regides-alvo normalmente cobertas a > 20x (maior cobertura (por exemplo genes com associagées fenotipioas)

percentual possivel com menos amostras por execugao). L .
€SSes genes ou reglioes alvo podem ser sequenc:laolos

com uma alta profundidade de cobertura e fornecer
resultados de alta confianga (Tabela 3).

* A porcentagem é calculada pela média da cobertura média
para cada éxon, ndo para cada base.

Tabela 2: rendimento de amostras recomendado para os TruSight One Sequencing Panels

Numero de amostras por execugdo por configuragédo de instrumento e kit

MiSeq System v3 NextSeq 550 System NextSeq 550 System NextSeq 2000
reagents Mid output High-Output® System P3 flow cell
TruSight One Panel 3 12 36 96
TruSight One Expanded Panel® 1 7 24 66

a. Duragao de leitura de até 2 x 150 bp; com base na cobertura média de 100x de contetdo direcionado.
b. Maior rendimento disponivel no NovaSeq™ 6000 System (96 amostras por execugao, lamina de fluxo S1) para o TruSight One Expanded Panel.
c. Uma produtividade semelhante pode ser obtida com os NextSeq 1000 e NextSeq 2000 Systems com laminas de fluxo P2.
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Tabela 3: alta profundidade de cobertura com os TruSight One Sequencing Panels

Cobertura-alvo em

Uniformidade

Profundidade de leitura por

de cobertura

amostra (& filtro de passagem)

1% 10x 20% 50%
Trusight One 95,3% 99,1% 98,3% 97.6% 94.7% 22M
Panel
Trusignt One 96,8% 99,4% 98,9% 98,6% 97,5% 33M

Expanded Panel

Fluxo de trabalho simplificado
e totalmente compativel

Cada etapa do fluxo de trabalho do TruSight One Panel,
desde a preparagdo da biblioteca até a analise final

dos dados, é otimizada para fornecer um experimento
simplificado de DNA para dados em apenas dois dias
(Figura 3)." Os TruSight One Panels s&o vendidos apenas
como kits modulares de oligos de enriquecimento.

Os painéis integram-se perfeitamente com o lllumina
DNA Prep with Enrichment, (S) Tagmentation Kits

e lllumina DNA UD Indexes (vendidos separadamente) para
preparacao da biblioteca. A abordagem modular oferece
maior flexibilidade para o processamento de amostras.

Preparacao de bibliotecas simples e eficiente

Um componente-chave do lllumina DNA Prep with
Enrichment é a tagmentagdo no bead (Figura 4),

que usa transossomas ligados a esferas para mediar
uma reagao de tagmentagao uniforme. Esta estratégia
oferece diversas vantagens significativas:

« Paraentradas de DNA gendmico = 50 ng,
a quantificagdo precisa da amostra de DNA inicial
nao é necessaria, pois o tamanho do fragmento
doinserto ndo ¢ afetado, economizando tempo
e custos associados a kits e reagentes.

« Atagmentagao no bead elimina a necessidade
de etapas separadas de fragmentacao de DNA,
economizando tempo e custos associados a materiais
de consumo relacionados.

« Paraentradas de DNA genémico de 50 a 1.000 ng,
a normalizagcao do DNA baseada em saturagao elimina
a necessidade de etapas individuais de quantificacao
e normalizag&o da biblioteca antes do enriquecimento.

« Um novo protocolo de hibridizag&o Unica de 90 minutos
permite o enriquecimento em menos de quatro horas.

t Tempo médio para um painel de gene direcionado. Os tempos
podem variar de acordo com as configuragdes da execugao.
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Preparar S : Analisar
biblioteca SeEhelkr e relatar

lllumina DNA Prep with Enrichment
TruSight One ou TruSight One
Expanded enrichment oligos

Sistemas MiSeq, DRAGEN Secondary Analysis
NextSeq 550 Emedgene®
e NextSeq 2000

TruSight One Panels

Figura 3: o fluxo de trabalho do Illumina TruSight One fornece

uma solugao para cada etapa, desde a preparacao da

biblioteca até a analise e a geragéo de relatérios de dados.

a. O Emedgene esta disponivel como uma plataforma de software opcional para
analise de DNA de linha genética compativel com qualquer método de preparagao

de biblioteca para permitir interpretagao de dados simplificada e definida pelo
usuario, além de geragao de relatorios para fluxos de trabalho de pesquisa.

Fluxo de trabalho de enriquecimento rapido

O Illumina DNA Prep with Enrichment é compativel

com sistemas de manuseio de liquidos para automatizar
a preparagéo de bibliotecas. Além disso, o fluxo de
trabalho do TruSight One usa uma estratégia exclusiva

de agrupamento de amostras de pré-enriquecimento

que reduz o numero de reagdes de enriquecimento
necessarias. Essa estratégia usa codigos de barras de
amostras integrados, que suportam o agrupamento de até
12 amostras para uma Unica redugédo de enriquecimento.
Essas eficiéncias reduzem o tempo geral de preparagao
da biblioteca para 6,5 horas com ~2 horas de tempo

de pratica. Além disso, os reagentes misturados com
masterizacgao, juntamente com protocolos baseados

em placas, permitem o processamento simultaneo

de multiplas reagdes. As bibliotecas preparadas séo
carregadas em uma lamina de fluxo para sequenciamento
no instrumento apropriado.
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Analise e relatorios abrangentes

Para andlise, interpretagdo e relatérios abrangentes de
dados do TruSight One, a Illlumina oferece o Emedgene.
O Emedgene é uma ferramenta de software opcional
para fluxos de trabalho de pesquisa que se integra ao
BaseSpace” Sequence Hub e ao lllumina Connected
Analytics para acessar 0 monitoramento de execugdes,
as métricas de execugdes e o upload automatizado de
dados de sequenciamento. Ele inclui acesso baseado
na nuvem & andlise secundéria DRAGEN™ (Dynamic Read
) Analysis for GENomics), permitindo fluxos de trabalho
Téinzﬁﬁiiii'rifeaﬂ%a(ebﬁ;iaﬁs DNA Complexo DNA-eBLT de andlise secundaria precisos, abrangentes e eficientes
para NGS.

Tagmentagdo

* Tagmentar com eBLT

Os beneficios adicionais da analise Emedgene incluem:

Biblioteca tagmentada . e .
d « Interface simplificada com IA explicavel (XAl) para

¥ Iiiadores de PoR ge incice priorizac3o de variantes altamente eficiente

it L e seuencamen 115 « Automagéo personalizavel definida pelo usuario para
S ————— e padronizagao de fluxos de trabalho
b iceror . « Fluxo de trabalho integrado com analise secundaria
DRAGEN e lllumina Connected Analytics para movimento
Indice2E NEHIER e e de dados completamente automatizado

Biblioteca indexada

¥ Agrupar biblotecas pré-enriquecidas « Analise compativel em aplicagdes de condigbes
(opcional) hereditarias e tipos de ensaio (p. ex., painéis,
_ _ painéis virtuais, sequenciamento do exoma
- - completo e sequenciamento do genoma completo)
Biblioteca de amostras agrupadas
4 Adicionar painel de sonda biotiniada « Plataforma pronta para colaboragdo com opgéo
de formar redes privadas e seguras
—

Com tecnologia da plataforma DRAGEN

‘ Enriquecer usando beads magnéticos
de estreptavidina

— — O Emedgene ¢é alimentado pela analise secundaria
T e DRAGEN. Os recursos fundamentais da plataforma
C/’f' DRAGEN abordam desafios comuns na analise gendmica,
como tempos de computagao longos e volumes enormes
de dados. Sem comprometer a precisao, a plataforma
_ . DRAGEN oferece rapidez, flexibilidade e eficiéncia de
Biblioteca enriquecida e indexada pronta para sequenciamento custos, permitindo que laboratdrios de todos os tamanhos
e disciplinas fagam mais com seus dados gendmicos.

Biblioteca enriquecida

* Eluir biblioteca enriquecida de beads

Figura 4: quimica de tagmentagao TruSight One e lllumina — Interpretacao intuitiva e de alta poténcia

Os oligos de enriquecimento TruSight One trabalham com

quimica de tagmentagdo em beads lllumina para fornecer Os clientes relatam que o Emedgene economiza

um método rapido e simples para enriquecimento de genes regularmente de 50% a 75% do tempo de interpretacao
direcionados. O fluxo de trabalho combina as etapas de de dados por meio da geragao eficiente de relatérios.®
preparacdo da biblioteca e enriquecimento do alvo e pode O Emedgene combina varios recursos para potencializar
ser concluido em 1,5 hora. a interpretagédo definida pelo usuario, incluindo um grafico

de anotagdes e conhecimentos sempre atualizado;

XAl para classificagdes automatizadas transparentes

e baseadas em evidéncias de variantes potencialmente
causadoras para amostras; visualizagao de variante;
curadoria de variantes; automagédo definida pelo usuéario;
e muito mais para promover uma interpretacao eficiente
e informada das variantes.
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O Emedgene foi projetado para uma experiéncia intuitiva do Saiba mais
usudrio a fim de apoiar os usuarios na realizagdo do impacto
e eficiéncia ideais em relagcdo a sua missao. TruSight One Sequencing Panels

Filtragem baseada em painel com Emedgene Emedgene

O Emedgene é compativel com as opgdes de ensaio
de doengas hereditdrias para andlise de linha - .
genética, incluindo painéis, exomas e genomas. Info rmacoes para ped idos
Além disso, o Emedgene permite que 0s usuarios criem
bioinformaticamente “painéis virtuais” usando TruSight
One Sequencing Panels ou outros tipos de dados de NGS,
como sequenciamento do exoma ou genoma completo

Oligos de enriguecimento N.° do catélogo

Combo de sequenciamento TruSight One

(Figura 5). Essa abordagem permite que os laboratérios (15 samples) 20042621
padronizem varios ensaios em um Unico fluxo de trabalho,

simplificando e otimizando as operagdes do laboratdrio. TruSight One - Enrichment Oligos only 20029227
Além disso, a padronizagdo em um ensaio de estrutura (6 enrichment reactions)

elimina a necessidade de atualizar e alterar o ensaio . )
TruSight One Expanded — Enrichment

para adicionar mais genes ao longo do tempo e facilita Oligos only (6 enrichment reactions) 20029226
a reanalise eficiente de mais genes quando necessario.
Kits de preparagao da biblioteca N.° do catalogo
Edit Gene List
- Illumina DNA Prep with Enrichment,
Gene/listhame (S) Tagmentation (96 samples) 20025524
’ Illumina DNA Prep with Enrichment,
?a:d'da:‘;e:f (S) Tagmentation (16 samples) 20025523
A lllumina DNA Prep, (S) Tagmentation
o e = ERE (96 samples) 20025520
IEN E I EE || == : )
lllumina DNA Prep, (S) Tagmentation
B = s == (16 samples) 20025519
El N N PN N BN N B B ;
I N S Indices N.° do catalogo
= JlE JE=. = = e Jl Jl= = e oya/RNA UD Indeses Set A, —
| | O | | P | | 2 | I 5 Tagmentation (96 indexes, 96 samples)
I EEEE I EN R ES
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set B,
) T . R Tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091656
Figura 5: painéis virtuais personalizaveis — O Emedgene
oferece a capacidade de criar painéis virtuais de um subconjunto lllumina DNA/RNA UD Indexes Set C
de genes, adicionando genes individualmente ou em lote. Tagmentation (96 indexes, 96 Samp|'eg) 20091658
lllumina DNA/RNA UD Indexes Set D, 20091660

Tagmentation (96 indexes, 96 samples)

Resumo

O fluxo de trabalho do lllumina TruSight One fornece uma
solugao abrangente de DNA para dados para o ambiente
de pesquisa clinica. Usando os painéis TruSight One
Sequencing Panel ou TruSight One Expanded Sequencing
Panel, os pesquisadores podem sequenciar rapidamente
> 4.800 genes com associagao de fendtipo clinico
conhecida. Com a solugao intuitiva e abrangente de
insights e relatdrios de doengas genéticas raras e outras do
Emedgene, o amplo conjunto de dados TruSight One pode
fornecer subpainéis personalizados responsivos a areas
especificas de pesquisa e pode oferecer uma solugéo
eficiente e eficaz para andlise de doengas genéticas.
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