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con cobertura de exoma mejorada

Logre un enriquecimiento Analice regiones gendmicas Amplie la cobertura utilizando

eficiente del exoma con la ricas en variantes y complejas contenido mitocondrial y de

tagmentacion en bolas. con un disefio de panel adicién personalizado opcional.
optimizado.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico. M-GL-03952 ESP v2.0 1



[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2

Introducciodn

La secuenciacion del exoma completo (WES, whole-
exome sequencing) es una herramienta esencial

para descubrir la base genética de enfermedades
hereditarias y el cancer.”® A medida que crecen

las necesidades de investigacion, los laboratorios
requieren soluciones de WES que proporcionen un
enriquecimiento coherente, una sdlida representacion
de regiones ricas en GC y variables, y flujos de trabajo
eficientes que puedan ampliarse sin aumentar las
demandas de secuenciacion.

El ensayo original lllumina DNA Prep with Exome 2.5
Enrichment proporciondé un flujo de trabajo de WES
optimizado mediante procesos de enriquecimiento
por captura hibrida y facilmente automatizables.
[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment

v2 proporciona una quimica actualizada para
mejorar el rendimiento con una menor demanda de
capacidad de secuenciacién. El ensayo v2 ofrece
un mejor enriquecimiento selectivo y reduce al
minimo las lecturas fuera del objetivo, al tiempo
que aborda una menor cobertura de GC y mejora
la uniformidad de cobertura en los exones objetivo.
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Figura 1: Flujo de trabajo de WES de principio a fin
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Secuenciacion

NextSeq™ 550 System,
NextSeq 1000/2000
System, NovaSeq™ 6000
System y NovaSeq X Series

Es compatible con el enriquecimiento mitocondrial
y el contenido de adicién personalizado opcionales,
lo que permite a los laboratorios perfeccionar o
ampliar la cobertura del objetivo dentro del mismo
flujo de trabajo.

La solucién de preparacion y enriquecimiento de
librerias forma parte de un flujo de trabajo integral
que abarca desde la preparacion de muestras hasta
la creacién de informes (figura 1). El ensayo utiliza la
misma preparacion de librerias basada en tagmentacion
y enriquecimiento de captura hibrida que el ensayo
original, manteniendo un flujo de trabajo facilmente
automatizable con un rendimiento reproducible
(figura 2).

En conjunto, los avances en Illlumina DNA Prep with
Exome 2.5 Enrichment v2 ofrecen un rendimiento de
enriquecimiento optimizado, una cobertura mejorada
de las regiones de GC y opciones de contenido
flexibles, al tiempo que hacen posible estudios
ampliables sin complejidad adicional.
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de informes
Aplicacién Emedgene”™
DRAGEN™

Enrichment y
analisis secundario

lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 forma parte de un flujo de trabajo completo que admite la secuenciacién del exoma
completo (WES) desde la preparacion de muestras hasta el andlisis y la interpretacion de datos. EIl ADN gendmico extraido se prepara
y enriquece con Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2, con un tiempo de participacion activa reducido gracias a flujos de
trabajo facilmente automatizables. Se secuencian las librerfas enriquecidas y se realiza el analisis de enriquecimiento con la aplicacion
DRAGEN Enrichment. Para la llamada de variantes se utiliza el andlisis secundario DRAGEN.” La interpretacién se puede realizar con

herramientas como Emedgene.
a. Laextraccion del ADN se lleva a cabo con Flex Lysis Reagent Kit.

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

M-GL-03952 ESP v2.0


https://www.illumina.com/techniques/sequencing/ngs-library-prep/automation.html
https://www.illumina.com/techniques/sequencing/ngs-library-prep/automation.html

[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2

Tagmentacion

ADN
Transposoma vinculado por bolas Complejo de ADN y eBLT
(eBLT) para enriquecimiento

Tagmentacion

PCR de indexado

Cebador de secuenciacion
indicez“ de lalectura 1 (SP de Rd1)

Cebador de secuenciacién indice 1
de lalectura 2 (Rd 2 SP) P7

Libreria preenri ida con

Enriquecimiento de exoma de captura hibrida

+

Libreria enriquecida e indexada lista para la secuenciacion

Figura 2: Preparacion de librerias con tagmentacion
optimizada con enriquecimiento del exoma

La quimica de tagmentacién en bolas participa en una
fragmentacion uniforme y un marcado de adaptadores

con una alta tolerancia a la variacién en las cantidades

de aporte de ADN.° Tras el enriquecimiento mediante
captura hibrida, las librerias preparadas estan listas para

la secuenciacién y la estrategia de normalizacion integrada
contribuye a garantizar un rendimiento uniforme de la
secuenciacion en las librerias enriquecidas.

Cobertura completa y centrada
de variantes asociadas
a enfermedades

[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
utiliza un panel de exoma actualizado que logra un

equilibrio entre la amplitud y la eficiencia concentrando

la capacidad de secuenciacidon en regiones con mayor
relevancia para la investigacion de enfermedades
humanas. El kit completo incluye Twist Bioscience for
[llumina Exome 2.5 Panel, que ofrece una cobertura
seleccionada de secuencias de codificacion de
recursos publicos ampliamente utilizados, incluidos
RefSeq, CCDS, ACMG, COSMIC y OMIM™ (tabla 1).5™
Esta estrategia selectiva refleja el conocimiento actual
de los genes asociados a enfermedades a la vez que
mantiene un disefio optimizado enfocado en preservar
la eficiencia de la secuenciacion.

* ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics; CCDS: secuencia
codificante consenso (Consensus Coding Sequence); COSMIC: Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer; OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man.

Ademas de una cobertura completa a nivel génico,
el panel se dirige a regiones exdnicas en las que las
variantes patdgenas y probablemente patdgenas se
notifican con frecuencia en bases de datos como
ClinVar y ACMG (tabla 2). Esto respalda los estudios
que dependen de una representacién coherente de
los sitios de variantes bien caracterizados en todo
el exoma.

El disefio también da prioridad al rendimiento en
regiones dificiles, incluidos segmentos ricos en

GC y exones de dificil cobertura. Las mejoras en la
colocacion de las sondas y la seleccién de objetivos
ayudan a mantener la uniformidad de coberturay a
reducir al minimo el abandono, lo que permite una
deteccion de variantes fiable en una amplia gama
de contextos genémicos.

Tabla 1: Cobertura de regiones codificantes
representadas en bases de datos clave con
Twist Bioscience for Illumina Exome 2.5 Panel

Twist

Bioscience for lllumina

Pl el G lllumina Exome = Exome Panel
2.5 Panel

Tamafio 37,5Mb 42,21 Mb
CDS de RefSeq® 991 % 98,2 %
CDS de CCDS’ 99,9 % 99,5 %
CDS de 73 genes o o
de ACMG® 99,9 % 99,3 %
CDS de COSMIC Cancer o o
Gene Census®" 99,9 % 99,3%
OMIM™ 991 % 97,7 %

Tabla 2: Cobertura de sitios de variantes
patégenas y probablemente patdgenas incluidas
en bases de datos de variantes genéticas
relacionadas con enfermedades

CDS de variantes patégenas/posiblemente

patégenas de ClinVar*" 98,6 %

CDS de 73 variantes patégenas/posiblemente

patégenas de ACMG®® 99,9 %

a. Elarchivo publico ClinVar informa de relaciones entre variaciones
y fenotipos humanos con evidencia de apoyo. Las variantes
patégenas/posiblemente patdgenas se notifican segun las guias de
clasificacion de ClinVar.

b. Lalista de variantes patdgenas/posiblemente patégenas de ACMG
incluye las variantes coincidentes entre las secuencias codificantes
seleccionadas de genes de ACMG y las variantes patégenas/
posiblemente patédgenas de ClinVar.
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Al centrar la cobertura en la parte mas informativa

del exoma y limitar la representacién de regiones

de bajo valor o bajo rendimiento, el panel permite

un uso eficiente de la capacidad de secuenciacién

al tiempo que mantiene la profundidad donde esta
reviste mayor importancia. Esta huella selectiva admite
el analisis flexible de lotes en todas las plataformas

de secuenciacién de lllumina, mejorando asi la
productividad y el coste por muestra de los laboratorios
en funcion del tamafio del proyecto y las necesidades
experimentales (tabla 3).

Amplia cobertura de objetivos seleccionados

[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
ofrece una amplia cobertura en recursos clinicos y

de investigacion seleccionados en condiciones de
hibridacién répida y ampliada (figura 3). Este nivel

de cobertura ayuda a garantizar que los genes y las
regiones utilizados habitualmente en la investigacién de
enfermedades humanas estén representados de forma
coherente, lo que reduce la probabilidad de brechas en
el contenido exdnico clave.

OMIM

CDS de COSMIC Cancer
Gene Census

CDS de ACMG 73 PV/LPV

CDS de 73 genes de ACMG

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Objetivos clinicos cubiertos
con una profundidad =20x (%)

Figura 3: Cobertura uniforme de objetivos asociados
a enfermedades en todas las condiciones de
hibridacion

Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2

logra altos porcentajes de objetivos que alcanzan

una cobertura =20x en condiciones de hibridacion

de 1,5 h (naranja) y 16 h (azul). Se muestran resultados
representativos para genes y variantes enumerados en
las principales bases de datos publicas, incluidas ACMG,
Clinvar, OMIM y COSMIC.5™

ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics; CDS:
secuencia codificante (Coding Sequence); COSMIC: Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer; OMIM: Online Mendelian Inheritance
in Man; PV/LPV: variantes patdgenas/posiblemente patdogenas
(Pathogenic/Likely Pathogenic Variant).

Tabla 3: Capacidad de la muestra para WES en funcién del sistema de secuenciacién y la celda de flujo?

N.° de muestras
Profundidad de NextSeq 550 System® Nexéiggeﬁ]ooo NovaSeq 6000 System NovaSeq X System
cobertura media de
objetivos deseada Rendimiento, = Ao ' py  p3 s s s2  sa 158 10B  25B
50x% 6 19 19 57 25 50 128 310° 62 380 944
100x 3 9 9 28 12 25 64 155 31 190 497
200x 1 4 4 14 6 12 32 77 15 95 248

d. Paralaagrupacion de librerias a esta escala son necesarios indices adicionales.

a. Las estimaciones se basan en una longitud de lectura de 2 x 100 pb, calculada segun experimentos internos habituales. El nimero de muestras puede variar en funcién del manejo
del flujo de trabajo, la calidad de la muestra o la libreria de entrada y del rendimiento de secuenciacion real de cada plataforma y celda de flujo. Los datos reales se obtuvieron en
NovaSeq 6000 System y NovaSeq X System utilizando celdas de flujo S4 y 10B, respectivamente, y se extrapolaron a otros instrumentos y celdas de flujo.

b. Los kits de reactivos de NextSeq 550 son compatibles con longitudes de lectura de 2 x 150 pb.

c. También hay disponibles celdas de flujo P2 con la misma productividad de muestras para NextSeq 1000 System.

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

[lumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
demuestra un sdlido rendimiento de enriquecimiento
tanto para condiciones de hibridacion de 1,5 horas
como de 16 horas (figura 4). El disefio perfeccionado de
la sonda permite una captura hibrida eficiente, reflejada
en altas proporciones de lecturas Unicas completadas

y bases Unicas completadas alineadas con las

regiones objetivo.

La cobertura media de objetivos es igualmente
estable en ambas condiciones, o que indica

una representacion fiable de los exones objetivo.
El porcentaje de lecturas Unicas que pasan el filtro
alineadas con las regiones objetivo también sigue
siendo alto, lo que respalda una deteccién fiable
de variantes en locus bioldgicamente relevantes.

Uniformidad de cobertura y representacion
de objetivos

[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
también demuestra una cobertura uniforme y fiable en
todos los exones objetivo tanto para condiciones de
hibridacion de 1,5 horas como de 16 horas (figura 5).
El disefio del panel admite una distribucién de lectura
uniforme en todas las regiones objetivo, lo que
produce valores bajos de penalizacién «fold-80».

Los segmentos ricos en GC, que tradicionalmente
son dificiles de enriquecer con métodos de captura
hibrida, muestran una mejor representacion, con una
reduccioén del abandono de GC y un bajo porcentaje
de objetivos con cobertura igual a cero en diversos
contextos gendmicos.

En comparacién con la versidn original, lllumina DNA
Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 muestra una mayor
uniformidad de cobertura, un menor abandono de GC y
valores reducidos de penalizacion «fold-80» (figura 6).
Estos criterios de medicién demuestran un rendimiento
mas equilibrado y una deteccidén de variantes fiable en
los exones con una composicién de secuencias variada.
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Figura 4: Rendimiento de enriquecimiento segun los tiempos de hibridacién

Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 demuestra un rendimiento de enriquecimiento uniforme tanto para condiciones

de hibridacion de 1,5 horas como de 16 horas. (A) Enriquecimiento de lectura Unica completada uniformemente alto, (B) séildo
enriquecimiento de base Unica completado en los objetivos, (C) profundidad de cobertura media estable del objetivo, (D) porcentajes
altos de lecturas Unicas que pasan el filtro alineadas con las regiones objetivo.

5 M-GL-03952 ESP v2.0

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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Figura 5: Uniformidad de cobertura segtn los tiempos de hibridacién

lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 proporciona una cobertura equilibrada y uniforme tanto para los tiempos de hibridacion
de 1,5 h como de 16 h. (A) Uniformidad de la cobertura en las regiones objetivo, (B) porcentaje bajo de abandono de GC, (C) porcentaje
bajo de objetivos con cobertura igual a cero, (D) porcentaje alto de objetivos con una profundidad de cobertura =50x, (E) porcentaje alto
de bases objetivo cubiertas en los umbrales de profundidad indicados, (F) valores bajos de penalizacion «fold-80».
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Figura 6: Mejora de los criterios de medicion de la cobertura con lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2

lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 muestra (A) una mayor uniformidad de cobertura, (B) una reduccion del abandono de
GCy (C) valores de «fold-80» mas bajos, lo que refleja un mejor rendimiento en los objetivos estandar y ricos en GC en comparacién con

la version original.
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Contenido de enriquecimiento
opcional

[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
admite contenido de enriquecimiento adicional que
permite a los investigadores ampliar o perfeccionar
la cobertura de la WES en funcién de los requisitos
especificos del estudio. Estas adiciones se integran
directamente en el flujo de trabajo estandar sin
necesidad de cambios en la preparacion de librerias
ni en los pasos de hibridacion. La flexibilidad de
poder incluir contenido gendmico personalizado
hace que el flujo de trabajo sea adecuado para
diversas aplicaciones de investigacion, incluido

el descubrimiento de genes relacionados con
enfermedades, la gendmica del cancer y estudios
mecanisticos de rasgos complejos.

Enriquecimiento del genoma mitocondrial

Se puede afiadir Twist Bioscience for Illumina
Mitochondrial Panel para ampliar la cobertura del
genoma mitocondrial dentro del flujo de trabajo de
[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2.

La incorporacion de este panel aumenta la
representacion de los objetivos mitocondriales sin reducir
la cobertura del panel del exoma estandar (figura 7).

Ambos tipos de datos se pueden generar a partir de
un Unico experimento de secuenciacién con una Unica
preparacion de libreria.

Contenido de adicion personalizado

Los investigadores pueden ampliar la cobertura

de WES con Illumina Custom Enrichment Panel v2,
gue permite incorporar regiones gendémicas definidas
por el usuario en la reaccion de captura hibrida.

Esto es valioso para estudios que requieren genes

de enfermedades emergentes, regiones candidatas
de proyectos de descubrimiento, objetivos especificos
de la institucién u otros locus no incluidos en disefios
de exoma estandar. El panel personalizado se afiade
como complemento al paso de hibridacién existente
y no altera el flujo de trabajo principal.

El contenido de adicién aumenta la cobertura en
regiones seleccionadas a la vez que mantiene el
rendimiento en todo el panel de exomas de base
(tabla 4). Esto proporciona una forma eficiente de
incorporar objetivos adicionales en un flujo de trabajo
de WES sin ejecutar un ensayo independiente,

lo que admite disefos de estudio flexibles a la

vez que preserva el rendimiento de cobertura

del panel principal.

Cobertura génica mitocondrial
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Figura 7: Cobertura génica con lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2

[lumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 proporciona

una cobertura uniforme en todos los genes mitocondriales,

lo que demuestra una representacion estable del objetivo en todo el panel de exoma actualizado.
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Tabla 4: El panel de adicion lllumina Custom
Enrichment Panel v2 aumenta la cobertura del objetivo?

Ilumina DNA Prep

lllumina DNA Prep with Exome 2.5
Parametro with Exome 2.5 Enrichment v2 mas
Enrichment v2 el panel de adicién

personalizado

Cobertura
media de 66x 154x
objetivos

Porcentaje
de objetivos 86,90 % 98,60 %
cubiertos a 30x

Porcentaje
de objetivos 7110 % 94,40 %
cubiertos a 50x

a. Elprotocolo lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 se realizé con
y sin un panel de adicién personalizado dirigido a regiones cubiertas por
Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel y, a continuacion, se analizd la
cobertura de las regiones objetivo mediante el panel de adicién. Las librerfas
enriquecidas se secuenciaron en NovaSeq 6000 System mediante el uso de una
celda de flujo S4 (50 millones de lecturas «paired-end», 25 millones de grupos)
y el andlisis de enriquecimiento se realizd mediante la aplicacion de DRAGEN
Enrichment.

Resumen

lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 ofrece
un flujo de trabajo de WES optimizado y flexible con un
solido rendimiento en todo el exoma humano. El actual
disefio del panel proporciona cobertura de genes
biolégicamente relevantes y favorece la optimizacion
de la capacidad de secuenciacion. El enriquecimiento
de objetivos eficiente, los criterios de medicién de
enriquecimiento coherentes y la cobertura uniforme
en condiciones de hibridacién rapida y a largo plazo
ayudan a garantizar una representacion fiable de los
exones objetivo, incluidas las regiones ricas en GC

y tradicionalmente complejas. Este rendimiento se
refleja en valores bajos de penalizacion «fold-80» y

un abandono minimo. El enriquecimiento mitocondrial
y el contenido de adicién personalizado opcionales
permiten a los laboratorios ampliar o perfeccionar

la cobertura dentro del mismo flujo de trabajo.

En conjunto, estas caracteristicas hacen de lllumina
DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 una solucion
flexible y fiable para estudios de WES en enfermedades
hereditarias, cancer y otras investigaciones

del genoma.

Mas informacion -

[lumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
Automatizacion de la preparacién de librerias
Analisis secundario de DRAGEN

Andlisis terciario de Emedgene

Herramienta de disefio de ensayos DesignStudio

Datos para realizar pedidos

o
Producto N', de
catalogo

Illumina DNA Prep with Exome 2.5
Enrichment v2, (S) Tagmentation Set B 20155541
(96 samples, 12-plex)?

Illumina DNA Prep with Exome 2.5
Enrichment v2, (S) Tagmentation Set D 20155543
(96 samples, 12-plex)?

Flex Lysis Reagent Kit (96 reactions)® 20018706
B o 58 S| 2005104
B b 3 o | 200056
b e o 8 i | 200505
b e o o vy | 2000650
|(|:|3uzn:l|lr1?|2(:ou§g;re’r1 Enrichment Panel v2 20073953
|(“3Lg|3r2|3? g:zuostheEnrichment Panel v2 20073952
Illumina Custom Enrichment Panel v2 20111339

(1536 l, 120 bp)°

a. Loskitsincluyen la preparacion de librerias y los reactivos de hibridacion
de lllumina DNA Prep with Enrichment v2, lllumina Purification Beads para la
limpieza y seleccidn por tamafios, las sondas de enriquecimiento de Twist
Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel y una placa de adaptadores (placa
de indices).

b. Kit necesario para la entrada directa de sangre.

c. Seleccione un juego de indices diferente si asi lo prefiere.

d. Twist Bioscience for lllumina Mitochondrial Panel contiene 32 ul de panel de
oligonucledtidos, suficiente material para 8 reacciones de hibridacion a 4 pl
cada una.

e. Los paneles de enriquecimiento personalizados para muestras humanas se
pueden disefar con la herramienta lllumina DesignStudio. El equipo de disefio
de lllumina Concierge permite la compatibilidad con el disefio de contenido no
humano. Péngase en contacto con su representante de ventas de lllumina para
obtener mas informacion sobre los servicios de disefio de Concierge.
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https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-prep-exome-enrichment-v-2.html
https://www.illumina.com/techniques/sequencing/ngs-library-prep/automation.html
https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/dragen-secondary-analysis.html
https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/emedgene.html
https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/designstudio.html

[llumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
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