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TruSight”
Hereditary
Cancer Panel

Panel de NGS para la
investigacion del cancer
con 113 genes asociados
al riesgo genetico

« Evalle las mutaciones de la estirpe germinal
asociadas al riesgo de cancer mediante el uso
de contenido de panel completo y seleccionado
por expertos.

« Enriquezcay prepare librerias listas para la
secuenciacion en 6,5 horas, con solo 2 horas
de tiempo de participacion activa.

« Consiga una excelente uniformidad de cobertura
para una deteccion muy precisa de SNV, indels
y CNV.

» Ajuste la productividad y secuencie de 2 a
256 muestras por experimento en los sistemas
de secuenciacién de sobremesa de lllumina.

illumina

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos
de diagndstico.
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TRUSIGHT HEREDITARY CANCER PANEL

Introduccion

Las variantes genéticas desempefian un papel
importante en la determinacion de la predisposicion

al cancer. TruSight Hereditary Cancer Panel permite a
los investigadores realizar una evaluacién exhaustiva

de los genes en los que se encuentran estas variantes.
TruSight Hereditary Cancer Panel, que ha sido
desarrollado en colaboracion con expertos en genémica
del cancer, es un panel de secuenciacién selectiva
diseflado para evaluar las mutaciones de la estirpe
germinal en 113 genes y 125 polimorfismos de nucledtido
unico (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) con fines
de identificacion y puntuacién del riesgo poligénico.

El ensayo usa sondas de oligonucledtidos predisefiadas
y listas para usar que cubren todas las regiones exdnicas
y 20 pb de regiones intrénicas adyacentes de cada gen
selectivo. Las librerias se preparan mediante quimica de
captura hibrida integrada con lllumina DNA Prep with
Enrichment.” lllumina DNA Prep with Enrichment usa una
quimica innovadora basada en bolas con un paso de
hibridacion uUnica y simplificada para una preparacion
de librerias rapida y eficiente. lllumina DNA Prep with
Enrichment es compatible con todos los sistemas

de secuenciacion de sobremesa de lllumina, lo que
ofrece flexibilidad en el disefio de experimento en una
amplia gama de productividad de muestras (tabla 1).!

La combinacién de la velocidad de Illumina DNA Prep
with Enrichment con MiSeg™ System permite completar
todo el flujo de trabajo (figura 1), desde la obtencién de
la muestra hasta la generacion de datos, en 48 horas.

* |llumina DNA Prep se conocia anteriormente como Nextera™
DNA Flex Library Prep Kit. Los dos kits usan la misma quimica
de tagmentacion y tienen especificaciones de rendimiento
del producto y configuraciones del kit idénticas.

Muestra

De la obtencion de la muestra a la generacién de datos en 48 horas

Preparacion de librerias >

Tabla 1: Especificaciones de TruSight Hereditary
Cancer Panel

Parametro Datos

iSeq™ 100 System, MiniSeq™ System,
MiSeq System, MiSeqDx System

Slstema§ dQ, (en modo de investigacion),
secuenciacion NextSeq™ 550 System, NextSeq
compatibles !

550Dx System (en modo de
investigacion)

403 kb, 113 genes (que cubren todos
los exones), 125 SNP

(48 SNP de IDy 77 SNP para la
puntuacioén del riesgo poligénico)

Tamanfo de panel

N.° de sondas 10 341 sondas de oligonucledtidos

Tipo de muestra ADN gendmico, sangre? o saliva®

Entrada de ADN 50-1000 ng de ADN

Duracién total 48 horas desde la obtencion del ADN

del ensayo hasta la generacion de datos
Tiempo de )

- 6,5 horas de tiempo total, 2 horas
preparacion de tiempo de participacion activa
de librerias

384 indices disponibles para una
Productividad productividad variable de 2 a

256 muestras por experimento,
con una cobertura promedio de
300x% (cobertura minima de 100x)

de muestras

8 enriquecimientos (hasta

Muestras por tubo 12 muestras por enriquecimiento)

a. La extraccion directa de sangre o saliva requiere el uso de Flex Lysis Reagent
Kit (Illumina, n.° de catalogo 20018706).

Secuenciacion Andlisis de datos

&&
ad

ADN gendmico o
directamente de la sangre
o la saliva

TruSight Hereditary Cancer Panel
con lllumina DNA Prep with
Enrichment

===

Compatibilidad con todos los
sistemas de secuenciacion de
sobremesa de lllumina

Local Run Manager,
BaseSpace™ Enrichment App o
DRAGEN™ Enrichment App

Figura 1: Flujo de trabajo de NGS rapido y versatil. TruSight Hereditary Cancer Panel usa la quimica de preparacion de librerias de
lllumina DNA Prep with Enrichment, que integra los pasos de preparacion y enriquecimiento de librerias. Mediante un flujo de trabajo
rapido, optimizado y simplificado, se obtienen librerias completamente enriquecidas en tan solo 6,5 horas. TruSight Hereditary Cancer
es compatible con iSeq 100 System, MiniSeq System, MiSeq Series System y NextSeq System.
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TRUSIGHT HEREDITARY CANCER PANEL

inili /i Tabla 3: Contenido genético de TruSight Hereditar
Flexibilidad de la productividad g g y
. Cancer Panel
con |OS S.|St.elmas d € . ACD DIS3L2 GREM1 PIK3CA SDHD
secuenciacion de lllumina AlP EPCAM  HOXBI3  PMS2  SLX4
TruSight Hereditary Cancer Panel es compatible AKTT ERCCT KIFIB POLDT SmAD4
con varios sistemas de secuenciacion de lllumina APC ERCC2 KIT POLE SMARCA4
y proporciona flexibilidad y control sobre el disefio ATM ERCC3 LZTR1 POT1 SMARCB1
ple experimento. .Los usuarlqs pueden sglgcuonar BAP] ERCC4 MAX PRKARTA  SMARCE]
instrumentos o kits de reactivos en funcion de las
) . . BARD1 ERCC5 MENT PTCH1 SPINK1
necesidades del laboratorio. La productividad de
muestras puede variar de 2 a 256 muestras por BLM FAM175A  MET PTEN SPRED1
experimento (tabla 2). BMPRI1A FANCA MITF RADS50 STK1
BRCA1 FANCB MLH1 RAD5T SUFU
H ~ H H BRCA2 FANCC MRETIA RAD51B TERF2IP
Diseno de contenido exhaustivo
BRIP1 FANCDZ MSH2 RADS1C TERT
TruS|ght Hereditary Cancer Panel mgluye una amplia CASR FANCE MSH3 RAD5ID TMEM127
lista de genes que suelen estar asociados a una
predisposicion hereditaria a canceres de mama, cberzs FANCF MSH6 RB1 P53
colon, ovario y gastrico (figura 2). El contenido ha sido CDH1 FANCG MUTYH RECQL4 TSC1
desarrollado con aportaciones y comentarios de lideres CDKA4 FANCI NBN RET TSC?2
de op|n|on_clave de_ la eva_luamor_w del riesgo genenco CDKNIB FANCL NET RHBDF2 VHL
de Alemania, Francia y Reino Unido. El panel incluye
10 341 sondas dirigidas a 113 genes que se relacionan CDKN2A  FANCM NF2 RINT1 wri
con la predisposicion al cancer (tabla 3) y que se han CEBPA FH NSD1 RUNX1 XPA
evaluado en estudios de casos de la poblacion frente CHEK? FLCN NTHLT SDHA XPC
a contr.oles.. IAS|m|sm‘o, se‘mcluyen 48 SNP para la CTRC GALNTIZ  PALB2 SDHAE? XRCC2
determinacion de la identidad y el sexo 'y 77 SNP para la
DDB2 GATAZ2 PDGFRA SDHB

puntuacion del riesgo poligénico BOADICEA. . El analisis
permite detectar variantes de nucledtido tnico (SNV), DICER1 GPC3 PHOXZ2B SDHC

inserciones/deleciones (indels) y variantes en el nimero
de copias (CNV, Copy-Number Variants) en un Unico
ensayo (tabla 4, tabla 5).

a. Para obtener la lista completa de SNP incluidos en el panel, visite
www.illumina.com/TruSightHereditaryCancer.

Tabla 2: Preparacion de lotes de muestras y variacion de rendimiento entre instrumentos y Kits de reactivos

Sistema de ) ) Lecturas - Duracion Unidades de plexado
o Kit de reactivos g Rendimiento ; n
secuenciacion? unicas del experimento de la muestra
iSeq 100 System 10011 4 M 1,2 Gb 19h 2
v2 Micro 4 M 1,2 Gb 19h 2

MiSeq Systemy

MiSeqDx System v2 Standard 15 M 4,5Gb 24 h 9
v3 Standard 25M 7,5Gb 28 h 16
Rendimiento medio 8M 2,4 Gb 17 h 5
MiniSeq System
Rendimiento elevado 25M 7,5 Gb 24 h 16
NextSeq 550 System y Rendimiento medio 130 M 39Gb 26 h 80
NextSeq 550Dx System oo dimiento elevado 400 M 120 Gb 39h 256

a. Los rendimientos y tiempos tedricos de iSeq 100 System y MiniSeq System se basan en las especificaciones del instrumento. La verificacion interna de TruSight Hereditary
Cancer Panel solo se ha realizado en MiSeq System y NextSeq 550 System.
b. La productividad de muestras se basa en una cobertura promedio de 300x por muestra.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico. M-GL-02150 ESP v1.0 |

3


http://www.illumina.com/TruSightHereditaryCancer

TRUSIGHT HEREDITARY CANCER PANEL

Tabla 4: Deteccién de variantes en muestras de Horizon Discovery con TruSight Hereditary Cancer Panel?®

MAF observada con diferentes

aportes de ADN¢

Tipo de MAF
Muestra Gen Variante variante Consecuencia prevista 50 ng 25ng 10 ng
BRCA1 P871L SNV mutacion con cambio de sentido 100 % 100 % 100 % 99,8 %
BRCAT1 S1613G SNV mutacion con cambio de sentido 50 % 49,8 % 47,7 % 45,8 %
BRCA1 K1183R SNV mutacion con cambio de sentido 50 % 45,0 % 43,9 % 44,9 %
BRCA1 K820E SNV mutacion con cambio de sentido 50 % 481 % 43,6 % 45,6 %
BRCA1 D435Y SNV mutacion con cambio de sentido 50 % 42,8 % 46,3 % 44,6 %
HD793 BRCAZ2 V2466A SNV mutacion con cambio de sentido 100 % 99,9 % 100 % 100 %
BRCAZ2 N289H SNV mutacion con cambio de sentido 50% 392 % 40,5 % 40,5 %
BRCAZ2 N991D SNV mutacion con cambio de sentido 50 % 48,6 % 481 % 48,0 %
BRCA? N1784fs  Delecign ~ MUtacionpordesplazamiento 5oy 4359 357%  389%
BRIP1 S919P SNV mutacion con cambio de sentido 100 % 99,7 % 99,9 % 100 %
NBN E185Q SNV mutacion con cambio de sentido 50 % 1% 351% 385%
BARD1 R378S SNV mutacion con cambio de sentido 50 % 50,5 % 499 % 48,0 %
BRCAZ2 V2466A SNV mutacion con cambio de sentido 100 % 99,9 % 99,9 % 99,8 %
HD794 BRCA?2 2675fs  Insercien  MUtacionpordesplazamiento 5oy 4109 409%  403%
BRIP1 S919P SNV mutacion con cambio de sentido 100 % 999 % 100 % 100 %
NBN E185Q SNV mutacion con cambio de sentido 100 % 100 % 100 % 100 %

a. Lasecuenciacion se realizd en MiSeq System.

b. Laalineaciony lallamada de variantes se realizaron con la aplicacion DRAGEN Enrichment. Los valores de la frecuencia del alelo menos comun (MAF, Minor Allele Frequency)

c. observados son los valores promedio de cuatro réplicas técnicas.

Tabla 5: Deteccidn de variantes en muestras de colaboracion con TruSight Hereditary Cancer Panel2®

vEsiE  GEn Alelo de Alelo de Tipo de COREERIEREE MAF dela MAF dela
referencia la variante variante réplica 1 réplica 2°
Solapamiento . , )
1 de PALB2 CNV cambio de numero de copia Detectado Detectado
) RB1 T TTCAAAA Insercion Insercién dentro del marco de lectura 54,1 % 53,6 %
TSC2 C T SNV Detencion obtenida 49,8 % 475 %
POLE C T SNV Variante con cambio de sentido 441 % 47,0 %
4 CHEKZ2 A G SNV Variante con cambio de sentido 40,8 % 44,9 %
5 MSH6 GA G Delecion Variante por desplazamiento 509% 450 %
del marco de lectura
6 BRCA2 co c Delecion Variante por desplazamiento 299%  363%
del marco de lectura
MLH1 T SNV Detencion obtenida 31,0 % 31,9 %
BRCAT1 T C SNV Variante con cambio de sentido 39,6 % 351 %

a. Lasecuenciacion se realizd en MiSeq System.
b. Laalineaciony lallamada de variantes se realizaron con la aplicacion DRAGEN Enrichment.
c. Lasllamadas de variantes observadas se correlacionan con genotipos previamente comunicados por nuestro colaborador (los datos no se muestran).
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. ATM, BARD1, BRCAT, BRCA2, CDH1, CHEK2,
NBN, NF1, PALB2, PTEN, STK11, TP53

.T) APC, AXIN2, BMPR1A, CHEK2 EPCAM, GREMT,
MLH1 MSH2, MSH86, PMS2, MSH3, MUTYH,
Colon | NTLH1, POLD1, POLE, PTEN, SMAD4, STK11, TP53

ATM, BARD1, BRCAT, BRCA2, CDH1, CHEK2,
NBN, NF1, PALB2, PTEN, STK11, TP53

1’ CDH1

Gastrico

.-,' MENT, NF2, RB1, RET, SDHAF2, SDHB, SDHC,
e SDHD, TSC1/2, VHL, TP53, WT1

Figure 2: Los genes incluian que tenian asociaciones conocidas
con la predisposicion genética a tipos especificos de cancer.

Flujo de trabajo rapido de
preparacion y enriquecimiento
de librerias

TruSight Hereditary Cancer Panel usa lllumina DNA Prep
with Enrichment, lo que permite una rapida preparacién
de librerias, con librerias listas para la secuenciacién

en 6,5 horas, incluido solo 2 horas de tiempo de
participacion activa. Un componente clave de la solucién
lllumina DNA Prep with Enrichment es la tagmentacion
en bolas, que usa transposomas vinculados por bolas
para mediar en una reaccion de tagmentacion uniforme
(figura 3). Con esta estrategia no son necesarios pasos
de fragmentacion del ADN separados. En el caso de

los aportes de ADNg entre 10 y 50 ng, la normalizacién
de ADN por saturacion también evita la necesidad de
pasos individuales de cuantificacion y normalizacion

de librerias antes del enriquecimiento. El enriquecimiento
de objetivos se produce mediante la reconocida quimica
de captura hibrida, que permite detectar de forma

fiable las variantes relevantes para SNV, indels y CNV.
Las librerias se hibridan con sondas marcadas con
biotina especificas para las regiones de ADN selectivas.
Los objetivos se capturan con bolas magnéticas de
estreptavidina que se unen a las sondas con biotina y,

a continuacion, extraen de la solucién los fragmentos
unidos. Una vez que los fragmentos capturados se
eluyen de las bolas, la libreria selectiva esté lista para

la secuenciacion.

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

Transposoma vinculado
por bolas para
enriquecimiento

(eBLT, enrichment
Bead-Linked Transposome) ¢

ADN Complejo de ADN y eBLT
Tagmentacion con eBLT

Libreria tagmentada

¢ Cebadores de PCR de indices

indice M Cebador de secuenciaciér

de la lectura | (SP de Rdl)

¢ PCR de indices

Libreria indexada

¢ Agrupacion de librerias preenriquecidas
(opcional)

Libreria de muestras agrupadas

¢ Adicién de panel de sonda con biotina

T e

¢ Enriquecimiento mediante el uso de bolas
magnéticas de estreptavidina

O

Libreria enriquecida

¢ Elucién de librerfa enriquecida de las bolas

Libreria enriquecida e indexada lista para la secuenciacion

Figura 3: Flujo de trabajo de lllumina DNA Prep with Enrichment.
Una reaccion de tagmentacion uniforme mediada por eBLT,
seguida de una reaccion de hibridacion uUnica, permite un flujo
de trabajo rapido y versatil.

Datos precisos

Con capacidad para evaluar 113 genes por muestra,
TruSight Hereditary Cancer Panel proporciona una gran
productividad de muestras al tiempo que conserva
una especificidad y uniformidad excelentes. A fin de
demostrar el rendimiento del ensayo, se analizaron

los criterios de medicién de secuenciacion de dos
sistemas de secuenciacion usando muestras de
colaboradores de la investigacion. Se prepararon

ocho muestras (por duplicado) con un aporte de ADN
de 50 ng con Illlumina DNA Prep with Enrichment con
enriquecimientos de ocho unidades de plexado y se
secuenciaron en MiSeq System y NextSeq System y
los datos se evaluaron con BaseSpace Enrichment App
v3.1.0. Los resultados mostraron un alto porcentaje de
uniformidad de cobertura (figura 4).
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Lectura de enriquecimiento
completada (en objetivo)
100,0

90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

Muestras procesadas
en MiSeq System

. Uniformidad de cobertura

Muestras procesadas
en NextSeq System

Figura 4: Alineacion en el objetivo y uniformidad de cobertura.
EI ADN extraido de las muestras de colaboradores se prepard
usando TruSight Hereditary Cancer Panel y se secuenciaron

en MiSeq System (izquierda) y NextSeq 550 System (derecha).
Se muestran los valores promedio de dos réplicas técnicas
para cada muestra.

Llamada de variantes

Para demostrar el rendimiento de la llamada de variantes
con diferentes niveles de aporte, se prepararon juegos
de 16 muestras con aportes de ADN de 10 ng, 25 ng

y 50 ng. Los juegos de muestras se componian de
cuatro réplicas de cada una de las muestras de Horizon
Discovery (HD), los estandares de referencia de ADNg
BRCA Germline | (HD793) y BRCA Germline Il (HD794).
Cada nivel de aporte fue secuenciado en 16 unidades
de plexado después de prepararse con lllumina

DNA Prep with Enrichment con enriquecimientos de

8 unidades de plexado. La secuenciacioén se realizd

en MiSeq System y los datos se evaluaron mediante

la aplicacion DRAGEN Enrichment. Los resultados
coincidian con la lista publicada de Horizon Discovery
para las muestras de HD793 y HD794, lo que demuestra
resultados reproducibles en todos los niveles de aporte
analizados. Se realizo otro analisis en las muestras de
los colaboradores de la investigacion que contenian
variantes desconocidas (tabla 4). Se preparé un aporte
de ADN de 50 ng de ocho muestras por duplicado
usando lllumina DNA Prep with Enrichment con
enriquecimientos de ocho unidades de plexado y se
secuenciaron en MiSeq System. Mediante el uso de

la aplicacion DRAGEN Enrichment para el andlisis de
los datos, se detectaron variantes de diferentes clases
(SNV, indels y CNV) (tabla 5), que se correlacionaban
con genotipos previamente comunicados por nuestro
colaborador.
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Las aplicaciones DRAGEN Enrichment o BaseSpace
Enrichment se pueden usar para que la llamada de
variantes proporcione los resultados en formato VCF.
Los clientes pueden seleccionar cualquier plataforma de
analisis terciario de terceros para anotar e interpretar las
variantes.

Para obtener mas informacion, incluidos los parametros
de ensayo ajustables para el flujo de trabajo de lllumina
DNA Prep with Enrichment y el impacto en las llamadas
de variantes, lea los parametros definibles por el usuario
en la nota técnica del flujo de trabajo de lllumina DNA
Prep with Enrichment y en la nota técnica de Analyze
germline CNVs with TruSight Hereditary Cancer Panel.

Resumen

TruSight Hereditary Cancer Panel permite a los
investigadores acceder a un juego de contenido
definido por expertos con el que analizar la variacion
dentro de genes previamente vinculados a una
predisposicion al cancer. El juego de sondas optimizado
proporciona una completa cobertura de las regiones
selectivas con una elevada uniformidad de cobertura
para identificar muchas variantes. La combinacién de
este contenido con el método de Illlumina DNA Prep
with Enrichment ofrece un flujo de trabajo rapido y
sencillo con pocos requisitos de entrada de muestras,
asi como la versatilidad de poder usar cualquier
sistema de secuenciacién de sobremesa de lllumina.
TruSight Hereditary Cancer Panel es una solucion

de secuenciacién de gran eficiencia que acelera la
deteccién de variantes asociadas a una predisposicion
al céncer.

Informacion adicional

TruSight Hereditary Cancer Panel
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https://www.illumina.com/content/dam/illumina/gcs/assembled-assets/marketing-literature/trusight-hereditary-cancer-panel-ref-temp-tech-note-m-gl-01341/trusight-hereditary-cancer-panel-ref-temp-tech-note-m-gl-01341.pdf
https://www.illumina.com/content/dam/illumina/gcs/assembled-assets/marketing-literature/trusight-hereditary-cancer-panel-ref-temp-tech-note-m-gl-01341/trusight-hereditary-cancer-panel-ref-temp-tech-note-m-gl-01341.pdf
https://www.illumina.com/products/by-type/clinical-research-products/trusight-cancer-hereditary.html
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Datos para realizar pedidos

N.° de
Producto )

catalogo
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set A,
Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples) 20091654
Illumina DNA/RNA UD Indexes Set B,
Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples) 20091656
lllumina DNA/RNA UD Indexes Set C,
Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples) 20091658
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set D,
Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples) 20091660
lllumina DNA Prep with Enrichment, (S)
Tagmentation (96 Samples) 20025524
lllumina DNA Prep with Enrichment, (S)
Tagmentation (16 Samples) 20025523
lllumina DNA Prep, (S) Tagmentation
(96 Samples) 20025520
lllumina DNA Prep, (S) Tagmentation
(16 Samples) 20025519
iSeq 100 i1 Reagent 20021533
iSeq 100 i1 Reagent 20021534
MiSeq Reagent Micro Kit v2 MS-103-1002
MiSeq Reagent Kit v2 MS-102-2002
MiSeq Reagent Kit v3 MS-102-3003
MiniSeq Mid Output Kit FC-420-1004
MiniSeq High Output Kit FC-420-1003
NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5 20024905
NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 20024908
Flex Lysis Reagent Kit 20018706

© 2023 lllumina, Inc. Todos los derechos reservados. Todas las marcas comerciales pertenecen a lllumina, Inc.
0 a sus respectivos propietarios. Si desea consultar informacién especifica sobre las marcas comerciales,
consulte www.illumina.com/company/legal.html.
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