FICHE TECHNIQUE

TruSightMe
Hereditary
Cancer Panel

Un panel de séquencage
nouvelle génération pour

la recherche sur le cancer
comprenant 113 genes
assocCiés au risque génetique

« Evaluez les mutations germinales associées au risque
de cancer a l'aide d'un contenu de panel complet
basé sur des données avérées.

« Enrichissez et préparez des librairies prétes pour
le séquengage en 6,5 heures, avec une durée de
manipulation de 2 heures seulement.

« Obtenez une excellente uniformité de couverture
pour une détection trés précise des variants
mononucléotidiques, des indels et des variants
du nombre de copies.

« Ajustez le débit et effectuez le séquencage de
2 a 256 échantillons par analyse sur les systemes
de séquengage de paillasse d’lllumina.

illumina-
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Introduction

Les variants génétiques jouent un réle important

dans la détermination de la prédisposition au cancer.
TruSight Hereditary Cancer Panel permet aux chercheurs
d’effectuer une évaluation compléte des génes dans
lesquels se trouvent ces variants. Mis au point en
collaboration avec des experts dans le domaine de

la génomique du cancer, TruSight Hereditary Cancer
Panel est un panel de séquencgage ciblé congu pour
évaluer les mutations germinales dans 113 genes et
125 polymorphismes mononucléotidiques (SNP, Single
Nucleotide Polymorphisms) a des fins d’identification
des variants et d'évaluation des risques polygéniques.

Le test se fait par I'entremise d'oligo-sondes précongues

et prétes a étre utilisées qui couvrent toutes les régions
exoniques et 20 pb de régions introniques adjacentes

pour chaque gene ciblé. Les librairies sont préparées a
I'aide d'une chimie de capture hybride intégrée a lllumina
DNA Prep with Enrichment’. lllumina DNA Prep with
Enrichment utilise une chimie innovante basée sur des billes
incorporant une seule étape d’hybridation simplifiée pour
une préparation de librairies rapide et efficace. lllumina
DNA Prep with Enrichment est compatible avec tous les
systemes de séquencgage de paillasse d’lllumina, offrant de
la flexibilité dans la conception expérimentale et comportant
une vaste gamme de débits d’échantillons (tableau 1)'.
Combinant la vitesse d’lllumina DNA Prep with Enrichment
avec MiSeqg¥¢ System, I'ensemble du flux de travail

(figure 1), de I'échantillon aux données, peut étre complété
en 48 heures.

* |llumina DNA Prep était auparavant connu sous le
nom de Nextera“® DNA Flex Library Prep Kit. Les deux
trousses utilisent la méme chimie de tagmentation et ont
des caractéristiques de performance de produit et des
configurations de trousse identiques.

Echantillon Préparation de librairies

> >

Tableau 1: Caractéristiques de TruSight Hereditary

C

ancer Panel

Paramétre

Détails

Systémes de
séquengage
pris en charge

iSegc 100 System, MiniSegM°®
System, MiSeq System,

MiSegDx System (en mode
recherche), NextSeq"c 550 System,
NextSeq 550Dx System

(en mode recherche)

Taille du panel

403 kb, 113 génes (couvrant
tous les exons), 125 SNP

(48 SNP ID et 77 SNP pour

le score de risque polygénique)

Nbre de sondes

10 341 oligo-sondes

Type d’échantillon

ADN génomique, sang® ou salive?

Entrée d’ADN

50 41000 ng d’ADN

Durée totale du test

48 heures de 'ADN aux données

Temps de préparation
des librairies

Durée totale de 6,5 heures,
durée de manipulation de 2 heures

Débit d’échantillons

384 index disponibles pour le débit
variable de 2 a 256 échantillons
par analyse, avec une couverture
moyenne de 300x (couverture
minimale de 100x)

Echantillons par tube

8 enrichissements (jusqu’a
12 échantillons par enrichissement)

a. L'extraction directe a partir du sang ou de la salive nécessite I'utilisation de Flex
Lysis Reagent Kit (lllumina, référence n° 20018706).

De I'échantillon aux données en 48 heures

Séquencage

Analyse des données

>

Q&’
nd

ADN génomique, ou entrée  TruSight Hereditary Cancer Panel
directe d’échantillons de avec illumina DNA Prep with
sang ou de salive Enrichment

=

=

Compatibilité avec tous les

systemes de séquencage de

paillasse lllumina

Local Run Manager,
BaseSpace® Enrichment App
ou DRAGENMC Enrichment App

Figure 1: Flux de travail de séquengage nouvelle génération (SNG) flexible et rapide — TruSight Hereditary Cancer Panel a été
mis au point avec la chimie de préparation des librairies lllumina DNA Prep with Enrichment qui integre les étapes de préparation
et d’enrichissement des librairies. Un flux de travail rapide, continu et optimisé des opérations permettant d’obtenir des librairies
entierement enrichies en seulement 6,5 heures. TruSight Hereditary Cancer est aussi compatible avec les systémes iSeq 100,
MiniSeq, MiSeq et NextSeq.
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La ﬂeXIbI“té d U déblt avec Tableau 3 : Contenu génique de TruSight Hereditary

X , Cancer Panel
les systemes de sequengage

’ ACD DIS3L2 GREM1 PIK3CA SDHD
lllumina AlP EPCAM HOXB13  PMS2 SLX4
TruSight Hereditary Cancer Panel est compatible avec AKTI ErCCt KIFTE POLDI SMADA
plusieurs systémes de séquencage lllumina, offrant de Ia APC ERCC2 KIT POLE SMARCA4
flexibilité et du controdle sur la conception expérimentale. ATM ERCC3 LZTR1 POT1 SMARCBT1
Les utilisateurs peuvent sélectionner les instruments ou BAPT ERCC4 MAX PRKARIA  SMARCET
aboratore. Lo A6t des échantilons peut varir de 2 & GARDI ERCCS  MENI  PTCHI  SPING
256 échantillons par analyse (tableau 2). BLM FAMI75A  MET PTEN SPREDT

BMPRI1A FANCA MITF RAD50 STKM
BRCAT1 FANCB MLH1 RAD5T SUFU

Conception de contenu
BRCA2 FANCC MRETIA RAD51B TERF2IP

com plete BRIPT FANCD2 MSH2 RAD51C TERT
TruSight Hereditary Cancer Panel comprend une CASR FANCE MSH3 RAD51D TMEM127
|ist,e étendue de ,g‘elnes couramment associés a une CcDC73 FANCE MSH6 RB1 P53
prédisposition génétique aux cancers du sein, du célon,

. . . s CDH1 FANCG MUTYH RECQL4 TSC1
des ovaires et gastriques (figure 2). Le contenu a été
élaboré avec les commentaires et la rétroaction de CDK4 FANCI NBN RET T5C2
grands leaders d’opinion sur I'évaluation des risques CDKN1B FANCL NF1 RHBDF2 VHL
génétiques d’Allemagne, de France et du Royaume-Uni. CDKN2A  FANCM NF2 RINT1 WT1
Le panel comprend 10 341 sondes qui ciblent 113 genes
L p‘ , 'p . q , g , CEBPA FH NSD1 RUNX1 XPA
liés a la prédisposition au cancer (tableau 3) et évalués
dans le cadre d’études populationnelles comparant CHEK2 FLCN NTHL1 SDHA XpPC
les cas cliniques a des groupes témoins. Il comprend CTRC GALNT12  PALB2 SDHAF2 XRCC2
aussi 48 SNP a des fins de détermination du sexe et de DDB2 GATA2 PDGFRA  SDHB
I'identité et 77 SNP pour le score de risque polygénique

. . . DICER1 GPC3 PHOX2B SDHC

BOADICEA?2. Lanalyse permet la détection de variants
mononucle’otidiques (SNV, Single—Nucleotide Variant), a. Pour la liste complete des SNP compris dans le panel, rendez-vous au
d’insertions/de suppressions (indels) et de variants du www.illumina.com/TruSightHereditaryCancer.
nombre de copies (VNC) a partir d'un seul test (tableau 4,
tableau 5).

Tableau 2 : Variation dans le traitement et le débit des échantillons entre les instruments et les trousses de réactifs

. , Trousse de Lectures . Durée de Plexité de

Systeme de séquengage® ) Debit , e S

réactifs unigues I'analyse I’échantillon
iSeq 100 System 10011 4 millions 1,2Gb 19h 2

v2 Micro 4 millions 1,2 Gb 19h 2
Systémes MiSeq et MiSegqDx  v2 Standard 15 millions 4,5Gb 24 h 9

v3 Standard 25 millions 7,5Gb 28 h 16

Débit moyen 8 millions 2,4 Gb 17h 5
MiniSeq System

Débit élevé 25 millions 7,5Gb 24 h 16
Systemes NextSeq 550 et Débit moyen 130 millions 39 Gb 26 h 80
NextSeq 550Dx Débit élevé 400 millions 120 Gb 39h 256

a. Les débits et les durées théoriques des systemes iSeq 100 et MiniSeq sont basés sur les caractéristiques de I'instrument. Une vérification interne de TruSight Hereditary
Cancer Panel a été effectuée uniquement sur les systemes MiSeq et NextSeq 550.
b. Le débit des échantillons est basé sur une couverture moyenne de 300x par échantillon.
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Tableau 4 : Détection des variants dans les échantillons Horizon Discovery en collaboration avec TruSight Hereditary Cancer
Panel@®

FAM observée avec différentes

entrées d’ADN°®

’ Type

Echantillon Géne Variant de variant Conséquence FAM attendue 50 ng 25 ng 10 ng
BRCA1 P871L SNV mutation faux-sens 100 % 100 % 100 % 99,8 %
BRCA1 S1613G SNV mutation faux-sens 50 % 49,8 % 477 % 45,8 %
BRCA1 K1183R SNV mutation faux-sens 50 % 45,0 % 43,9 % 44,9 %
BRCA1 K820E SNV mutation faux-sens 50 % 481 % 43,6 % 45,6 %
BRCA1 D435Y SNV mutation faux-sens 50 % 42,8 % 46,3 % 446 %

HD793 BRCA2 V2466A SNV mutation faux-sens 100 % 99,9 % 100 % 100 %
BRCA2 N289H SNV mutation faux-sens 50 % 392 % 40,5 % 40,5 %
BRCA2 N991D SNV mutation faux-sens 50 % 48,6 % 481 % 48,0 %
BRCA2 N1784fs  Suppression Chang”e‘;;aetr‘]?gg%hase 50 % 42,2 % 357 % 38,9 %
BRIP1 S919P SNV mutation faux-sens 100 % 99,7 % 999 % 100 %
NBN E185Q SNV mutation faux-sens 50 % 1% 351 % 38,5%
BARD1 R378S SNV mutation faux-sens 50 % 50,5 % 49,9 % 48,0 %
BRCA2 V2466A SNV mutation faux-sens 100 % 99,9 % 99,9 % 99,8 %

HD794 BRCA2  12675fs Insertion change%aetriw(t)régf)hase 50 % M0%  409%  403%
BRIP1 S919P SNV mutation faux-sens 100 % 99,9 % 100 % 100 %
NBN E185Q SNV mutation faux-sens 100 % 100 % 100 % 100 %

a. Le séquencgage a été effectué avec MiSeq System.
b. Lalignement et 'appel de variants ont été effectués a I'aide de DRAGEN Enrichment App.
c. Les valeurs de fréquence d'alléle mineur (FAM) observées sont des valeurs moyennes provenant de quatre réplicats techniques.

Tableau 5 : Détection des variants dans les échantillons en collaboration avec TruSight Hereditary Cancer Panel?

Echantillon Géne Allgle de Alicleides Type de Conséquence I,:AM I,:AM
référence variants variant rep. 1° rep. 2¢
1 Chevauchement VNC variation du nombre de copies Détectée Détectée
PALB2
RB1 T TTCAAAA  Insertion _ Insertion 541% 53,6 %
2 interchromosomique
TSC2 C SNV Non-sens 49,8 % 47,5 %
3 POLE C T SNV Variant faux-sens 441 % 470 %
CHEK2 A G SNV Variant faux-sens 40,8 % 449 %
. Variant de changement o o
5 MSH6 GA G Suppression de phase 50,9 % 45,0 %
6 BRCA?2 co c Suppression  variantde changement 29,9 % 36,3 %
de phase ! !
MLH1 C T SNV Non-sens 31,0 % 319 %
BRCAT1 T C SNV Variant faux-sens 39,6 % 351 %

a. Le séquencage a été effectué avec MiSeq System.
b. Lalignement et I'appel de variants avec DRAGEN Enrichment App.
c. Les appels de variants observés sont en corrélation avec les génotypes décrits précédemment par notre collaborateur (données non présentées).
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ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, CDH1, CHEK2,
NBN, NF1, PALB2, PTEN, STK11, TP53

APC, AXIN2, BMPR1A, CHEK2 EPCAM, GREM],
MLH1 MSH2, MSH6, PMS2, MSH3, MUTYH,
NTLH1, POLD1, POLE, PTEN, SMAD4, STK11, TP53
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ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, CDH1, CHEK2,
NBN, NF1, PALB2, PTEN, STK11, TP53

-4

Ovaires
(’ CDH1

Gastrique

" MENT, NF2, RB1, RET, SDHAF2, SDHB, SDHC,
Autre SDHD, TSC1/2, VHL, TP53, WT1

Figure 2 : Génes inclus qui ont des associations connues
avec une prédisposition génétique a des types spécifiques
de cancers.

Flux de travail rapide de
préparation et d’enrichissement
de librairies

TruSight Hereditary Cancer Panel utilise lllumina DNA Prep
with Enrichment, ce qui permet une préparation rapide des
librairies, avec des librairies prétes pour le séquengage en
6,5 heures dont une durée de manipulation de 2 heures
seulement. Lun des plus importants composants de

la solution Illumina DNA Prep with Enrichment est la
tagmentation sur billes, qui utilise des transposomes

liés aux billes comme agents médiateurs pour produire

une réaction de tagmentation plus uniforme (figure 3).
Cette stratégie permet d’éliminer la nécessité des étapes
de fragmentation de I'’ADN. Pour les entrées d’ADNg de

10 a 50 ng, la normalisation de I'ADN basée sur la saturation
permet aussi d'éliminer la nécessité des étapes de
normalisation et de quantification de chaque librairie avant
leur enrichissement. Un enrichissement ciblé se produit par
I'entremise d’'une chimie de capture hybride qui a fait ses

preuves, permettant ainsi la détection de variants pertinents

pour les SNV, les indels et les VNC. Les librairies sont

hybridées a des sondes marquées a la biotine spécialement

utilisées pour des régions ciblées d’ADN. Les cibles sont
capturées par des billes magnétiques de streptavidine qui
se lient aux sondes biotinylées, en retirant les fragments
liés de la solution. Une fois que les fragments capturés
sont élués des billes, la librairie ciblée est préte pour

le séquencage.

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.

Transposome lié aux ADN Comp\ex:ADNfTLBe

billes pour I'enrichissement
(TL

Be)
+

Tagmentation avec TLBe

Librairie tagmentée

¢ Indexage des primers PCR

Primer de séquengage pour la lecture 2 (Rd2 SP) Index |
p7

¢ Indexage de la PCR

Librairie indexée

Regroupement des librairies préenrichies
(facultatif)

Librairie d‘échantillons regroupés

¢ Ajout d'un panel de sonde biotinylée

T e

¢ Enrichissement a |'aide des billes
magnétiques de streptavidine

Oy

Librairie enrichie

Elution de la librairie enrichie
a partir des billes

Librairie enrichie et indexée préte pour le séquengage

Figure 3 : Flux de travail d’lllumina DNA Prep with Enrichment -
Une réaction de tagmentation uniforme induite par les TLBe
suivie par une réaction d’hybridation unique permet un flux

de travail rapide et flexible.

Données exactes

En sus de la capacité d'évaluer 113 genes par échantillon,
TruSight Hereditary Cancer Panel offre un niveau élevé
de débit des échantillons, tout en maintenant un excellent
degré de spécificité et d’uniformité. Pour démontrer

la performance du test, des mesures de séquengage
provenant de deux systémes de séquengage ont

été analysées a l'aide d'échantillons provenant de
collaborateurs de recherche. Huit échantillons (en double)
avec une entrée d’ADN de 50 ng ont été préparés a

I'aide d’lllumina DNA Prep with Enrichment avec des
enrichissements de 8 plex et séquencés avec MiSeq
System et NextSeq System. Les données ont été évaluées
a l'aide de l'application BaseSpace Enrichment App

v3.1.0. Les résultats ont démontré un fort pourcentage
d'uniformité de couverture (figure 4).
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Enrichissement par lectures élargies . Uniformité de la couverture
100.0 (sur la cible)

90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0
12 8 4 5 6 7 8 1 2 8 4 5 6 7 8

Echantillons analysés
avec MiSeq System

Echantillons analysés
avec NextSeq System

Figure 4 : Alignement sur la cible et couverture uniforme -

De I'’ADN extrait a partir d’échantillons de collaborateurs a

été préparé a l'aide de TruSight Hereditary Cancer Panel et
séquencé dans MiSeq System (gauche) et NextSeq 550 System
(droite). Les valeurs moyennes provenant de deux réplicats
techniques sont présentées pour chaque échantillon.

Appel des variants

Pour démontrer la performance de I'appel de variants

a différents niveaux d’entrée, des ensembles de

16 échantillons ont été préparés avec des entrées d’ADN
de 10 ng, 25 ng et 50 ng. Les ensembles d’échantillons
comprenaient quatre réplicats chacun d’échantillons
Horizon Discovery (HD) de la norme de référence

ADNg HD793 pour les cellules germinales BRCA | et de

la norme de référence ADNg HD794 pour les cellules
germinales BRCA II. Chaque niveau d’entrée était sequencé
en 16 plex apres avoir été préparé a l'aide d’lllumina DNA
Prep with Enrichment avec enrichissement en 8 plex.

Le séquencage a été effectué sur le MiSeq System et les
données ont été analysées a l'aide de DRAGEN Enrichment
App. Les résultats étaient concordants avec la liste publiée
pour Horizon Discovery pour les échantillons HD793 et
HD794, ce qui démontraient des résultats reproduisibles

a tous les niveaux d’entrée évalués. Une autre analyse a
ete effectuée sur des échantillons contenant des variants
inconnus provenant de collaborateurs de recherche
(tableau 4). Cinquante nanogrammes (50 ng) d’entrée
d’ADN provenant de huit échantillons en double ont été
préparés a l'aide d’lllumina DNA Prep with Enrichment

avec des enrichissements en 8 plex et séquencés avec le
MiSeq System. En utilisant I'application DRAGEN Enrichment
App pour I'analyse des données, les variants de différentes
catégories (SNV, VNC et indel) ont été détectés (tableau 5),
ce qui est en corrélation avec les génotypes décrits
précédemment par notre collaborateur.
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L'application DRAGEN Enrichment App ou I'application
BaseSpace Enrichment App peuvent étre utilisées pour
I'appel de variants pour fournir des résultats au format VCF.
Les clients peuvent choisir toute plateforme d’analyse
tertiaire tierce pour annoter et interpréter les variants.

Pour plus de renseignements, notamment les parametres
de test ajustables pour le flux de travail d’'lllumina DNA
Prep with Enrichment et I'impact sur I'appel des variants,
lisez les parametres définissables par I'utilisateur dans la
note technique du flux de travail d’lllumina DNA Prep with
Enrichment et la note technique de I'analyse des VNC
germinaux avec TruSight Hereditary Cancer Panel.

Résumé

TruSight Hereditary Cancer Panel permet aux chercheurs
d’avoir acces a un ensemble de contenu défini par des
experts pour I'analyse des variations a l'intérieur de génes
liés auparavant a une prédisposition au cancer. Lensemble
de sondes optimisé offre une couverture exhaustive a
uniformité élevée des régions ciblées afin de définir de
nombreux variants. La combinaison de ce contenu avec

la méthode d’lllumina DNA Prep with Enrichment permet
un flux de travail rapide et simple avec un faible besoin
d’entrée d’échantillons et la flexibilité d’utiliser tout systeme
de séquencage de paillasse lllumina. TruSight Hereditary
Cancer Panel est une solution de séquengage ciblé
hautement efficace pour accélérer la détection de variants
associés a une prédisposition au cancer.

En savoir plus

TruSight Hereditary Cancer Panel
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