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TruSight” One
Sequencing
Panels

Umfassende
Hochleistungspanels,

die auf krankheitsassoziierte
Regionen des Exoms abzielen

« Umfangreiche Coverage von bis zu
6.700 krankheitsassoziierten Genen mit mindestens
20-facher Coverage und zwei Paneloptionen

« Ein einziges vielseitiges Panel ersetzt iterative Tests durch
einen Assay und einen Workflow

« Intuitive, leistungsstarke Annotation und entsprechende
Ergebnisberichte mit anwenderdefinierter Genfilterung und
Berichterstellung

illumina
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TRUSIGHT ONE SEQUENCING PANELS

Einleitung

Die TruSight One Sequencing Panels konzentrieren sich auf
exonische Zielregionen, die bekannte krankheitsverursachende
Mutationen enthalten. Durch den Fokus auf die Teilmenge der
Gene mit bekannten Erbkrankheitsassoziationen innerhalb des
Exoms ist im Vergleich zur Genom- oder Exomsequenzierung
eine effizientere Variantenermittlung moglich." Die TruSight
One-Panels vereinen Daten aus mehreren genomischen
Datenbanken und die Prifberatung durch Experten der
Branche aus der ganzen Welt. So wird ein umfassender Satz

an Zielregionen mit Krankheitsassoziationen bereitgestellt,

der die am haufigsten bestellten Krankheitsgenpanels abdeckt.

Mit den TruSight One- und TruSight One Expanded-Panels
erhalten klinische Forschungslabore eine kostengunstige
Losung fur ein vielfaltiges Assay-Portfolio. Forscher kénnen alle
Gene in einem Panel untersuchen oder sich auf eine bestimmte
Auswahl konzentrieren. Labore erhalten einen Assay, mit

dem sie ihr Testspektrum erweitern, Workflows optimieren
oder ein komplettes Portfolio an Sequenzierungsoptionen
zusammenstellen kdnnen.

TruSight One Sequencing Panel

Genomische Ziele mit Krankheitsassoziationen wurden in der
Human Gene Mutation Database (HGMD)?, im Katalog Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM)3, in GeneReviews?,

in zuvor entwickelten lllumina TruSight-Sequenzierungspanels®
und durch direkte Beitrage von branchenfihrenden Experten
identifiziert (Abbildung 1). Das TruSight One Sequencing Panel

deckt 12 Mb genomischen Inhalt ab, darunter sind mehr als
4.800 mit spezifischen klinischen Phanotypen assoziierte
Gene. So kénnen Forscher ihre Zeit und ihre Ressourcen fur
Gene mit bekannten Krankheitsassoziationen nutzen.

TruSight One Expanded Sequencing Panel

Das TruSight One Expanded Sequencing Panel wurde unter
denselben Richtlinien wie das Originalpanel entwickelt.

Es wurde weiter optimiert, um die Coverage von Regionen
zu verbessern, bei denen eine suboptimale Leistung bekannt
ist. Das Expanded-Panel weist einen Zielinhalt von 16,5 Mb
auf, einschlieBlich der Uber 4.800 urspringlichen und ca.
1.900 zusatzlichen Gene mit neuen Krankheitsassoziationen
in den Referenzdatenbanken.

Umfangreiche Coverage des
Inhalts

Sondendesign ermoglicht eine umfassende
Coverage

TruSight One Sequencing Panels bieten ein hochst optimiertes
Sondendesign, das die simultane Analyse mehrerer Varianten
ermoglicht. Beide Panels umfassen mehr als 125.000 Sonden,
die in Hinblick auf das menschliche Referenzgenom NCBI37/
hg19 konstruiert wurden.® TruSight One-Sonden wurden Uber
ein iteratives Entwicklungsverfahren mit funktionalen Tests
erstellt, um eine optimale Leistung und eine tiefe Coverage

_Gene mit Genziele bereitgestellt von Derzeit getestete Gene
Krankheitsassoziationen aus Branchenexperten
Referenzdatenbanken

DECIPHER Asien-Pazifik-Raum EuroGentest
HGMD
OMIM Europaischer Raum NHS
ClinVar Nordamerika UK Genetic Testing Network
HGNC Stdamerika
ICCG

Endgultige Genlisten flr die TruSight One Sequencing Panel-Reihe

Abbildung 1: Beitragende zu den globalen Geninhalten der TruSight One Sequencing Panels: Der Fokus der TruSight One-Panels liegt
auf exonischen Regionen des Genoms mit Varianten, die bekannte Krankheitsassoziationen aufweisen. Durch das Verwenden von Daten

aus mehreren &ffentlichen Quellen wird sichergestellt, dass die Panels alle aktuell in klinischen Forschungseinrichtungen gepriften Gene

abdecken.

DECIPHER, Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources; HGNC, HUGO Gene Nomenclature Committee;

ICCG, International Collaboration for Clinical Genomics; NHS, National Health Service.
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sicherzustellen. Das Ergebnis ist eine mindestens 20-fache
Coverage bei 95 % der Zielregionen im Panel (Tabelle 7).

Die 80-mer-Sonden zielen auf lllumina DNA Prep with

Enrichment-Bibliotheken mit mittleren FragmentgréBen von ca.

300 bp und InsertgréBen von 150-220 bp ab und bieten einen
breiten Basenumfang tUber den Mittelpunkt der Sonde hinaus
(Abbildung 2).7

Tabelle 1: TruSight One Sequencing Panel — Spezifikationen

TruSight One

Parameter TruSight One Expanded
Kumqlative_GrO’Be 12 Mb 16,5 Mb
der Zielregion

Anzahl der

Zielgene 4.81 6.704
Anzahl der

Ziel-Exons ca. 62.000 ca. 86.000
SondengroBe 80-mer 80-mer
Anzahl der

Sonden 125.395 183.809
FragmentgroBe 150-220 bp 150-220 bp
Minimale

Coverage? = 20-fach = 20-fach
Durchschnittliche > 100-fach > 100-fach

Coverage

a. 95 % der Zielregionen haben in der Regel eine mehr als 20-fache Coverage
(eine Coverage mit prozentual besserem Ergebnis ist bei weniger Proben je
Lauf moglich).

* Der Prozentwert wird durch Mittelung der mittleren Coverage
fur jedes Exon und nicht fir jede Base berechnet.

So decken die Panels zusatzlich zu den Hauptexonregionen
die flankierenden Exonregionen ab, die wichtige biologische
Informationen enthalten konnen (z. B. SpleiBstellen,
regulatorische Regionen).

GrofRe der Bibliothek (ca. 300 bp)

Adapter Adapter
(ca. 65 bp) Insert ca. 150-220 bp )

Abbildung 2: TruSight One-Sondenumfang: Mit einer 300-bp-
DNA-Bibliothek (InsertgréBe von 150-220 bp) reichert die Sonde
einen weiten Bereich an Basen um ihren Mittelpunkt herum an.

Kompatibel mit einer Reihe von
Sequenzierungsgeraten

Die TruSight One-Panels sind bestens fur lllumina-
Tischsequenziersysteme geeignet. Tabelle 2 gibt den
empfohlenen Probendurchsatz fir das MiSeq™ System,

das NextSeq™ 550 System und das NextSeq 2000 System
an. Die TruSight One-Panels liefern bei allen lllumina-
Sequenziersystemen stets eine hohe Coverage-Tiefe. Da
der Fokus der TruSight One-Panels auf der Sequenzierung
einer Teilmenge der Genome liegt (z. B. Gene mit
Phanotypassoziationen), kdnnen diese Gene bzw. Zielregionen
mit hoher Coverage-Tiefe sequenziert werden, wodurch sich
duBerst zuverlassige Ergebnisse erzielen lassen (Tabelle 3).

Tabelle 2: Empfohlener Probendurchsatz fur TruSight One Sequencing Panels

Anzahl der Proben pro Lauf? nach Gerat und Kit-Konfiguration

MiSeq System
(v3-Reagenzien)

NextSeq 550 System
(mittlere Leistung)

NextSeq 2000
System
(P3-FlieBzelle)

NextSeq 550 System
(hohe Leistung)®

TruSight One Panel 3

12 36 96

TruSight One Expanded Panel® 1

7 24 66

a. Read-Langen von bis zu 2 x 150 bp; ausgehend von 100-facher mittlerer Coverage der Zielinhalte.
b. Hoherer Durchsatz auf dem NovaSeq™ 6000 System (96 Proben pro Lauf, S1-FlieBzelle) fir das TruSight One Expanded Panel.
c. Einvergleichbarer Durchsatz kann mit dem NextSeq 1000 System und dem NextSeq 2000 System mit P2-FlieBzellen erreicht werden.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Tabelle 3: GroBe Coverage-Tiefe mit TruSight One Sequencing Panels

Ziel-Coverage bei

Coverage- Read-Tiefe je Probe
Einheitlichkeit R A Filt
nnertichiel 1-fach 10-fach 20-fach 50-fach REeh el Al e
;raunse'lght One 95,3 % 99,1 % 98,3 % 97,6 % 947 % 22 Mio.
Trusignt One 96,8 % 99,4 % 98,9 % 98,6 % 97,5 % 33 Mio.

Expanded Panel

Optimierter, vollstandig
unterstitzter Workflow

Jeder Schritt des TruSight One Panel-Workflows - von der
Bibliotheksvorbereitung bis zur abschlieBenden Datenanalyse -
ist so optimiert, dass ein DNA-zu-Daten-Versuch in nur zwei
Tagen durchgefihrt werden kann (Abbildung 3)t TruSight
One-Panels werden als modulare Kits angeboten, die
ausschlieBlich Anreicherungs-0ligos enthalten. Die Panels
lassen sich problemlos in lllumina DNA Prep with Enrichment,
(S) Tagmentation-Kits und lllumina DNA UD Indexes (separat
erhaltlich) integrieren. Der modulare Ansatz gewahrleistet eine
hohere Flexibilitat bei der Probenverarbeitung.

Einfache, effiziente Bibliotheksvorbereitung

Eine entscheidende Komponente bei lllumina DNA Prep with
Enrichment ist die On-Bead-Tagmentierung (Abbildung 4).
Diese liefert mithilfe beadgebundener Transposons eine
einheitliche Tagmentierungsreaktion. Diese Methode bietet
mehrere signifikante Vorteile:

» Flr genomische DNA-Zugabemengen = 50 ng ist eine
genaue Quantifizierung der urspringlichen DNA-Probe nicht
erforderlich, da die InsertfragmentgroBe nicht betroffen ist.
Dies spart Zeit und Kosten in Zusammenhang mit Kits und
Reagenzien.

« Die On-Bead-Tagmentierung erfordert keine separate
DNA-Fragmentierung, wodurch Zeit und Kosten fir
entsprechende Verbrauchsmaterialien entfallen.

» Bei Zugaben von 50-1.000 ng genomischer DNA sind dank
des sattigungsbasierten DNA-Normalisierungsverfahrens
vor der Anreicherung weder eine individuelle
Bibliotheksquantifizierung noch Normalisierungsschritte
erforderlich.

« Ein neues 90-minutiges Einzelhybridisierungsprotokoll
ermoglicht die Anreicherung in weniger als vier Stunden.

t Durchschnittliche Dauer fir ein spezifisches Gen-Panel.
Die Zeiten kdnnen je nach Laufkonfiguration variieren.
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B'b“o”?ek Sequenzieren
vorbereiten
E J'

lllumina DNA Prep .
with Enrichment TruSight One- MiSeq System,

oder TruSight One NextSeq 550 System
Expanded-Anreicherungs-Oligos  und NextSeq 2000 System

Sekundéranalyse mit
DRAGEN Emedgene®

TruSight One-Panels

Abbildung 3: Der lllumina TruSight One-Workflow bietet eine
Losung fur jeden Schritt — von der Bibliotheksvorbereitung bis
zur Datenanalyse und der Datenberichterstellung.

a. Emedgene ist als optionale Softwareplattform fir die Keimbahn-DNA-Analyse
verflgbar und fur sédmtliche Bibliotheksvorbereitungsmethoden geeignet.
Die Plattform ermdéglicht eine optimierte, benutzerdefinierte Dateninterpretation
und Berichterstellung im Rahmen von Forschungsworkflows.

Schneller Anreicherungs-Workflow

Illumina DNA Prep with Enrichment ist kompatibel mit
Liquid-Handling-Systemen zur Automatisierung der
Bibliotheksvorbereitung. Zusatzlich verwendet der

TruSight One-Workflow eine einzigartige Proben-Pooling-
Strategie zur Vorabanreicherung, durch die die Anzahl der
notwendigen Anreicherungsreaktionen reduziert wird.

Bei dieser Strategie werden integrierte Probenbarcodes
verwendet, wobei das Pooling von bis zu 12 Proben in einem
Anreicherungsvorgang moglich ist. Diese Effizienz reduziert
die Gesamtvorbereitungszeit der Bibliotheken auf 6,5 Stunden
mit einem manuellen Aufwand von ca. 2 Stunden. AuBerdem
ermdglichen Master-Mischungs-Reagenzien in Verbindung
mit plattenbasierten Protokollen die simultane Verarbeitung
mehrerer Reaktionen. Vorbereitete Bibliotheken werden

auf eine FlieBzelle zur Sequenzierung im entsprechenden
Gerat geladen.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Tagmentierung

Beadgebundenes Transposon DNA
fir die Anreicherung (eBLT)

DNA-eBLT-Komplex

* Tagmentieren mit eBLT

Tagmentierte Bibliothek

* Index-PCR-Primer

\ndex& Read |-Sequenzierungs-Primer (RdI-SP)

erungs-Primer (RA2-SP) Index!
p7

* Index PCR

Read

Indizierte Bibliothek

‘ Pooling vorangereicherter Bibliotheken
(optional)

Gepoolte Probenbibliothek

‘ Hinzufligen des biotinylierten Sondenpanels

T e

‘ Anreichern mithilfe von magnetischen
Streptavidin-Beads

"Opos

P

Angereicherte Bibliothek

* Eluieren der angereicherten Bibliothek
aus Beads

Angereicherte und indizierte Bibliothek, bereit zur Sequenzierung

Abbildung 4: TruSight One und lllumina-Tagmentierungschemie:

Die TruSight One-Anreicherungs-0ligos nutzen die lllumina-
On-Bead-Tagmentierungschemie und erméglichen so ein
schnelles, einfaches Verfahren zur Anreicherung von Zielgenen.
Der Workflow vereint Schritte zur Bibliotheksvorbereitung

und zur Zielanreicherung und kann in 1,5 Stunden

durchgefiihrt werden.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

Umfassende Analyse und Berichterstellung

Zur umfassenden Datenanalyse, Interpretation und
Berichterstellung fur TruSight One bietet Illumina die Software
Emedgene. Bei Emedgene handelt es sich um ein optionales
Softwaretool fur Forschungsworkflows, das sich fur den Zugriff
auf Laufuberwachung, Laufmetriken und den automatisierten
Upload von Sequenzierungsdaten in BaseSpace™ Sequence
Hub und lllumina Connected Analytics integrieren lasst.

Der Zugriff auf die DRAGEN™ (Dynamic Read Analysis for
GENomics)-Sekundaranalyse in der Cloud ermoglicht genaue,
umfassende und effiziente Sekundaranalyse-Workflows fur
die NGS.

Weitere Vorteile der Analyse mit Emedgene:

« Optimierte Schnittstelle mit erklarbarer KI (XAl,
Explainable Artificial Intelligence) zur hocheffizienten
Variantenpriorisierung

« Durch den Anwender anpassbare Automatisierung zur
Standardisierung von Workflows

« Integrierter Workflow mit DRAGEN-Sekundaranalyse und
[llumina Connected Analytics zur vollstandig automatisierten
Datenubertragung

» FUr unterschiedliche Anwendungen in Zusammenhang
mit Erbkrankheiten und Assaytypen geeignete Analyse
(z. B. Panels, virtuelle Panels, Exomsequenzierung und
Genomsequenzierung)

« Plattform flr die Zusammenarbeit mit der Mdglichkeit,
private, sichere Netzwerke zu erstellen

Nutzt die DRAGEN-PIlattform

Emedgene nutzt die DRAGEN-Sekundaranalyse. Grundlegende
Funktionen der DRAGEN-Plattform stellen Lésungen fur haufige
Probleme bei der Genomanalyse bereit, beispielsweise die
lange Berechnungsdauer und die riesigen Datenmengen.

Die DRAGEN-PIlattform zeichnet sich ohne Abstriche bei der
Genauigkeit durch Schnelligkeit, Flexibilitat und Kosteneffizienz
aus, sodass Labore aller GroBen genomische Daten
umfassender auswerten konnen.

Intuitive, leistungsstarke Unterstutzung
bei der Interpretation

Laut Kunden verkilrzt Emedgene die Dateninterpretation dank
der effizienten Berichterstellung in der Regel um 50-75 %.8
Emedgene ermdglicht eine benutzerdefinierte effiziente und
fundierte Varianteninterpretation, indem die Lésung mehrere
Funktionen vereint, darunter ein laufend aktualisiertes
Annotations- und Informationsdiagramm, XAl fur transparente,
evidenzgestltzte, automatisierte Rankings potenzieller
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Ausl@servarianten fur Proben, Variantenvisualisierung,
Variantenkuratierung, benutzerdefinierte Automatisierung
und vieles mehr. Emedgene zeichnet sich durch eine intuitive
Benutzererfahrung aus, sodass Anwender effizient wirksame
Ergebnisse erzielen kénnen.

Panelbasierte Filterung mit Emedgene

Emedgene ist fur unterschiedliche Assays zur Keimbahnanalyse
in Zusammenhang mit Erbkrankheiten geeignet, darunter
Optionen fur Panels, Exome und Genome. Darlber

hinaus ermoglicht Emedgene Anwendern, mithilfe von
Bioinformatik ,virtuelle Panels” aus TruSight One Sequencing
Panels oder Daten anderer NGS-Typen wie Exom- oder
Genomsequenzierung zu erstellen (Abbildung 5). Dieser Ansatz
ermdglicht es Laboren, mehrere Assays in einem einzigen
Standardworkflow zusammenzufassen, was die Ablaufe im
Labor vereinfacht und optimiert. AuBerdem entfallt durch die
Standardisierung auf einem Basis-Assay die Notwendigkeit,
den Assay zu aktualisieren und zu andern, wenn im Laufe der
Zeit weitere Gene hinzugeflugt werden, und bei Bedarf ist eine
effiziente Reanalyse weiterer Gene maoglich.

Edit Gene List

Gene List Name

TruSight Ome Expanded

Candidate Genes

This gans list nchodus 4908 ganes

| [ Ty [ = = n
o] [ | T Trr— T T Ty Ty
[ ([ [ . ([ [ | [
N N |
N R

!mu: ”u:m [|mnu H.ﬂ:nu ||mnn ||.ﬂ:m ||Jcm Hm |

|

Abbildung 5: Anpassbare virtuelle Panels: Emedgene bietet die
Maoglichkeit, virtuelle Panels aus einer Untergruppe von Genen
zu erstellen. Gene konnen hierbei einzeln oder in Gruppen
hinzugeflgt werden.

Zusammenfassung

Der lllumina TruSight One-Workflow bietet eine umfassende
DNA-zu-Daten-L6sung fur klinische Forschungseinrichtungen.
Mithilfe des TruSight One Sequencing Panel oder des

TruSight One Expanded Sequencing Panel kdnnen Forscher
schnell mehr als 4.800 Gene mit bekannten klinischen
Phanotypassoziationen sequenzieren. Mit der intuitiven und
umfassenden Losung fur die Analyse und Interpretation
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seltener und anderer genetischer Erkrankungen sowie die
entsprechende Berichterstellung, die Emedgene bietet,
lassen sich die umfassenden TruSight One-Daten in einzelne
Unterpanels fur spezifische Forschungsbereiche aufteilen.
Damit profitieren Sie von einer effizienten und effektiven
Maoglichkeit zur Analyse von Daten in Zusammenhang mit
genetischen Erkrankungen.

Weitere Informationen

TruSight One Sequencing Panels

Emedgene

Bestellinformationen

Anreicherungs-0Oligos Katalog-Nr.
TruSight One Sequencing Combo (15 samples) 20042621
(6 envichment reactongy o woozse
gw}?i(%h;%r;ehraxepninrgggti—oar;;ichment Oligos 20029226
Bibliotheksvorbereitungskits Katalog-Nr.
Togmenaton Gbsampies) 20025524
|(|S|)%ms|2ram[))lzs Prep, (S) Tagmentation 20025520
ngr;\;nne:ptl)é\ls? Prep, (S) Tagmentation 20025519
Indizes Katalog-Nr.
e o 2oy 20070
e e S S 200
e e S Sl 2000
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set D, 20091660

Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples)
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https://www.illumina.com/products/by-type/clinical-research-products/trusight-one.html
https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/emedgene.html
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