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TruSight” One
Sequencing
Panels

Paneles completos de alto
rendimiento dirigidos a
regiones del exoma asociadas
con enfermedades

« Amplia cobertura de hasta 6700 genes asociados con
enfermedades con una cobertura minima de 20x y dos
opciones de panel.

« Un unico panel versatil sustituye las pruebas iterativas con
un ensayo y un flujo de trabajo.

« Anotacion y generacion de informes intuitivos y potentes
con filtrado génico y generacion de informes definidos por
el usuario.

illumina
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TRUSIGHT ONE SEQUENCING PANELS

Introduccion

Los TruSight One Sequencing Panel se centran en las regiones
exdnicas que albergan mutaciones conocidas causantes de
enfermedades. Centrarse en el subconjunto de genes con
asociaciones conocidas con enfermedades hereditarias dentro
del exoma permite una deteccién de variantes mas eficiente
en comparacion con la secuenciaciéon del genoma completo

o del exoma completo.! Al combinar datos de multiples bases
de datos gendmicas y revisar las directrices de expertos del
sector de todo el mundo, los paneles TruSight One ofrecen

un conjunto completo de regiones objetivo asociadas con
enfermedades disefiadas para cubrir los paneles de genes
causantes de enfermedades solicitados con mayor frecuencia.

Los paneles TruSight One y TruSight One Expanded
proporcionan a los laboratorios de investigacion clinica una
solucion asequible para gestionar una gama de soluciones

de ensayos diversa. Los investigadores pueden elegir analizar
todos los genes en un panel o centrarse en un subconjunto
especifico. Con un uUnico ensayo, los laboratorios pueden
ampliar la oferta existente, optimizar los flujos de trabajo

0 crear una gama de soluciones completa de opciones

de secuenciacion.

TruSight One Sequencing Panel

Los objetivos gendmicos con asociaciones con enfermedades
se han tomado de la Human Gene Mutation Database (HGMD),?
el catdlogo Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM),?
GeneReviews,* los paneles de secuenciacion TruSight de

Genes asociados a
enfermedades tomados de

Objetivos génicos
suministrados por expertos

[llumina desarrollados anteriormente® y la informacién que han
facilitado directamente expertos del sector (figura 1). TruSight
One Sequencing Panel cubre 12 Mb de contenido gendmico,
que incluye mas de 4800 genes asociados con fenotipos
clinicos especificos. Esto permite a los investigadores dedicar
Su tiempo y sus recursos a los genes de los que se conocen
asociaciones con enfermedades.

TruSight One Expanded Sequencing Panel

TruSight One Expanded Sequencing Panel se ha desarrollado
con los mismos principios rectores que el panel original y se ha
optimizado para mejorar la cobertura en regiones de las que

se tiene constancia que muestran un rendimiento insuficiente.
El disefio del panel Expanded se dirige a 16,5 Mb de contenido,
incluidos los mas de 4800 genes originales y aproximadamente
1900 genes adicionales con nuevas asociaciones con
enfermedades en las bases de datos de referencia.

Amplia cobertura de contenido

El disefio de la sonda ofrece una cobertura
completa

Los TruSight One Sequencing Panel cuentan con un disefio de
sonda muy optimizado que permite analizar simultaneamente
numerosas variantes. Ambos paneles incluyen mas de

125 000 sondas construidas contra el genoma de referencia
NCBI37/hg19 humano.® Las sondas de TruSight One se
construyeron utilizando un proceso de disefio iterativo con

Genes en analisis
actualmente

bases de datos de referencia del sector
DECIPHER Region de Asia-Pacifico EuroGentest
HGMD .
OMIM Region de Europa NHS
ClinVar Norteameérica UK Genetic Testing Network
HENG Sudamérica
ICCG

Listas de genes definitivas para la TruSight One Sequencing Panel Series

Figura 1: Colaboradores de contenido genético en todo el mundo para los TruSight One Sequencing Panel. Los paneles TruSight One
se centran en regiones exonicas del genoma con mutaciones conocidas asociadas con enfermedades. La combinacion de datos

de varias fuentes publicas garantiza que los paneles cubran todos los genes ya revisados en el ambito de la investigacion clinica.

DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources): Base de datos de desequilibrio cromosémico

y fenotipo en humanos con recursos de Ensembl; HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee): Comité de nomenclatura de genes de la Organizacion

del genoma humano (HUGO, human genome organization); ICCG (International Collaboration for Clinical Genomics): Colaboracién internacional para

gendmica clinica; NHS (National Health Service): Servicio nacional de salud (del Reino Unido).
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pruebas funcionales para garantizar un rendimiento y una
profundidad de cobertura 6ptimos. El resultado es una
cobertura =20x del 95 % de las regiones objetivo en el panel
(tabla 1)."

Las sondas de 80-mero son selectivas para librerias de Illumina
DNA Prep with Enrichment con tamafios medios de fragmentos
de aproximadamente 300 pb y tamafos de fragmento de entre
150y 220 pb, lo que enriquece una amplia cobertura de bases

mas alld del punto medio de la sonda (figura 2).

Tabla 1: Especificaciones de TruSight One Sequencing Panel

TruSight One

Parametro TruSight One

Expanded
Tamafo de la
region objetivo 12 Mb 16,5 Mb
acumulado
N.° de genes
objetivo 4811 6704

N.° de exones

Aprox. 62 000 Aprox. 86 000

objetivo

Tamafo de

la sonda 80-mero 80-mero
N.° de sondas 125395 183 809
Jamano det 150-220 pb 150-220 pb
ragmento

Cobertura minima? 220x 220x
Cobertura media >100x >100x%

a. 95 % de las regiones objetivo cubiertas normalmente a >20x (es posible un
mayor porcentaje de cobertura con menos muestras por experimento)

* El porcentaje se calcula promediando la cobertura media de
cada exdn, no de cada base.

Por tanto, ademas de cubrir las principales regiones exonicas,
los paneles cubren las regiones que flanquean los exones, que
pueden ofrecer informacion bioldgica importante (p. €j., sitios
de corte y empalme y regiones reguladoras).

Tamanfo de la librerfa (aprox. 300 pb)

Adaptador

(aprox. 65 pb) Fragmento aprox. 150-220 pb

Figura 2: Tamafio de la sonda de TruSight One. Con una libreria

de ADN de 300 pb (tamafio de fragmento de entre 150 y 220 pb),
la sonda enriquecera una amplia cobertura de bases mas alla de
su punto medio.

Compatible con numerosos instrumentos
de secuenciacion

Los paneles TruSight One son ideales para su uso en los
sistemas de secuenciacion de sobremesa de lllumina.

La tabla 2 proporciona la productividad de muestras
recomendada para MiSeq™ System, NextSeq™ 550 System,

y NextSeq 2000 System. Independientemente del sistema

de secuenciacion de lllumina, los paneles TruSight One
proporcionan sistematicamente una alta profundidad de
cobertura. Dado que los paneles TruSight One se centran en la
secuenciacion de un subconjunto del genoma (p. €j., genes con
asociaciones fenotipicas), estos genes o regiones objetivo se
pueden secuenciar con una gran profundidad de coberturay
ofrecer resultados con un alto grado de confianza (tabla 3).

Tabla 2: Productividad de muestras recomendada para los TruSight One Sequencing Panel

N.° de muestras por experimento? por instrumento y configuracién de 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. Longitud de lectura de hasta 2 x 150 pb; basada en una cobertura media de 100x del contenido objetivo.
b. Se puede obtener una mayor productividad con TruSight One Expanded Panel en NovaSeq™ 6000 System (96 muestras por experimento, celda de flujo S1).
c. Sepuede lograr una productividad similar con NextSeq 1000 System y NextSeq 2000 System con celdas de flujo P2.
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Tabla 3: Alta profundidad de cobertura con los TruSight One Sequencing Panel

Cobertura de objetivos a

Uniformidad

Profundidad de lectura

de cobertura

por muestra (lecturas

1% 10x 20x% 50x que pasan el filtro)
TruSight o 0 o . . )
One Panel 95,3 % 991% 98,3 % 97,6 % 94,7 % 22 millones
TruSight One 96,8 % 99,4 % 98,9 % 98,6 % 97,5 % 33 millones

Expanded Panel

Flujo de trabajo optimizado
y totalmente compatible

Cada paso del flujo de trabajo de TruSight One Panel, desde
la preparacion de librerias hasta el analisis de datos final, esta
optimizado para proporcionar un experimento de ADN a datos
optimizado en tan solo dos dias (figura 3)." Los TruSight

One Panel se venden como kits modulares que contienen
Unicamente oligonucledtidos de enriquecimiento. Los paneles
se integran perfectamente con lllumina DNA Prep with
Enrichment, (S) Tagmentation Kits e lllumina DNA UD Indexes
(se venden por separado) para la preparacion de librerias.

La estrategia modular proporciona una mayor flexibilidad
para el procesamiento de muestras.

Preparacion de librerias sencilla y eficiente

Un componente clave de lllumina DNA Prep with Enrichment
es la tagmentacion en bolas (figura 4), que usa transposomas
vinculados por bolas para mediar en una reaccion de
tagmentacion uniforme. Esta estrategia ofrece varias
ventajas significativas:

« Enelcasode que lacantidad de ADN gendmico de entrada
sea =50 ng, no hace falta efectuar una cuantificacion exacta
de la muestra de ADN inicial, puesto que el tamafo del
fragmento de ADN no se ve afectado, con el consiguiente
ahorro del tiempo y los costes asociados al uso de kits
y reactivos.

« Latagmentacion en bolas elimina la necesidad de llevar
a cabo pasos independientes de fragmentacion de ADN,
lo que permite ahorrar el tiempo y los costes asociados
al uso de consumibles durante dichos pasos.

« Enelcasode entradas de ADN gendmico de entre 50 y
1000 ng, el proceso de normalizacion de ADN por saturacion
elimina la necesidad de cuantificar y normalizar librerias una
por una antes del enriquecimiento.

T Tiempo medio para un panel de genes selectivo.
Los tiempos pueden variar en funcion de la configuracion
de los experimentos.
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Preparacion o2 Analizary
. . Secuenciacion . 4
de librerfas generar informes

lllumina DNA Prep
with Enrichment Oligonucleétidos
de enriquecimiento
de TruSight One
o TruSight One Expanded

Andlisis secundario
de DRAGEN Emedgene®

MiSeq System,
NextSeq 550 System
y NextSeq 2000 System

TruSight One Panels

Figura 3: El flujo de trabajo de TruSight One de Illumina ofrece
una solucion para cada paso, desde la preparacion de librerias
hasta el analisis de datos y la elaboracién de informes de datos.

a. Emedgene esta disponible como plataforma de software opcional para el andlisis
de ADN germinal que es compatible con cualquier método de preparacion de
librerias para permitir una interpretacion de datos y una generacion de informes
optimizadas y definidas por el usuario para los flujos de trabajo de investigacion.

« Uninnovador protocolo de hibridacion Unica, de 90 minutos
de duracion, permite que el proceso de enriquecimiento se
lleve a cabo en menos de 4 horas.

Flujo de trabajo del enriquecimiento rapido

Illumina DNA Prep with Enrichment es compatible con los
sistemas de manipulacién de liquidos para automatizar la
preparacion de librerias. Ademas, el flujo de trabajo de TruSight
One emplea una estrategia exclusiva de acumulacién de
muestras antes del enriquecimiento que reduce el nimero de
reacciones de enriquecimiento necesarias. Esta estrategia
emplea cédigos de barras de muestras integrados, lo que
permite acumular hasta 12 muestras en un solo paso de
enriquecimiento. Estos indices de eficiencia reducen el
tiempo de preparacion total de las librerias hasta 6,5 horas,
con aproximadamente 2 horas de tiempo de participacion
activa. Ademas, los reactivos de mezcla maestra asociados

a protocolos basados en placas permiten procesar
simultdneamente varias reacciones. Las librerfas preparadas
se cargan en una celda de flujo para secuenciarlas en el
instrumento adecuado.
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Tagmentacion

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 & Cebador de secuenciacién de la lectura | (SP de Rdl)

e secuenciacion de la lectura 2 (SP de Rd2) indice |
p7

* PCR de indices

Cebado

SPAeRAY indice

Libreria indexada

‘ Agrupacién 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

Libreria enriquecida

* Elucién de libreria enriquecida de las bolas
— —

Libreria enriquecida e indexada lista para la secuenciacion

Figura 4: TruSight One y quimica de tagmentacion de lllumina.
Los oligonucledtidos de enriquecimiento de TruSight One
funcionan con la quimica de tagmentacion en bolas de lllumina,
lo que proporciona un método de enriquecimiento de genes
objetivo rapido y sencillo. El flujo de trabajo combina los pasos
de preparacion de librerias y de enriquecimiento de objetivos

y se puede realizar en 1,5 horas.
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Analisis y generacion de informes completos

Para un analisis, interpretacion y generacion de informes

de datos completos de TruSight One, lllumina ofrece
Emedgene. Emedgene es una herramienta de software
opcional para los flujos de trabajo de investigacion que se
integra con BaseSpace™ Sequence Hub e lllumina Connected
Analytics para acceder a la supervision de experimentos,

las métricas de experimentos y la carga automatizada de
datos de secuenciacion. Incluye acceso basado en la nube

al anélisis secundario de DRAGEN" (Dynamic Read Analysis
for GENomics), lo que permite flujos de trabajo de analisis
secundarios para la secuenciacion de nueva generacion (NGS,
next-generation sequencing) precisos, completos y eficientes.

Algunos beneficios adicionales del analisis de
Emedgene incluyen:

« Interfaz optimizada con inteligencia artificial explicable
(XAl, explainable artificial intelligence) para una priorizacién
de variantes altamente eficiente.

« Automatizacion personalizable definida por el usuario para
estandarizar los flujos de trabajo.

« Flujo de trabajo integrado con el analisis secundario de
DRAGEN e lllumina Connected Analytics para mover los
datos de manera completamente automatizada.

« Analisis compatible entre aplicaciones de enfermedades
hereditarias y tipos de ensayos (p. €j., paneles,
paneles virtuales, secuenciacion del exoma completo
y secuenciacion del genoma completo).

« Plataforma lista para la colaboracion con la opcion de formar
redes privadas y seguras.

Con la tecnologia de la plataforma DRAGEN

Emedgene cuenta con la tecnologia de analisis secundario

de DRAGEN Las caracteristicas esenciales de la plataforma
DRAGEN abordan los principales retos del analisis genémico,
tales como los prolongados tiempos de computacion y los
enormes volumenes de datos. La plataforma DRAGEN ofrece
una rapidez, flexibilidad y rentabilidad que permite que los
laboratorios de cualquier tamafio y disciplina aprovechen mejor
sus datos gendmicos sin sacrificar la precision.

Interpretacion intuitiva y potente

Los clientes informan que Emedgene normalmente les hace
ahorrar entre un 50 % y un 75 % en el tiempo de interpretacion
de datos gracias a la generacion eficiente de informes.®
Emedgene combina multiples funciones para potenciar la
interpretacion definida por el usuario, incluida una anotacion

y una grafica de conocimientos siempre actualizadas, XAl para
clasificaciones automaticas transparentes y respaldadas por
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datos de variantes causantes en las muestras, visualizacion

de variantes, seleccion de variantes, automatizacion definida
por el usuario y mas para facilitar una interpretacién de las
variantes eficiente y fundamentada. Emedgene se ha disefiado
para ofrecer una experiencia intuitiva a los usuarios que les
ayude a conseguir un impacto y una eficacia 6ptimos para
cumplir sus objetivos.

Filtrado basado en paneles con Emedgene

Emedgene es compatible con todas las opciones de

ensayo para enfermedades hereditarias para el andlisis de

la linea germinal, incluidos paneles, exomas y genomas.
Ademas, Emedgene permite a los usuarios crear por medios
bioinformaticos «paneles virtuales» a partir de los TruSight
One Sequencing Panel u otros tipos de datos de secuenciacion
de nueva generacion (NGS, next-generation sequencing),
como la secuenciacion del exoma completo o del genoma
completo (figura 5). Esta estrategia permite a los laboratorios
estandarizar multiples ensayos en un Unico flujo de trabajo,
con lo que pueden simplificar y optimizar las operaciones del
laboratorio. Ademas, gracias a la estandarizaciéon de un ensayo
principal se puede eliminar la necesidad de actualizar y cambiar
el ensayo para afiadir mas genes con el paso del tiempo,

y facilitar una repeticion del andlisis y la adicién de mas genes
cuando sea necesario.

Edit Gene List

Gene List Name

TruSight One Expanded

Candidate Genes

This gane liss includas 4308 genes
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Figura 5: Paneles virtuales personalizables. Emedgene ofrece la
capacidad de crear paneles virtuales a partir de un subconjunto
de genes, ya sea afiadiendo genes individualmente o por lotes.

Resumen

El flujo de trabajo de TruSight One de lllumina ofrece una
solucion de ADN a datos completa para el entorno de
investigacion clinica. Con los paneles de secuenciacion
TruSight One y TruSight One Expanded, los investigadores
pueden secuenciar rapidamente mas de 4800 genes con
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una asociacion fenotipica clinica conocida. Gracias a la
informacién intuitiva y completa sobre enfermedades raras

y otras enfermedades genéticas y a la solucion de generacion
de informes de Emedgene, el conjunto de datos completo

de TruSight One puede ofrecer subpaneles personalizados
que responden a areas especificas de investigacion y
proporcionar una solucioén eficiente y eficaz para el analisis
de enfermedades genéticas.

Informacion adicional

TruSight One Sequencing Panels

Emedgene

Datos para realizar pedidos

Oligonucledtidos de enriquecimiento N2 ge
catalogo
TruSight One Sequencing Combo (15 samples) 20042621
(6 enriohment reactions) o sz
Zw?i%h;ﬁ{graxepnatnriggti—oir;;ichment Oligos 20029226
Kits de preparacion de librerias Eé:é;jlggo
Togmeniaion Sesampies 200
|(|S|)%ms|2ram[))lzs Prep, (S) Tagmentation 20025520
ngr;\;nne:ptl)é\ls? Prep, (S) Tagmentation 20025519
indices ,c\lé:é?lggo
e
o nn e 55 S 2505
o mn e S5 S 25058
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set D, 20091660

Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples)
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