NOTA TECNICA

lllumina DNA Prep
with Enrichment
DX permite

una deteccion

de variantes

muy precisa

Rendimiento demostrado con
muestras de sangre completa

y fijadas en formol y embebidas
en parafina (FFPE, formalin
fixed, paraffin-embedded)
utilizando paneles de sondas
de enriquecimiento de
diferentes tamanos
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ILLUMINA DNA PREP WITH ENRICHMENT DX

Introduccion

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx es una solucion
de preparacién y enriquecimiento de librerias

de secuenciacion de nueva generacion (NGS,
next-generation sequencing) que cumple con el
Reglamento de la Union Europea (UE) 2017/746 sobre
los productos sanitarios para diagndstico in vitro y que
esta regulada por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA, Food and Drug Administration).
Admite una amplia gama de cantidades de entrada de
ADN gendémico (ADNg) extraido de sangre completa

o de tejido fijado en formol y embebido en parafina
(FFPE). Cuando se combina con MiSeq™Dx Instrument,
NextSeq™ 550Dx Instrument o NovaSeq™ 6000Dx
Instrument, lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
permite a los laboratorios clinicos afiadir paneles de
enriquecimiento de secuenciacion selectiva a su oferta
de aplicaciones de diagndstico.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx admite paneles
fijos y personalizados de distintos tamanos, incluidos
los paneles de exoma. El kit es compatible con paneles
de oligonucledtidos de ADN de enriquecimiento de
lllumina y de terceros para una mayor flexibilidad.

Esta nota técnica demuestra el rendimiento
excepcional de lllumina DNA Prep with Enrichment

Dx en la produccién de datos de secuenciacion de
alta calidad y la deteccion sensible de variantes
germinales y somaticas con control de referencia y
muestras de sangre completa y FFPE de la vida real
(figura 1). Se utilizaron varios paneles de sondas de
enriguecimiento de lllumina y de terceros que cumplen

las especificaciones para la validacion con lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx (tabla 1) para la evaluacion
como prueba de concepto.

Tabla 1: Requisitos del panel de sondas de Illumina
DNA Prep with Enrichment Dx@

Parametro Especificacion

ADN de cadena sencilla

Tipo de sonda 0 de cadena doble

Longitud de sonda 80 pb 0120 pb
Tamafio de panel 500-675 000 sondas
Entrada de sonda total® >3 pmol

a. Los paneles que no cumplen estas especificaciones no se han validado
y se consideran usos extraoficiales.

b. Para el enriquecimiento con plexicidades de 1 unidad de plexado a 12 unidades
de plexado.

Metodos
Muestras y extraccion de ADN

Las muestras para la evaluacion incluyeron material

de referencia NA12878 del Coriell Institute, ADN de
referencia comprometido con formol Horizon HD799 y
ADN extraido de muestras de sangre completa y tejido
FFPE de la vida real. Se puede usar cualquier método
de extraccion validado. Para obtener mas informacion
sobre la preparacion de muestras, consulte la hoja de
datos de Illumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Preparacion Preparacion o,
para P Secuenciacion Analisis de datos
de muestras de librerias

Método de extraccion [llumina DNA Prep

de ADN validado with Enrichment Dx
por el cliente

@?ﬁg ml @
|

Local Run Manager? o

MiSeqgDx Instrument, aplicacion DRAGEN for Illumina
NextSeq 550Dx Instrument DNA Prep with Enrichment Dx en
o NovaSeq 6000Dx Instrument el servidor DRAGEN con

lllumina Run Manager®

Figura 1: Flujo de trabajo de lllumina DNA Prep with Enrichment Dx: el ADN se extrajo siguiendo protocolos estandar. Las librerias
se prepararon con lllumina DNA Prep with Enrichment Dx y varios paneles de sonda de captura hibrida, seguidos de secuenciacion

y andlisis de datos.
a. MiSeqDx Instrument y NextSeq 550Dx Instrument.

b. Disponible en NextSeq 550Dx Instrument y NovaSeq 6000Dx Instrument.
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Tabla 2: Especificaciones del panel de enriquecimiento utilizadas para la evaluacion

Funcion del panel Exome Panel | Exome Panel T Large Panel | Midsize Panel | Small Panel |
Tamafio de panel 45,2 Mb 33 Mb 12 Mb 1,94 Mb 255 kb
Tamanfo de la sonda 80 pb 120 pb 80 pb 80 pb 80 pb

Tamario del panel, longitud total de la secuencia en las regiones objetivo; tamafio de la sonda, longitud de la sonda de extraccion de enriquecimiento.

Enriquecimiento y preparacion de librerias

Se prepararon librerias de todas las muestras utilizando
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Se introdujeron
50 ng 0 1000 ng de ADN extraido o el volumen total

en la preparacion de librerfas. La hibridacion se llevo a
cabo con cinco paneles de enriquecimiento diferentes
(tabla 2). Las librerias preparadas a partir de muestras
de sangre completa y FFPE se hibridaron como
reacciones de enriquecimiento de 12 unidades de
plexado y 1T unidad de plexado, respectivamente.

Secuenciacion

Las librerias preparadas se secuenciaron en MiSegDx
Instrument o NextSeq 550Dx Instrument con MiSegDx
Reagent Kit v3 o NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cycles), respectivamente, con una longitud

Analisis de datos

Los archivos FASTQ se generaron a partir de llamadas
de bases con GenerateFASTQ Dx Module en Local Run
Manager. El analisis de los archivos FASTQ se llevé a
cabo con scripts personalizados. Se realizaron analisis
y visualizacién de datos adicionales con Microsoft Excel
o0 el software estadistico JMP. La aplicacion DRAGEN
for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx es una opcion
para el analisis secundario.

Resultados

Para evaluar lllumina DNA Prep with Enrichment Dx,
se secuenciaron y analizaron librerias preparadas
con diferentes paneles de sondas. El rendimiento se
midio empleando diversos criterios de medicion de

de lectura de 2 x 151 pb. secuenciacion, entre los que se incluyen la uniformidad
de cobertura, el enriqguecimiento de lectura completada

y la mediana de la longitud de fragmentos.

Tabla 3: Rendimiento del ensayo con ADN de control en todos los paneles de enriquecimiento

Cantidad Enriqueci-

Panel de entrada miento de  Uniformidad dy%ﬂaﬂid Recuperacién  Precisién  Recuperacién  Precisién
de ADN lectura Unica de cobertura de fra %emo de SNV de SNV de indel® de indel®
(ng) completada 9
50 78,65 95,37 % 175 96,11 % 98,16 % 89,84 % 84,19 %
Exome Panel |
1000 80,81 96,35 % 197 96,47 % 99,60 % 91,10 % 94,05 %
50 93,29 97,50 % 178 96,26 % 99,34 % 92,18 % 90,27 %
Exome Panel T
1000 92,69 97,78 % 198 96,40 % 99,63 % 91,30 % 96,01 %
50 82,43 95,78 % 188 97,91 % 98,99 % 89,68 % 83,89 %
Large Panel |
1000 83,91 96,92 % 213 98,13 % 99,82 % 90,70 % 94,66 %
50 78,34 98,10 % 180 98,54 % 99,88 % N/D N/D
Small Panel |
1000 76,86 98,26 % 202 98,54 % 100 % N/D N/D

a. Recuperacion = verdaderos positivos/(verdaderos positivos + falsos negativos).
b. Precision = verdaderos positivos/(verdaderos positivos + falsos positivos).
N/P: no procede
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La capacidad de llamar con precision las variantes de
nucledtido Unico (SNV, single-nucleotide variants) y las
inserciones/deleciones (indel) se determind mediante
criterios de medicion de recuperacion y precision.

Para empezar, se usaron 50 ngy 1000 ng de ADN de
referencia de NA12878 para preparar librerias con cuatro
paneles. Se obtuvieron datos de secuenciacion de alta
calidad, lo que permitié una llamada precisa de variantes
de la linea germinal en todos los paneles incluidos para
la evaluacion (tabla 3).

Estos resultados demuestran la capacidad de Ia
tagmentacion en bolas utilizada por lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx para normalizar las muestras con
entradas variables con efectos minimos en la calidad
de los datos, o que permite eliminar los pasos de
normalizacion del protocolo y proporciona un ahorro
de tiempo considerable.

Se observaron un enriquecimiento de lecturas
completadas y una uniformidad de cobertura elevados
con el uso de ADN extraido de muestras de sangre
completa, la solucién lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx y tanto Exome Panel | como Small Panel | (tabla 4).
Del mismo modo, se observo una alta uniformidad

de cobertura con librerias FFPE enriquecidas con
Midsize Panel y librerias de HD799 enriquecidas con el
mismo panel, lo que permiti¢ una llamada de variantes
somaticas de alta precision (tabla 5).

Tabla 4: Rendimiento con entrada de sangre completa

Enriqueci-

) . ) Mediana
Panel mlentq d.e Uniformidad de longitud
lectura unica de cobertura B EEImeEe
completada 9
Exome Panel | 81,14 95,68 % 203
Small Panel | 77,64 98,13 % 193

Tabla 5: Rendimiento con referencia comprometida
con formol y entrada FFPE de la vida real

Cantidad Unifor- Recupe-
Panel dngﬁFr;eda de entrada  midad de racion
(ng) cobertura de SNV
50 99,24 % N/D
FFPE
Midsize o
Panel | 1000 9914 % N/D
HD799 50 96,69 % 100 %
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Resumen

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ofrece una
solucion que cumple con el Reglamento UE 2017/746
sobre los productos sanitarios para diagndstico in vitro
y regulada por la FDA para métodos de enriquecimiento
de secuenciacion selectiva, que incluye paneles fijos,
paneles personalizados y paneles de exoma. Esta nota
técnica demuestra el rendimiento éptimo del ensayo
para la secuenciacion de enriquecimiento selectivo y la
llamada de variantes tanto germinales como somaticas.

Informacion adicional

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Declaraciones de uso previsto

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx
(DIV con marcado CE)

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit es un conjunto
de reactivos y consumibles usados para preparar
librerfas de muestras a partir de ADN gendmico
derivado de células y tejidos humanos para desarrollar
ensayos de diagndstico in vitro. Para la preparacion

de librerias especificas para regiones de interés
gendmicas concretas se requieren paneles de sonda
proporcionados por el usuario. Las librerias de muestras
generadas estan concebidas para usarse en sistemas
de secuenciacion de lllumina. lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx incluye software para la configuracion,
supervision y analisis de experimentos de secuenciacion.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx (Estados Unidos)

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx es un juego

de reactivos y consumibles usados para preparar
librerfas de muestras a partir de ADN extraido de
sangre completa periférica y de tejido fijado en

formol y embebido en parafina. Para la preparacion

de librerias especificas para regiones de interés
gendmicas concretas se requieren paneles de sonda
proporcionados por el usuario. Las librerias de muestras
generadas estan concebidas para usarse en sistemas
de secuenciacion de lllumina.
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MiSeqDx Instrument

MiSegDx Instrument esta concebido para la
secuenciacion selectiva de librerfas de ADN formadas
a partir de ADN gendmico humano que se ha extraido
de sangre completa periférica o de tejido fijado en
formol y embebido en parafina (FFPE), en los ensayos
de diagndstico in vitro (DIV) llevados a cabo en el
instrumento. MiSegDx Instrument no esta indicado
para la secuenciacion del genoma completo o de novo.
MiSegDx Instrument debe usarse con un software de
analisis y reactivos de DIV registrados y catalogados,
autorizados o aprobados.

NextSeq 550Dx Instrument (Estados Unidos)

NextSeq 550Dx Instrument esta concebido para

la secuenciacion selectiva de librerias de ADN a

partir de ADN gendmico humano extraido de sangre
completa periférica o de tejido fijado en formol y
embebido en parafina (FFPE), cuando se usa para
ensayos de diagndstico in vitro (DIV) que se realizan
en el instrumento. NextSeq 550Dx Instrument no esta
indicado para la secuenciacion del genoma completo ni
de novo. NextSeq 550Dx Instrument se debe usar con
un software de andlisis y reactivos de DIV registrados
y catalogados, autorizados o aprobados.

NextSeq 550Dx Instrument (Unidn Europea/otros)

NextSeq 550Dx Instrument esta concebido para la
secuenciacion de librerfas de ADN cuando se usa con
ensayos de diagndstico in vitro (DIV) que se realizan
en el instrumento. NextSeg550 Dx Instrument se debe
usar con un software de andlisis y reactivos de DIV
especificos registrados, certificados o aprobados.
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NovaSeq 6000Dx Instrument (Estados Unidos)

NovaSeq 6000Dx Instrument esta concebido para la
secuenciacion selectiva de librerfas de ADN a partir de
ADN gendémico humano extraido de sangre completa
periférica o de tejido fijado en formol y embebido

en parafina (FFPE), cuando se usa con ensayos de
diagndstico in vitro (DIV). NovaSeq 6000Dx Instrument
no esta indicado para la secuenciacion del genoma
completo o de novo. NovaSeq 6000Dx Instrument esta
concebido para usarse con un software de analisis y
reactivos de DIV especificos registrados, certificados
0 aprobados.

NovaSeq 6000Dx Instrument (Union Europea/otros)

NovaSeq 6000Dx Instrument esta concebido para la
secuenciacion de librerias de ADN, cuando se usa con
ensayos de diagndstico in vitro (DIV). NovaSeq 6000Dx
Instrument esta concebido para usarse con un software
de andlisis y reactivos de DIV especificos registrados,
certificados o aprobados.
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