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Introdugao

O sequenciamento de exoma completo (WES, Whole-
exome sequencing) é uma ferramenta essencial

para a descoberta da base genética de doengas e
cancer hereditérios.” A medida que as necessidades
de pesquisa se expandem, os laboratdrios exigem
solugdes de WES que fornegam um enriquecimento
consistente, uma forte representacao de regides
variaveis e ricas em GC e fluxos de trabalho eficientes
que possam ser dimensionados sem aumentar as
demandas de sequenciamento.

O ensaio original lllumina DNA Prep with Exome 2.5
Enrichment forneceu um fluxo de trabalho de WES
simplificado usando processos de enriquecimento
de captura hibrida e compativeis com automacao.

O lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
introduz quimica atualizada para melhor desempenho,
usando menos capacidade de sequenciamento.

O ensaio v2 oferece melhor enriqguecimento no alvo
e minimiza leituras fora do alvo, ao mesmo tempo que
aborda uma cobertura de GC mais baixa e melhora

a uniformidade da cobertura em éxons especificos.
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O enriquecimento mitocondrial opcional e o conteddo
spike-in personalizado sdo compativeis, permitindo que
os laboratdrios refinem ou ampliem a cobertura-alvo no
mesmo fluxo de trabalho.

A solucdo de preparagao e enriqguecimento de
bibliotecas faz parte de um fluxo de trabalho de ponta
a ponta que abrange desde a preparagao de amostras
até a geracgdo de relatérios (Figura 1). O ensaio usa

a mesma preparagao de biblioteca baseada em
tagmentacgdo e enriquecimento de captura hibrida

do ensaio original, mantendo um fluxo de trabalho
compativel com automag&o com desempenho
reproduzivel (Figura 2).

Em conjunto, os avangos no lllumina DNA Prep with
Exome 2.5 Enrichment v2 oferecem um desempenho
aprimorado do enriquecimento, uma melhor
cobertura de regiées GC e opgdes flexiveis de
conteldo, além de permitir estudos escalaveis

sem complexidade adicional.
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Figura 1: Fluxo de trabalho de WES de ponta a ponta
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System, NovaSeq™ 6000
System e NovaSeq X Series
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O Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 faz parte de um fluxo de trabalho abrangente que oferece suporte ao WES, desde a
preparacao da amostra até a analise e interpretacao dos dados. O DNA gendmico extraido é preparado e enriquecido usando o lllumina
DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2, com tempo de manuseio reduzido por meio de fluxos de trabalho compativeis com automacgao.
As bibliotecas enriquecidas sdo sequenciadas e a analise de enriquecimento é executada com o aplicativo DRAGEN Enrichment.
Aidentificacdo de variantes é realizada com o DRAGEN secondary analysis.* A interpretagéo pode ser realizada com ferramentas

como o Emedgene.
a. O DNA é extraido usando o Flex Lysis Reagent Kit.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagndstico.
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Tagmentagéo

- DNA
Transpossoma de enriquecimento
ligado a beads (eBLT, Enrichment
Bead-Linked Transposome)

Complexo DNA-eBLT

Tagmentagao

Indexagédo de PCR
indice 2“ Primer de sequenciamento da leitura 1 (Rd1SP)

Primer de sequenciamento da leitura 2 (Rd2 SP) indice 1
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pré-enri ida com p es ir
—_—
Enriquecimento do exoma de captura hibrida

Biblioteca enriquecida e indexada pronta para o sequenciamento

Figura 2: Preparagédo simplificada de biblioteca baseada
em tagmentagao com enriquecimento do exoma

A quimica de tagmentagdo no bead faz a mediagao

da fragmentagao uniforme e a marcagado do adaptador
com alta tolerancia a variagdo das quantidades de

entrada de DNA.° Apds o enriquecimento de captura
hibrida, as bibliotecas preparadas estao prontas para
sequenciamento e a abordagem de normalizagado integrada
ajuda a dar suporte até mesmo a geragao de dados de
sequenciamento em bibliotecas enriquecidas.

Cobertura abrangente e
focada de variantes associadas
a doengas

O lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
usa um painel de exoma atualizado que equilibra
variedade e eficiéncia ao concentrar a capacidade de
sequenciamento em regiées com a maior relevancia
para a pesquisa de doeng¢as humanas. O kit completo
inclui o Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel,
que oferece cobertura selecionada de sequéncias
codificantes de recursos publicos amplamente usados,
incluindo RefSeq, CCDS, ACMG, COSMIC e OMIM*
(Tabela 1).°™" Essa estratégia de direcionamento reflete
o conhecimento atual de genes associados a doengas,
mantendo um espago ocupado focado que preserva a
eficiéncia do sequenciamento.

* ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics; CCDS, Consensus
Coding Sequence; COSMIC, Catalogue of Somatic Mutations in Cancer;
OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man.

Além da cobertura abrangente no nivel do gene,

0 painel tem como alvo regides exbnicas em que
variantes patogénicas e provavelmente patogénicas sao
frequentemente relatadas em alguns bancos de dados,
como ClinVar e ACMG (Tabela 2). Isso embasa estudos
que dependem de representagao consistente de locais
de variantes bem caracterizados em todo o exoma.

O design também enfatiza o desempenho em regides
desafiadoras, incluindo segmentos ricos em GC e éxons
dificeis de cobrir. Melhorias na colocagao da sonda e
na sele¢ao do alvo ajudam a manter a uniformidade

da cobertura e a minimizar o dropout, permitindo

a detecgao confidvel de variantes em uma ampla
variedade de contextos genémicos.

Tabela 1: Cobertura de regides de codificagao
representadas em bancos de dados principais com
o Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel

Twist
2.5 Panel
Tamanho 37,5Mb 42,21 Mb
RefSeq CDS® 99,1% 98,2%
CCDS cDs’ 99,9% 99,5%
ACMG 73 genes CDS® 99,9% 99,3%
OoMIM™ 99,1% 97,7%

Tabela 2: Cobertura de locais de variantes patogénicas
e provavelmente patogénicas incluidos em bancos de
dados de variantes genéticas relacionadas a doencgas

CDS de variantes patogénicas/provavelmente

0,
patogénicas do ClinVar*" 98,6%

CDS de variantes patogénicas/provavelmente

A ,9%
patogénicas do ACMG 738 99,9%

a. O arquivo publico do ClinVar descreve relages entre variagdes
humanas e fendétipos com evidéncias de apoio. Variantes
patogénicas/provavelmente patogénicas sdo relatadas com
base nas diretrizes de classificagao do ClinVar.

b. Alista de variantes patogénicas/provavelmente patogénicas
do ACMG inclui as variantes sobrepostas entre as sequéncias
codificantes selecionadas dos genes do ACMG e variantes
patogénicas/provavelmente patogénicas do ClinVar.
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Ao concentrar a cobertura na parte mais informativa
do exoma e limitar a representacgao de regides de
baixo valor ou baixo rendimento, o painel permite

o uso eficiente da capacidade de sequenciamento,
mantendo a profundidade onde é mais importante.
Esse espaco ocupado direcionado é compativel com
lotes flexiveis nas plataformas de sequenciamento da
lllumina, permitindo que os laboratdrios otimizem a
produtividade e o custo por amostra de acordo com
o tamanho do projeto e as necessidades experimentais
(Tabela 3).

Ampla cobertura de alvos selecionados

O lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment

v2 oferece ampla cobertura em recursos clinicos

e de pesquisa selecionados em condi¢des de
hibridizagéo répida e estendida (Figura 3). Esse nivel
de cobertura ajuda a garantir que genes e regioes
comumente usados na pesquisa de doengas
humanas sejam consistentemente representados,
reduzindo a probabilidade de lacunas no conteldo
exbnico principal.

OMIM

COSMIC Cancer
Gene Census CDS

ClinVar PV/LPV CDS

ACMG 73 PV/LPV CDS

ACMG 73 genes CDS

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Alvos clinicos cobertos em profundidade =20x (%)

Figura 3: Cobertura consistente de alvos associados
a doengas em condigdes de hibridizacao

O Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
alcanca altos percentuais de alvos que atingem uma
cobertura =20x sob condi¢des de hibridizagdo de 1,5
hora (laranja) e 16 horas (azul). S0 mostrados resultados
representativos para genes e variantes listados nos
principais bancos de dados publicos, incluindo ACMG,
Clinvar, OMIM e COSMIC.2™

ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics;

CDS, coding sequence; COSMIC, Catalogue of Somatic Mutations

in Cancer; OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man;

PV/LPV (pathogenic/likely pathogenic variant, variante
patogénica/provavelmente patogénica.

Tabela 3: Capacidade da amostra para WES por sistema de sequenciamento e Iamina de fluxo?®

N.° de amostras
Profundidade NextSeq 550 System® Nexgstqeiooo NovaSeq 6000 System NovaSeq X System
média desejada
da cobertura-alvo pr"é'jgéz o | or op&lfnié . P P3  SP s S2 | sS4 15bilhdo 10 bilhdes 25 bilhdes
50x 6 19 19 57 25 50 128 310° 62 380 944
100x 3 9 9 28 12 25 64 155 31 190 497
200x 1 4 4 14 6 12 32 77 15 95 248

laminas de fluxo.

d. O pooling de bibliotecas nessa escala exige indices adicionais.

b. Os kits de reagentes NextSeq 550 sdo compativeis com duragdes de leitura de 2 x 150 bp.
c. Aslaminas de fluxo P2 de mesmo rendimento de amostras também est&o disponiveis no NextSeq 1000 System.

a. As estimativas se baseiam em uma durag&o da leitura de 2 x 100 bp, calculada de acordo com experimentos internos tipicos. O nimero de amostras pode variar dependendo do
manuseio do fluxo de trabalho, da qualidade da amostra ou da biblioteca de entrada e da geragédo de dados de sequenciamento real de cada plataforma e lamina de fluxo. Os dados
reais foram adquiridos no NovaSeq 6000 System e no NovaSeq X System, usando laminas de fluxo S4 e 10B, respectivamente, e foram extrapolados para outros instrumentos e

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagndstico.
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Desempenho do enriquecimento

O Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
demonstra um forte desempenho de enriquecimento
para condigdes de hibridizagado de 1,5 hora e 16 horas
(Figura 4). O design refinado da sonda oferece suporte
a uma captura hibrida eficiente, refletida em altas
proporgdes de leituras padded exclusivas e bases
padded exclusivas alinhadas com as regides-alvo.

A cobertura-alvo média é similarmente estavel em
ambas as condi¢des, indicando uma representagao
confidvel dos éxons-alvo. A porcentagem de leituras
exclusivas do filtro de passagem alinhadas com as
regides-alvo também permanece alta, dando suporte
a uma detecgdo confidvel de variantes em loci
biologicamente relevantes.

Uniformidade da cobertura e representagao
do alvo

O lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
também demonstra uma cobertura uniforme e confiavel
em éxons-alvo para condigdes de hibridizagdo de

1,5 hora e 16 horas (Figura 5). O design do painel
oferece suporte a distribuicdo consistente de leituras
em regides-alvo, produzindo valores baixos de
penalidade de base fold-80. Os segmentos ricos em
GC, que tradicionalmente sao dificeis de enriquecer
usando métodos de captura hibrida, mostram melhor
representagao, com redugao do dropout de GC e

um baixo percentual de alvos de cobertura zero em
diversos contextos genémicos.

Em comparagdo com a versao original, o lllumina
DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 apresenta
maior uniformidade de cobertura, menor dropout
de GC e valores reduzidos de penalidade de base
fold-80 (Figura 6). Essas métricas demonstram

um desempenho mais equilibrado e uma detecgao
confidvel de variantes em éxons com composi¢do
de sequéncia variada.

A. Enriquecimento de leitura
padded exclusiva padded exclusiva

100% 100%

90% 90%

80% 80%

70% 70%

60% 60%

Percentual do enriquecimento
de leitura padded exclusiva
base padded exclusiva

50% 50%

Percentual do enriquecimento de

40% 40%
15h 16h 15h 16h

B. Enriquecimento de base

Profundidade média da

C. Profundidade média
da cobertura-alvo

cobertura-alvo (x)

80

D. Leituras exclusivas e alinhadas

do filtro de passagem
100%

3 ~ ® ©
S IS} S o
= = = N

alinhadas do filtro de passagem
g
=

Percentual de leituras exclusivas e

15h 16 h 15h 16h

Tempo de hibridizagédo

Figura 4: Desempenho do enriquecimento em tempos de hibridizagao

O Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 demonstra um desempenho de enriquecimento consistente para tempos de
hibridizagao de 1,5 hora e 16 horas. (A) enriquecimento consistentemente alto de leitura padded exclusiva, (B) enriquecimento forte
de base padded exclusiva nos alvos, (C) profundidade média estavel da cobertura-alvo, (D) percentuais altos de leituras exclusivas
de filtro de passagem alinhadas com as regides-alvo.
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Figura 5: Uniformidade de cobertura em tempos de hibridizacédo

O Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 fornece cobertura equilibrada e consistente para tempos de hibridiza¢do de 1,5 hora
e 16 horas. (A) uniformidade da cobertura nas regides-alvo, (B) percentual baixo de dropouts de GC, (C) percentual baixo de alvos de
cobertura zero, (D) percentual alto de alvos com profundidade de cobertura =250x, (E) percentual alto de bases-alvo cobertas nos limites
de profundidade indicados, (F) valores baixos de penalidade de base fold-80.
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Figura 6: Métricas de cobertura aprimoradas com o lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2

O lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 mostra (A) maior uniformidade de cobertura, (B) dropout de GC reduzido e (C) valores
mais baixos de penalidade de base fold-80, refletindo um melhor desempenho em alvos padrdo e em alvos ricos em GC em comparagao
com a versao original.
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Conteudo de enriquecimento
opcional

O lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment

v2 oferece suporte a conteldo adicional de
enriquecimento que permite que os pesquisadores
estendam ou refinem a cobertura do WES com base
em requisitos especificos do estudo. Essas adigdes
se integram diretamente ao fluxo de trabalho padrao
sem exigir alteragdes nas etapas de preparacao ou
hibridizagdo da biblioteca. A flexibilidade para incluir
conteudo gendémico personalizado torna o fluxo

de trabalho adequado para diversas aplicagdes de
pesquisa, incluindo descoberta de genes de doengas,
gendmica do cancer e estudos mecanisticos de
tragos complexos.

Enriquecimento do genoma mitocondrial

O Twist Bioscience for Illumina Mitochondrial Panel
pode ser adicionado como um spike-in para estender
a cobertura ao genoma mitocondrial dentro do fluxo
de trabalho do lllumina DNA Prep with Exome 2.5
Enrichment v2. A incorporacao desse painel aumenta
a representacao de alvos mitocondriais sem reduzir

a cobertura do painel de exoma padrao (Figura 7).

Ambos os tipos de dados podem ser gerados com
base em uma Unica preparagado de biblioteca e corrida
de sequenciamento.

Conteudo de spike-in personalizado

Os pesquisadores podem expandir a cobertura do
WES usando o lllumina Custom Enrichment Panel v2,
que permite que regides gendmicas definidas pelo
usuario sejam incorporadas a reagdo de captura
hibrida. Isso é valioso para estudos que exigem genes
de doencgas emergentes, regides candidatas de
projetos de descoberta, alvos especificos da instituigdo
ou outros loci ndo incluidos em desenhos de exoma
padrdo. O painel personalizado é adicionado como um
spike-in a etapa de hibridizagdo existente e ndo altera
o fluxo de trabalho principal.

O conteldo de spike-in aumenta a cobertura em
regides selecionadas, mantendo o desempenho no
painel do exoma basico (Tabela 4). Isso fornece uma
maneira eficiente de incorporar alvos adicionais a um
fluxo de trabalho de WES sem executar um ensaio
separado, oferecendo suporte a desenhos de estudo
flexiveis e preservando o desempenho da cobertura
do painel principal.

Cobertura genética mitocondrial

120,0

100,0

80,0

60,0

Cobertura-alvo média

20,0

. lllumina DNA Prep
with Exome 2.5
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| lllumina DNA Prep

with Exome 2.5 v2

Figura 7: Cobertura em nivel de gene com o lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
O lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 fornece uma cobertura consistente em genes mitocondriais, demonstrando uma

representagado estavel do alvo em todo o painel de exoma atualizado.
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Tabela 4: O painel spike-in do lllumina Custom
Enrichment Panel v2 aumenta a cobertura-alvo?

Illumina DNA Prep
with Exome 2.5
Enrichment v2

associado a
painel spike-in
personalizado

Ilumina DNA Prep
Parametro with Exome 2.5
Enrichment v2

Cobertura-alvo

média 66x 154%
Percentual de

alvos cobertos 86,90% 98,60%
em 30x

Percentual de

alvos cobertos 7110% 94,40%

em 50x

a. O protocolo do lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 foi realizado
com e sem um painel spike-in personalizado direcionado a regides cobertas
pelo Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel. A cobertura foi entao
avaliada nas regides visadas pelo painel spike-in. As bibliotecas enriquecidas
foram sequenciadas no NovaSeq 6000 System por meio de uma lamina de fluxo
S4 (50 milhdes de leituras tipo paired-end, 25 milhGes de clusters) e a andlise
de enriquecimento foi realizada com o aplicativo DRAGEN Enrichment.

Resumo

O Illumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
oferece um fluxo de trabalho de WES simplificado

e flexivel com forte desempenho em todo o exoma
humano. O design do painel fornece uma cobertura
atual de genes biologicamente relevantes dentro de
um espago ocupado focado que otimiza a capacidade
de sequenciamento. Enriquecimento eficiente de
alvos, métricas consistentes de enriquecimento e
cobertura uniforme sob condi¢des de hibridizacéo
rapida e estendida ajudam a garantir a representagao
confidvel de éxons-alvo, incluindo regides ricas em GC
e tradicionalmente desafiadoras. Esse desempenho

é refletido em valores baixos de penalidade de base
fold-80 e em dropout minimo. O enriquecimento
mitocondrial opcional e o suporte para conteldo
spike-in personalizado permite que os laboratdérios
ampliem ou refinem a cobertura no mesmo fluxo de
trabalho. Em conjunto, esses recursos fazem com que
o lllumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2 seja
uma solugdo escaldvel e confidvel para estudos de WES
em doengas hereditdrias, cancer e outras pesquisas
baseadas em genoma.

Saiba mais >

[lumina DNA Prep with Exome 2.5 Enrichment v2
Automacgéao da preparagao da biblioteca
DRAGEN secondary analysis

Emedgene tertiary analysis

DesignStudio Assay Design Tool

Informagd&es para pedidos

N.° do
Produto z
catalogo
Illumina DNA Prep with Exome 2.5

Enrichment v2, (S) Tagmentation Set B 20155541
(96 samples, 12-plex)?

Illumina DNA Prep with Exome 2.5
Enrichment v2, (S) Tagmentation Set D 20155543
(96 samples, 12-plex)?

Flex Lysis Reagent Kit (96 reactions)® 20018706
B o S8 S| 2005104
B o 3 oy | 200056
oo 5 Voo S5 Sl 2005105
oo 5 Vo 53 Sl 2005165
Panel (86 sompes, 2 gt 20093180
|(|:|))uzn:]||na12%u;g))£n Enrichment Panel v2 20073953
|(gL§L1|E? g:;g'té)SeEnrichment Panel v2 20073952
lllumina Custom Enrichment Panel v2 20111339

(1.536 ul, 120 bp)®

a. Oskits incluem os reagentes de preparagao e hibridizagao da biblioteca do
lllumina DNA Prep with Enrichment v2, beads de purificagdo da lllumina para
limpeza/selegéo de tamanho, sondas de enriquecimento do Twist Bioscience
for lllumina Exome 2.5 Panel e uma placa adaptadora de indices.

b. Kit necessario para entrada direta de sangue.

c. Escolha um conjunto de indices diferente, se preferir.

d. O Twist Bioscience for lllumina Mitochondrial Panel contém 32 pl de painel
de oligonucleotideos, material suficiente para 8 reagdes de hibridizagao
a4yl cada.

e. Os painéis de enriquecimento personalizados para amostras humanas podem
ser projetados por meio da ferramenta lllumina DesignStudio. O suporte a
projetos de contetido ndo humano é proporcionado pela equipe de design do
lllumina Concierge. Entre em contato com o representante de vendas da lllumina
para obter mais informagdes sobre os servigos de design do Concierge.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagndstico.
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