FICHA DE DADOS

lHlumina
Cell-Free DNA
Prep with
Enrichment

Solucéo rapida e flexivel para
detectar mutacdes de baixa
abundancia no cfDNA

« Detecte variantes raras com frequéncias de alelos tao baixas
quanto 0,2% de apenas 20 ng de cfDNA extraido do plasma

« Prepare bibliotecas prontas para sequenciamento a partir
de painéis fornecidos pelo usuario em ~8,5-9,5 horas com
2,5-3 horas de tempo de manuseio

« Analise dados e identifique variantes com alta sensibilidade
analitica usando a analise secundaria do DRAGEN™

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

O DNA livre de células circulantes (cfDNA) no plasma surgiu
como um biomarcador importante de doengas nado invasivas
em cancer, doencgas cardiovasculares e transplantes

de 6rgdos. Na pesquisa do cancer, a anélise sequencial

do cfDNA obtido de bidpsias liquidas apresenta dados
preciosos sobre a heterogeneidade do tumor, permite

a identificagdo do perfil dos biomarcadores e desempenha
um papel complementar ou alternativo as amostras de
biépsia de tecido quando o tecido ndo esta prontamente
disponivel. Como as amostras de plasma normalmente
contém baixas quantidades de cfDNA de células de
interesse, é necessario um ensaio robusto e sensivel para
detectar variantes somaticas raras. Painéis de genes fixos
permitem a identificagdo de variantes, mas sdo de utilidade
limitada para estudar novos alvos e acomodar alteragdes
em genes de interesse.

O lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment € uma
solucdo versatil de preparacgado de bibliotecas (Tabela 1)
qgue aproveita o poder da tecnologia de sequenciamento
de Ultima geracgdo (NGS) para obter detecgdo altamente
sensivel de variantes de baixa abundancia em amostras
de cfDNA. Este kit de alto desempenho faz parte de um
fluxo de trabalho integrado de cfDNA para resultados que
inclui a preparacao de bibliotecas com painéis fornecidos
pelo usuario, seguido por sequenciamento em sistemas
de médio a alto rendimento da lllumina. A analise de dados
€ realizada usando o aplicativo DRAGEN for ILMN cfDNA
Prep with Enrichment.

Fluxo de trabalho simplificado

O lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment faz parte
de um fluxo de trabalho integrado de sequenciamento de
cfDNA, oferecendo excelente desempenho e qualidade
dos dados. O fluxo de trabalho escalavel comega com

o cfDNA extraido de sangue ou plasma, seguido pelo
sequenciamento em sistemas de médio e alto rendimento
da lllumina e a identificacao de variantes altamente precisas
usando o aplicativo DRAGEN for ILMN cfDNA Prep with
Enrichment (Figura 1). Essa solugdo facil de usar oferece
alto desempenho em uma ampla variedade de tamanhos
de conteudo, é compativel com automacao de manuseio
de liquidos e acomoda multiplexagdo de amostras para
dimensionamento eficiente.
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Tabela 1: Visdo geral do lllumina Cell-Free DNA Prep
with Enrichment

Parametro Especificacéo

Tipo de DNA cfDNA de sangue ou plasma

Entrada de DNA? 10-30 ng

Multiplexagdo de amostra 192 indices duplos Unicos

Identificadores moleculares

Marcacdo duplicada Unicos (UMIs) ndo aleatdrios

Plexagdo de enriquecimento  1-plex ou 4-plex

Sistemas de
sequenciamento
compativeis

Sistemas NextSeq e NovaSeq

Tempo total do fluxo

de trabalho® ~8,5-9,5 horas®

Tempo total de trabalho

efetivo ~2,5-3 horas

a. Recomenda-se 20 ng de entrada de cfDNA.

b. Inclui etapas de preparagao, enriquecimento e normalizagdo da biblioteca.

c. Tempos de fluxo de trabalho para sondas de fita simples e dupla,
respectivamente.

Preparacao rapida e flexivel
da biblioteca

O lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment € um
ensaio baseado em ligagdo que usa uma Unica etapa de
hibridizagao para preparacao rapida da biblioteca (Figura 2).
O Illlumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment é compativel
com oligonucleotideos de enriquecimento da lllumina ou
de fornecedores terceirizados, fornecidos pelo usuario,
incluindo DNA de fita simples (ssDNA) da Integrated

DNA Technologies (IDT) e DNA de fita dupla (dsDNA) da
Twist Bioscience, para maior portabilidade do contetdo.

O kit acomoda um conteldo de painel pequeno (ssDNA

de 55 a 200 kb ou 70 a 200 kb de dsDNA), médio (> 200

a 750 kb de ssDNA) e grande (> 750 a 2.000 kb de ssDNA),
permitindo padrdes de estudo flexiveis. As bibliotecas
prontas para sequenciamento sao preparadas em

~8,5-9,5 horas, com apenas ~2,5-3 horas de tempo
pratico, permitindo que os pesquisadores passem do
cfDNA extraido para o sequenciamento em um unico dia.
Para méxima eficiéncia e flexibilidade, o kit é compativel
com cfDNA extraido diretamente de sangue periférico

ou plasma usando métodos de purificagdo baseados

em coluna ou beads comercialmente disponiveis.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagndstico.
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Preparar e
enriquecer bibliotecas
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Sequenciar > Analisar dados

Preparar amostras >
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DRAGEN for ILMN cfDNA
Prep with Enrichment App

lllumina Cell-Free DNA Sistemas de médio e alto
Prep with Enrichment rendimento lllumina

cfDNA extraido
(de plasma, sangue)

Figura 1: cfDNA para resultados de um unico parceiro — Illumina é compativel com um fluxo de trabalho simplificado para

sequenciamento de cfDNA, desde a preparagéao da biblioteca até a analise de dados. O cfDNA extraido € inserido na preparagao da
biblioteca usando o lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment. As bibliotecas sdo sequenciadas de acordo com as necessidades

de escala e produtividade em um sistema de sequenciamento lllumina. Analise secundaria rapida e precisa e identificacdo de variantes
sao realizadas com o aplicativo DRAGEN for ILMN cfDNA Prep with Enrichment.
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Figura 2: Quimica do lllumina Cell-Free DNA Prep

with Enrichment — Primeiro, fragmentos de cfDNA

sao reparados e ligados a identificadores moleculares
Unicos (UMIs) n&o aleatdrios. indices duplos Unicos s&o
incorporados para multiplexagdo durante a amplificagao
de PCR. Em seguida, as bibliotecas sdo enriquecidas
para regides-alvo de interesse com sondas biotiniladas
usando uma Unica etapa de hibridizagao. As bibliotecas
enriquecidas sdo amplificadas e normalizadas para
sequenciamento em sistemas de sequenciamento

de médio ou alto rendimento da lllumina.

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

Para demonstrar a compatibilidade do lllumina Cell-Free

DNA Prep with Enrichment com uma variedade de tamanhos

e formatos de painel de enriquecimento, as bibliotecas

foram preparadas a partir de 20 ng de cfDNA com painéis de
enriquecimento pequenos (55 kb, ssDNA), médios (250 kb) ou
grandes (2000 kb) (Tabela 2). As bibliotecas preparadas foram
sequenciadas no NextSeqg™ 550 System (painel pequeno a 10M
de leituras tipo paired-end por amostra) ou no NovaSeq™ 6000
System (painéis médios e grandes a 46M e 450M de leituras
tipo paired-end por amostra, respectivamente). Os dados foram
analisados com o aplicativo DRAGEN for ILMN cfDNA Prep

with Enrichment no BaseSpace™ Sequence Hub. Os resultados
demonstram que o lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment
fornece > 1.500x% de profundidade de cobertura colapsada

por UMI e alta uniformidade de cobertura, avaliadas pela
porcentagem de alvos com > 1.000x de cobertura, em painéis
de enriquecimento com tamanhos e formatos variados (Figura 3).

Tabela 2: Parametros usados para padrdes do painel
de enriquecimento

; Formato Tipos de
Painel Tamanho ;
da sonda variante
Pequeno? 55 kb 80 bp de ssDNA SNVs, indels
Médio-A® 250kb  120bpdedsDNA  ONYS Indels,
usoes
Adi c SNVs, indels,
Medio® 3001Kb 80 bp de ssDNA fusdes, CNVs
Grande 2.000 kb 80 bp de ssDNA SNVs, indels,

fusdes, CNVs

a. Assondas foram dispostas lado a lado com sobreposigao de 20 bp nas regides
de codificagdo para genes de interesse.

b. As sondas foram dispostas de ponta a ponta nas regides de codificagdo para
genes de interesse. Os pontos de ruptura da fuséo foram dispostos com sondas
sobrepostas em 2x.

c. As sondas foram dispostas lado a lado com sobreposigdo de 20 bp nas regides
de codificagdo dos genes de interesse e nos pontos de ruptura de fusdo.

Para a detecgdo de genes com pequenas regides CDS (por exemplo, MYC),
as sondas foram suplementadas em baixa densidade entre os introns.

d. Design personalizado com otimizag&o de laboratério Umido.

SNV, variante de nucleotideo Unico; indel, insergao-excluséo;

CNV, variante do numero de copias.
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Figura 3: Compatibilidade com uma variedade de tamanhos de
painel — Quatro réplicas de bibliotecas foram preparadas a partir
de 20 ng de cfDNA usando o lllumina Cell-Free DNA Prep with
Enrichment e sequenciadas no NextSeq 550 System (para painel
pequeno) ou no NovaSeq 6000 System (para painéis médios

e grandes) a uma profundidade média de leitura de 10M, 46M

ou 450M de leituras tipo paired-end para painéis pequenos,
médios e grandes, respectivamente. Os dados foram analisados
com o aplicativo DRAGEN for ILMN cfDNA Prep with Enrichment
no BaseSpace Sequence Hub. Painéis pequenos e médios foram
sequenciados a ~30.000x e o painel grande foi sequenciado

a ~35.000x% de cobertura no alvo.

Deteccdo de variante sensivel
de baixa frequéncia

O lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment apresenta
melhorias na quimica de preparagao de bibliotecas

para melhorar a eficiéncia de converséo de bibliotecas

e detectar variantes de baixa abundancia com frequéncias
de alelos variantes (VAF) tdo baixas quanto 0,2%.

Para demonstrar os resultados de alta qualidade obtidos
usando o Illumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment,

0s cientistas da lllumina realizaram estudos avaliando

a capacidade de identificar variantes de nucleotideo Unico
(SNVs), variagdes de nimero de cépias (CNVs) e fusdes
de genes (Figura 4, Figura 5). As bibliotecas preparadas
usando o Illlumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment
foram sequenciadas no NextSeq 550 System (leituras

tipo paired-end de 10M por amostra) ou no NovaSeq 6000
System em alta profundidade (leituras tipo paired-end de
46M e 450M por amostra para painéis médios e grandes,
respectivamente). A identificagdo de variantes foi realizada
usando o aplicativo DRAGEN for ILMN cfDNA Prep with
Enrichment no BaseSpace Sequence Hub. Os resultados
demonstram a capacidade de detectar mutagdes em VAF
a 0,2% a partir de apenas 20 ng de cfDNA para variantes
pequenas, com mais de 90% de sensibilidade analitica
(Tabela 3) e 99,98% de especificidade analitica.
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Figura 4: Detecgao de variantes em baixa frequéncia de alelos
variantes (VAF) — As bibliotecas lllumina Cell Free DNA Prep
with Enrichment foram preparadas usando 20 ng de cfDNA de
amostras de sangue total fortificadas com SNVs em frequéncia
de alelos variantes (VAF) de 0,2% ou usando 20 ng de cfDNA

de Seraseq ctDNA Mistura completa de mutac¢ao AF-0,5%
(SeraCare, Catalogo n° 0710-0531). As bibliotecas preparadas
foram sequenciadas na plataforma NextSeq 550 System (painel
pequeno de ssDNA de 55 kb) ou NovaSeq 6000 (painéis médios
de 250 kb e grandes de 2.000 kb) a uma profundidade média

de leitura de 10M, 46M ou 450M de leituras tipo paired-end
para painéis pequenos, medios e grandes, respectivamente.

A identificagao de variantes foi realizada usando o aplicativo
DRAGEN for ILMN cfDNA Prep with Enrichment no BaseSpace
Sequence Hub. Painéis pequenos e médios foram sequenciados
a ~30.000x% e o painel grande a ~35.000x de cobertura no alvo.

Tabela 3: A deteccédo de variantes de baixa abundancia
com alta precisao

) ) Sensibilidade
Tipo de variante o
analitica?

Pequenas variantes (0,2% VAF) > 90%
Indels (0,5% VAF) = 90%
Amplificagbes de genes o
(alteragao de 1,3 vez) z 95%
Delegdes de genes (alteragao de 0,6 vez) = 95%
Rearranjos de genes (0,5% VAF) > 95%

a. Asensibilidade analitica é definida como detecgao percentual no nivel
de variante declarado.

Do lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment

é compativel com a multiplexacdo de amostras

e foi comprovada como uma técnica que oferece
resultados precisos a SNV, inser¢gado-delegdo (indel),
CNV e reidentificagdo de fusao génica para bibliotecas
enriquecidas de 1 e 4 plex (Figura 5, Figura 6).

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagndstico.
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Figura 5: Detecgdo de amplificagdes e fusdes de genes de baixa abundancia — O lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment
demonstra excelente desempenho para detectar (A) amplificagées de genes e (B) fusdes de genes usando bibliotecas enriquecidas

de 1e 4 plex com conteldo personalizado. As bibliotecas foram preparadas a partir de 20 ng de cfDNA da mistura de mutagdo completa
de Seraseq ctDNA AF-0,5% (SeraCare, Catalogo n® 0710-0531). Quatro bibliotecas foram individualmente enriquecidas com um painel
de tamanho de 2000 kb de 80 bp de ssDNA (1-plex) e as mesmas quatro bibliotecas foram enriquecidas novamente com o mesmo painel
apo6s o formato multiplex (4-plex). As bibliotecas foram sequenciadas no NovaSeq 6000 System a uma profundidade média de leitura

de 400M de leituras tipo paired-end (= 35.000x de cobertura no alvo). Os dados foram analisados com o aplicativo DRAGEN for ILMN
cfDNA Prep with Enrichment no BaseSpace Sequence Hub. As trés amplificagdes e fusdes de genes na amostra de referéncia foram
detectadas em todas as réplicas de bibliotecas enriquecidas de 1-plex e 4-plex na alteragao de vezes e frequéncia de alelos indicadas.
Discrepancias no VAF para fusdes sdo atribuidas a diferengas entre métodos de teste. Observagdo: O SeraCare nao verifica

a amplificagdo do gene MYC por métodos NGS.
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Figura 6: Detecgdo de variantes sensiveis com bibliotecas enriquecidas de 1-plex e 4-plex — Bibliotecas do lllumina Cell-Free DNA
Prep with Enrichment foram preparadas a partir de amostras de cfDNA (10 ng, 20 ng ou 30 ng) fortificadas com SNVs a (A) 0,2%

VAF ou (B) 0,5% VAF usando cfDNA de Seraseq ctDNA Mistura completa de mutagdo AF-0,5% (SeraCare, Catalogo n® 0710-0531).
Quatro bibliotecas foram individualmente enriquecidas com um painel de 180 kb de 80 bp ssDNA (10 ng, 20 ng-A e 30 ng) ou painel

de 180 kb de 80 bp-dsDNA (20 ng-B) para o formato singleplex (1-plex). As mesmas quatro bibliotecas foram enriquecidas novamente
com o mesmo painel para o formato multiplex (4-plex). As bibliotecas foram sequenciadas no NextSeq 550 System a uma profundidade
média de leitura de 33M de leituras tipo paired-end (= 30.000x de cobertura no alvo). O aplicativo DRAGEN for ILMN cfDNA Prep with
Enrichment no BaseSpace Sequence Hub foi usado para analisar dados e identificar variantes.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagndstico. M-GL-02096 PTB v1.0 | 5
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Desempenho otimizado
em todos os sistemas de
sequenciamento Illumina

Para demonstrar o excelente desempenho do lllumina
Cell-Free DNA Prep with Enrichment em sistemas de

alto e médio rendimento da lllumina, as bibliotecas

foram preparadas a partir de 20 ng de cfDNA de entrada

a 0,5% VAF do Seraseq ctDNA Mistura completa de
mutagdo AF-0,5% (SeraCare, Catalogo n® 0710-0531)
enriquecido com um painel de 250 kb de 120 bp de dsDNA
e sequenciado no NextSeq 550 System, NextSeq 2000
System ou NovaSeq 6000 System a uma profundidade
média de leitura de 92M de leituras por amostra a ~30.000x
de cobertura no alvo. A solugao robusta e direta lllumina
Cell-Free DNA Prep with Enrichment produz resultados
confidveis em todos os sistemas de sequenciamento

da lllumina, fornecendo > 1.500x de profundidade

de cobertura colapsada por UMI e alta uniformidade

de cobertura, conforme avaliado pela porcentagem

de alvos com > 1.000x de cobertura (Figura 7).

Anadlise integrada de dados

O aplicativo DRAGEN for ILMN cfDNA Prep with Enrichment
usa algoritmos de bioinformatica acelerados e totalmente
integrados para garantir o desempenho ideal do ensaio.

O software realiza corregao de erros baseada em UMI,
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alinhamento de sequéncias e identificagdo de variantes
somaticas de pequenas variantes, CNVs e fusdes de genes.
O aplicativo DRAGEN for ILMN cfDNA Prep with Enrichment
€ executado localmente em um Illumina DRAGEN Server
v4.0.3 de fase 4 ou integrado ao NovaSeq 6000Dx System
(no modo de pesquisa). O pipeline de andlise também pode
ser executado como um aplicativo em nuvem no BaseSpace
Sequence Hub ou acessado por meio do Illlumina
Connected Analytics (ICA), uma plataforma genémica
segura e baseada em nuvem para expandir a analise
secundaria sem a necessidade de adquirir e manter

mais infraestrutura local.

O pipeline de analise integrado oferece aos usuarios

a flexibilidade de analisar seus dados com base nos painéis
usados para o enriquecimento do alvo, com opgdes para
alinhar seus dados de sequenciamento ao hg19 ou hg38,

e realizar andlises especificas e personalizar fluxos de
trabalho para atender aos objetivos de pesquisa. Arquivos
de ruido fornecidos pelo usudrio podem ser usados para
filtrar ruidos especificos do local e melhorar a detecgéo

de pequenas variantes. O software também permite que
0s usuarios marquem variantes de hematopoese clonal,
excluam regibes especificadas de pequenas identificacdes
de variantes, realizem identificagdes precisas de CNV

e detectem hotspots somaticos com alta sensibilidade
analitica usando um arquivo de hotspot somatico
personalizado ou, alternativamente, usem as regides de
hotspots somaticos DRAGEN integradas. Os usuarios que
acessam o aplicativo baseado na nuvem DRAGEN for ILMN
cfDNA Prep with Enrichment podem explorar ainda mais
opgdes para otimizar sua andlise modificando limites para
colapso de UMI e identificacbes de pequenas variantes.

B. Detecgdo de variante
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Figura 7: Compatibilidade com sistemas de médio e alto rendimento da lllumina — As bibliotecas lllumina Cell-Free DNA Prep with
Enrichment foram preparadas a partir de 20 ng de cfDNA com VAF conhecido de 0,5% e enriquecidas com um painel de dsDNA de

250 kb de 120 bp. As bibliotecas foram sequenciadas nos sistemas NextSeq 550, NextSeq 2000, ou NovaSeq 6000 a uma profundidade
média de leitura de 46M de leituras tipo paired-end e = 30.000x de cobertura no alvo. Oito bibliotecas agrupadas para a execugao do
NextSeq 550 System, 25 bibliotecas para a corrida do NextSeq 2000 System e 51 bibliotecas em uma cavidade da lamina de fluxo S4
para a corrida do NovaSeq 6000 System. O aplicativo DRAGEN for ILMN cfDNA Prep with Enrichment no BaseSpace Sequence Hub

foi usado para analisar dados e identificar variantes.
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Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagndstico.
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Fluxo de trabalho habilitado
para automacgao

O lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment

€ compativel com sistemas de manuseio de liquidos para
automatizar a preparagao de bibliotecas, permitindo que os
laboratdrios se ajustem as necessidades de produtividade
variavel. Com um fluxo de trabalho automatizado,

os laboratérios podem alcangar um manuseio de amostras
altamente reproduzivel, manter resultados consistentes

e impulsionar a eficiéncia. A automagédo também permite
o dimensionamento rapido da produtividade sem

a necessidade de tempo de manuseio adicional. Ganhos
adicionais de eficiéncia podem ser obtidos adotando
métodos qualificados da lllumina, disponiveis em nossos
parceiros de automacgao” e revisados pela lllumina para

garantir o desempenho do método e a qualidade dos dados.

Resumo

O lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment € uma
solugdo versatil de preparacado de bibliotecas otimizada
para uso com cfDNA de baixa entrada extraido de amostras
de plasma. A solugao, que é facil de utilizar, € compativel
com uma variedade de tamanhos de painel, tanto com
paingéis de enriquecimento lllumina quanto com painéis
de terceiros, proporcionando uma flexibilidade total no
conteldo. Com a solugdo lllumina Cell-Free DNA Prep
with Enrichment, os pesquisadores podem detectar
variagdo somatica de baixa frequéncia com sensibilidade
analitica excepcional. A solugao Illumina Cell-Free DNA
Prep with Enrichment de alto desempenho, combinada
com sequenciamento em poderosos sistemas de
sequenciamento lllumina e andlise acelerada de dados,
oferece um fluxo de trabalho de sequenciamento de
cfDNA de alta qualidade, abrangendo do processamento
de amostras a analise de dados, de um Unico

parceiro confiavel.

* Métodos qualificados da lllumina disponiveis no final de 2024.
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Saiba mais

[llumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment

Informacdes para pedido

Produto N.° do catdlogo

[llumina Cell-Free DNA Prep, Ligation

(16 samples) 20104105
[llumina Cell-Free DNA Prep, Ligation

(96 samples) 20104106
[llumina Cell-Free DNA Prep with

Enrichment, Ligation (16 samples) 20104107
[llumina Cell-Free DNA Prep with

Enrichment, Ligation (192 samples, 20104103
4-plex)

Illumina Cell-Free DNA Prep with

Enrichment, Ligation (192 samples, 20104104
4-plex) On-premises

IDT for lllumina UMI DNA/RNA UD

Indexes Set A, Ligation (96 Indexes, 20034701
96 Samples)

IDT for Illumina UMI DNA/RNA UD

Indexes Set B, Ligation (96 Indexes, 20034702
96 Samples)

IDT for Illumina UMI DNA/DNA Index

Anchors Set A for Automation 20066404
IDT for Illumina UMI DNA/DNA Index 20063213

Anchors Set B for Automation

© 2024 lllumina, Inc. Todos os direitos reservados. Todas as marcas comerciais pertencem a lllumina, Inc. ou aos respectivos
proprietarios. Para obter informagdes especificas sobre marcas comerciais, consulte www.illumina.com/company/legal.html.

M-GL-02096 PTB v1.0

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

M-GL-02096 PTB V1.0 | 7


mailto:techsupport@illumina.com
http://www.illumina.com
http://www.illumina.com/company/legal.html
https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/cell-free-dna-prep-enrichment.html

