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Panel completo v3 AmpliSeq ™ for lllumina

Investigue de forma rapida y precisa las variantes en 161 genes asociados a varios tipos de

cancer a partir de ADN o ARN.

Puntos destacados
e Contenido genético significativo

Objetivo: 161 genes Unicos asociados al cancer
e Flujo de trabajo rapido y optimizado

Preparacion de bibliotecas listas para la secuenciacion en un
Unico dia a partirde tan solo 1 ng de ADN o ARN de alta calidad o
10ng de ADN o ARN extraido de tejido FFPE

e Datos precisos

Deteccion de mutaciones somaticas hasta una frecuencia
minima del 5 % mediante el empleo de analisis en el entorno local
o0 basado en la nube

Introduccion

El panel completo v3 AmpliSeq for lllumina permite el uso de la
resecuenciacion selectiva para estudiar las mutaciones somaticas
de 161 genes con asociaciones conocidas con el cancer

(Tabla 1). El panel completo v3 forma parte de un flujo de trabajo
mejorado que incluye la preparacion de bibliotecas basada en
PCR AmpliSeq for lllumina, la tecnologia de secuenciacion de
proxima generacion (NGS) de secuenciacion por sintesis (SBS) de
lluminay los analisis automatizados.

Para el panel completo v3 AmpliSeq for lllumina solo hace falta
1ngde ADN o ARN de alta calidad. Ademas, el panel es
compatible con varios tipos de muestras, incluidos tejidos fijados
en formoly embebidos en parafina (FFPE). El elevado contenido
genéticoy la escasa cantidad necesaria de ADN/ARN de entrada
permiten un unico flujo de trabajo optimizado para la evaluacion
rapida de las variaciones genéticas relacionadas con el cancer, lo
que permite a los investigadores aprovechar un vasto conjunto de
datos gendémicos de numerosos tipos de tumores.

Contenido genético significativo

El panel completo v3 AmpliSeq for lllumina ofrece cobertura para
161 genesasociados al cancer, incluidos quinasasy genes
implicados en la reparacion de ADN. El contenido del panelincluye
puntos de mayor riesgo, genes de longitud completa, variaciones
del ndmero de copias, fusiones de genesintergénicasy
reordenaciones intragénicas. Se conté con la ayuda de cientificos
con experiencia para la seleccion del contenido con el fin de
garantizarla cobertura de los objetivos clave y la alineacion con las
pruebas publicadas. Gracias a este panel listo para usar, los
investigadores ahorran tiempo y esfuerzo en la identificacion de
objetivos, el disefio de ampliconesy la optimizacion del
rendimiento.

Vo) Consulte la lista exhaustiva de los genes del panel
completo v3 AmpliSeq for lllumina.

Tabla 1: Resumen del panel completo v3 AmpliSeq for

lllumina
Parametro Especificacion
N.°de genes 161
P )
Objetivos untos de mayor riesgo y

genes de longitud completa

Tamano de objetivo acumulativo

ADN: 397 kb, ARN: 86 kb

Tipos de variante

SNV, inserciones/deleciones,
CNV y fusiones de genes®

Tamano del amplicén

ADN: 105 pb de media, ARN:
99 pb de media

N.° de amplicones

ADN: 3781, ARN: 867

Cantidad necesaria de ADN/ARN de
entrada

1-100 ng (valor recomendado
de 10 ng por grupo)

N.° de grupos por panel

Panel de ADN: 2 grupos,
panel de ARN: 2 grupos

Tipos de muestras compatibles Tejido FFPE
Porcentaje de objetivos cubiertos a un

minimo de 500x al valor de rendimiento  >95 %
recomendado

Uniformidad de cobertura (porcentaje de

objetivos con una cobertura media >95 %
superior a 0,2x)

Porcentaje de lecturas alineadas en

objetivo J >95%
Duracion total del ensayo® 5-6 horas
Tiempo de participacion activa <1,5horas
Tiempo de ADN/ARN a datos 2,5 dias

a. SNV: variantes de nucledtido Unico; indels: inserciones y deleciones,

CNV: variantes en el nimero de copias.

b. El tiempo refleja Unicamente la preparacion de bibliotecas, sin incluir
su cuantificacion, normalizacion o agrupacion.

Datos en el archivo de lllumina, Inc. (2017)

Flujo de trabajo sencillo y optimizado

El panel completo v3 AmpliSeq for lllumina forma parte de una

solucion de ADN/ARN a variante que ofrece un contenido

optimizado, una preparacion sencilla de bibliotecas, sistemas de

secuenciacion con solo pulsar un botén y analisis simplificados de

los datos.

La preparacion de bibliotecas sigue un sencillo protocolo basado

en PCR que puede completarse en tan solo cinco horas (para

ADN) o seis horas (para ARN), con un tiempo de participacion

activa de <1,5 horas. Las bibliotecas resultantes pueden

normalizarse, agruparse y, posteriormente, cargarse en una celda

de flujo para su secuenciacion. Esta ultima se efectua usando los

procesos quimicos reconocidos de secuenciacion por sintesis

(SBS) en cualquier sistema de secuenciacion llumina (Tabla 2).
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Figura 1: Uniformidad de cobertura y alineacién en objetivo altas: Se prepard ADN extraido de muestras FFPE y de HD de calidad variable mediante el panel completo v3
AmpliSeq for llluminay se secuencié en el instrumento. Las barras de error indican la variabilidad de los duplicados técnicos. El valor ACq es un indicador de la calidad del
ADN aislado a partir de tejidos FFPE.

Los datos resultantes pueden analizarse de forma local con Datos prec isos
Local Run Manager o transmitirse con facilidad a BaseSpace™
Sequence Hub. Local Run Managery BaseSpace Sequence Hub
pueden acceder al flujo de trabajo de analisis de amplicones de
ADN para realizar la alineacion y llamada de variantes.

BaseSpace Sequence Hub brinda acceso a Cobertura y sensibilidad
BaseSpace Variant Interpreter, que asiste en la conversion de los
datos de las llamadas de variantes en resultados anotados.

El panel completo v3 AmpliSeq for lllumina permite evaluar mas de 160
genes por muestra de forma simultanea a la vez que se mantiene una
excelente especificidad y uniformidad.

Para demostrarlas capacidades del ensayo, se evaluaron muestras
FFPE, de Horizon Discovery (HD) y de control de AcroMetrix con el
Mas informacion sobre los sistemas de secuenciacion panel completo v3 AmpliSeq for llumina y se secuenciaron en
llumina NextSeq™ System. Los resultados revelaron una uniformidad de
cobertura 'y un porcentaje en objetivo de lecturas alineadas elevados,
incluso con una calidad de las muestras y tipos de tejido variables
. B ) ) » (Figura 1). Se probaron muestras de HD de calidad variable para
Mas informacion sobre las soluciones informaticas L ) )
) i valorarla precision de las llamadas de variantes. Los datos pusieron de
AmpliSeq for lllumina . ) )
manifiesto un alto grado de concordancia entre la frecuencia de

variantes (FV) esperada y la detectada (Figura 2).

Tabla 2 Slste.n?as de secuenciacion de lllumina qule se Deteccién de fusién de genes
recomienda utilizar con el panel completo v3 AmpliSeq for
lllumina Para demostrar la capacidad del ensayo de detectar variantes
N.° de muestras estructurales en las transcripciones de ARN, se evaluaron las muestras
Duracién del ) ) : .
Instrumento por e;peﬁ'mento de HDYy lareferencia de Seraseq Fusion RNA Mix v2 mediante el panel
experimento completo v3 AmpliSeq for lllumina, asi como MiniSeq™ Systemy
I\/|I|n|S§q System (rendimiento 3 24 horas MiSeq"™ System. Los resultados mostraron un indice de llamada del
elevado, .
- ) — 100 % para las fusiones de genes en estas muestras (Tabla 3).
MiSeq System (procesos quimicos
3 32 horas
v3)
NextlSeq System (rendimiento 16 26 horas
medio)
NextSeq System (rendimiento 8 29 horas

elevado)

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagnéstico. 770-2017-028-FESP| 2


https://www.illumina.com/systems.html
https://www.illumina.com/systems.html
https://www.illumina.com/products/by-brand/ampliseq/informatics.html
https://www.illumina.com/products/by-brand/ampliseq/informatics.html

Preparacion de bibliotecas | Secuenciacion | Anélisis de datos

HD200 (muestra FFPE de afta calidad) | HD798 (dafio leve porformol) | HD799 (dafio moderado por formal) | HDB03 (dario grave por formol)
40 T . " T o
H r4 - s
= i . " ¥ il
@ 30 : 1 | | i i
g /] 2 Loy AN
s . -~
5 2 : Y S :
2 & 4 |
@ 20 I P . 4
© I I LA
L] i
E 1 . . I | i .
I it i |
10 iI! " .'
5 ’ ‘ J il
J ! il W
o 4 . . — . 2 _ |
0 5 10 15 20 25 30 3 0 5 10 15 20 25 30 8 0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35 40
FV esperada (%)

Figura2: Alto grado de concordancia entre la frecuencia de variantes esperada y la detectada: Se prepard ADN obtenido de muestras de HD fijadas en formol utilizando
el panel completo v3 AmpliSeq for llluminay se secuencio en MiniSeq System y MiSeq System. Los resultados revelaron la deteccion del 100 % de las SNV esperadas.
Los valores ACq quedan reflejados en la figura 1.

Tabla 3: Altos indices de llamada para las fusiones de genes Datos para realizar pedidos

N.° de muestras  N.° de muestras

Fusi6 indice de llamad . . ' .

uston NO detectadas detectadas ndice e flamaca Puede solicitar en linea los productos AmpliSeq for lllumina en la
Fuente de ARN: HD784 pagina www.illumina.com.
CCDC6-RET 0 16 100 %
EML4-ALK 0 16 100 % Producto e
SLC34A2-ROS1 0 16 100 % catélogo
SLC34A2-ROST 0 16 100 % Panel completo v3 AmpliSeq for lllumina (24 reacciones) 20019109
Fuentede ARN: & Fusion RNA Mix v2 AmpliSeq for lllumina Library PLUS (24 reacciones) 20019101

uente de . oerase usion IX V.
CD74R03T a o 6 0% AmpliSeq for lllumina Library PLUS (96 reacciones) 20019102
ECFR-SEPT14 o 6 10 c; AmpliSeq for lllumina Library PLUS (384 reacciones) 20019103
2 Juego A de indices AmpliSeq for lllumina CD (96 indices,

EML4-ALK 0 16 100 % 96 muestras) 20019105
ETVENTRKS 0 16 100% Sintesis de ADNc con AmpliSeq for lllumina (96 reacciones) 20022654

- 0
FGFRS-BAIAR2LT 0 16 100% ADN de FFPE directo AmpliSeq for llumina 20023378

- 0,
FGFRS-TACCS 0 16 100% Ecualizador de bibliotecas AmpliSeq for llumina 20019171
KIF5B-RET 0 16 100 %

- 0 e - -
LMNANTRKT 0 6 100% Informacién adicional
MET-MET 0 16 100 %
NCOA4-RET 0 16 100 % Mas informacion sobre el panel completo v3 AmpliSeq for lllumina
PAX8-PPAR 9 L . . L .

g G 0 16 100% Mas informacion sobre la solucion de secuenciacion selectiva
SLC34A2-ROS1 0 16 100 % . .
AmpliSeq for llumina

SLC45A3-BRAF 0 16 100 %
TMPRSS2-ERG 0 16 100 %
TPM3-NTRK1 0 16 100 %

Se utilizaron dos muestras de ARN de fusién positiva, HD784 y Seraseq Fusion
RNA Mix v2 para generar las bibliotecas de ARN con el panel completo v3
AmpliSeq for lllumina y se secuenciaron en MiniSeq System y MiSeq System.
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