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Performance von
TruPath™ Genome bel
Proben unterschiedlicher
Art und Qualitat

Geeignet fur zahlreiche Hochwertige Ergebnisse Robuste Performance
Probentypen wie Blut, bei unterschiedlichen mit DNA-Zugabemengen
isolierte Zellen, Speichel, Probenqualitaten, einschlieBlich zwischen 175 ng und 550 ng
Trockenblutspots und bei DNA aus Standard- und

Wangenschleimhautabstriche HMW(High Molecular Weight,

hohes Molekulargewicht)-
Extraktionskits
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Performance von TruPath Genome bei unterschiedlichen Proben

Einleitung

Die Short-Read-Sequenzierung ist ein flexibles,
zuverlassiges Verfahren fur die hochprazise
Genomsequenzierung (WGS, Whole-Genome
Sequencing). Ein kleiner Anteil des menschlichen
Genoms bleibt jedoch weiterhin schwer zu mappen
(z. B. Regionen mit hoher Sequenzhomologie

oder repetitiven Sequenzen sowie bestimmten
Variantentypen wie strukturellen Varianten (Inversionen,
Translokationen, Insertionen und Deletionen sowie
komplexe Rearrangements usw.)). Long-Read-
Sequenzierungsverfahren kdnnen zur Analyse dieser
Regionen und Variantentypen beitragen, unterliegen
jedoch Einschrankungen aufgrund des Bedarfs an
hohen DNA-Zugabemengen sowie aufgrund strikter
Anforderungen an die Zugabequalitat, komplexer
Workflows und variabler Ergebnisse.™*

[llumina TruPath Genome revolutioniert den
NGS-Workflow (Next-Generation Sequencing,
Sequenzierung der nachsten Generation) und
ermaoglicht damit die umfassende Genomsequenzierung
mit bislang unerreichter Anwenderfreundlichkeit.®
TruPath Genome bietet einen hochgradig
vereinfachten Workflow, bei dem der herkdmmliche
Bibliotheksvorbereitungsschritt im Wesentlichen
entfallt. Dank dieser Rationalisierung sind von der
gereinigten DNA bis zum Laden ins Sequenziersystem
nur ca. 10 Minuten erforderlich (Abbildung 1).

Neben dem Paradigmenwechsel beim WGS-
Workflow zeichnet sich TruPath Genome durch
fortschrittliche Informatik aus, die hochpréazise Short-
Read-Daten mit Nanowell-Proximity-Informationen
aus DNA-Matrizen auf der FlieBzelle kombiniert.
Diese Proximity-Informationen ermdglichen Laboren
die Generierung von Long-Distance-Erkenntnissen
zu Genomsequenzen, die durch Millionen von Basen
getrennt sein kénnen. Durch die Kombination dieser
Long-Distance-Erkenntnisse zum Genom mit den
Starken der Short-Read-Sequenzierung macht TruPath
Genome umfassende Genome zuganglich.

Der vorliegende technische Hinweis zeigt die extrem
robusten Fahigkeiten von TruPath Genome zur Analyse
bislang schwer zu mappender Genomregionen

und den umfassenden Variantennachweis bei
unterschiedlichen Probentypen, DNA-Qualitaten

und DNA-Zugabemengen.

%

~ 3 TruPath Genome-Reagenzien

ce.eee. — b !

15

¥

10 Minuten manueller Aufwand zur Vorbereitung

<

Reagenz 1in die
Reagenzienkartusche
geben

3

Daten mit DRAGEN

Germline App
analysieren

Abbildung 1: Optimierter TruPath Genome-Workflow

Gereinigte DNA wird zusammen mit dem FTB-Reagenz direkt in den Bibliotheksréhrchenstreifen gegeben und mit Wasser auf die
gewdinschte Konzentration verdinnt. Der Réhrchenstreifen und die verbleibenden TruPath-Reagenzien werden in die Sequenzierungs-
kartusche gegeben. AnschlieBend werden die Kartusche und die FlieBzelle in die NovaSeq X Series geladen und der Lauf wird gestartet.
Der manuelle Aufwand fir die Einrichtung des Assays betragt 10 Minuten.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Tests flr verschiedene
Probentypen

Methoden

Proben

Die Performance von TruPath Genome wurde anhand
einer Reihe von Probentypen bewertet, darunter Blut,
isolierte Zellen, Speichel, Wangenschleimhautabstriche
und Trockenblutspots (Tabelle 1). Die DNA-

Extraktion wurde mit mehreren Reinigungsverfahren
(Silicamembran-Spin-Saulen, magnetische Beads,
Alkoholprazipitation usw.) durchgefthrt und umfasste
HMW(High Molecular Weight, hohes Molekulargewicht)-
und Standard-Extraktionsmethoden (Tabelle 2).

Die DNA-Menge wurde mit dem Qubit dsDNA High
Sensitivity Assay auf dem Qubit 4 Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific, Katalog-Nr. Q32851) bestimmt.

Die DNA-Qualitat wurde mit einem 4200 TapeStation
System (Agilent, Katalog-Nr. G2991BA) beurteilt
(Abbildung 2).

Tabelle 1: Im TruPath Genome-Assay verwendete Proben

Probentyp Quelle

In K,EDTA aufbewahrte Blutproben
gesunder Spender, die bei Research
Donors (London, Vereinigtes
Kdnigreich) erworben wurden

Vollblut

Mehrere Kulturen lymphoblastoider
oder fibroblastischer Zelllinien, die beim
Coriell Institute for Medical Research
bestellt wurden

Zellpellets HMW- und Standard-DNA-Proben,
einschlieBlich der Referenzproben
des Genome in a Bottle-Konsortium
(GIAB) HG001, HG002, HG003, HG004,
HG005, HGO06 und HGOO7 (Corriell
Institute for Medical Research; NJ, USA)

Speichelproben von gesunden
Spendern, die bei Research Donors
(London, Vereinigtes Kénigreich)
erworben wurden

Speichel

Wangenschleimhautabstrich-Proben
Wangenschleim- von gesunden Spendern, die bei
hautabstrich Research Donors (London, Vereinigtes

Konigreich) erworben wurden

Auf Whatman 903 Protein Saver Cards
mit 50 pl weniger als 3 Tage altem
Trockenblutspots K,EDTA-Vollblut von Research Donors
(London, Vereinigtes Kénigreich)
vorbereitete Trockenblutspots
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Tabelle 2: Im TruPath Genome-Assay verwendete
DNA-Extraktionskits

Probentyp:
Entnahme- Extraktionskits
verfahren

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells &
Blood (NEB, Katalog-Nr. T3050S)

Wizard HMW DNA Extraction Kit
(Promega, Katalog-Nr. A2920)

MagAttract HMW DNA Kit (48)

(Qiagen, Katalog-Nr. 67563)
Blut: K,EDTA

chemagic DNA Universal Kit H96

(Revvity, Katalog-Nr. CMG-718)

Mag-Bind Blood & Tissue DNA HDQ 96 Kit
(OmegaBiotek, Katalog-Nr. M6399)

QIAamp DNA Blood Mini Kit (50)
(Qiagen, Katalog-Nr. 51104)

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells &

Zellen: Blood (NEB, Katalog-Nr. T30509)

Tockenpellet ) amp DNA Blood Mini Kit (50)

(Qiagen, Katalog-Nr. 51104)

chemagic DNA Universal Kit H96
(Revvity, Katalog-Nr. CMG-718)

Trocken-
blutspots: sparQ Lysis Kit (Quantabio, Katalog-Nr. 95220)
Whatman 903

MagMAX DNA Multi-Sample Ultra 2.0 Kit
(Thermo Fisher Scientific Katalog-Nr. A36570)
GeneFix Saliva-Prep 2 DNA Isolation Kit

Speichel: (Isohelix, Katalog-Nr. GSPN)

GFX-02 chemagic DNA Universal Kit H96
(Revvity, Katalog-Nr. CMG-718)
preplTeL2P DNA extraction reagent
(DNAGenotek, Katalog-Nr. PT-L2P)

Speichel: chemagic DNA Universal Kit H96

0OGD-600 (Revvity, Katalog-Nr. CMG-718)

MagMAX Saliva gDNA Isolation Kit (Thermo
Fisher Scientific, Katalog-Nr. A39059)

preplTeL2P DNA extraction reagent
Abstriche: (DNAGenotek, Katalog-Nr. PT-L2P)
OCR-100 chemagic DNA Universal Kit H96

(Revvity, Katalog-Nr. CMG-718)

Whatman 903, Protein saver cards (Millipore Sigma, Katalog-

Nr. WHA10534612); GFX-02, GeneFix Saliva DNA/RNA Collector GFX-02
(Isohelix, Katalog-Nr. GFX-02); OragenesDx saliva collection device
(DNA Genotek, Katalog-Nr. OGD-600); OCR100, ORAcollecteDNA

(DNA Genotek, Katalog-Nr. OCR-100)

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Abbildung 2: DNA-Qualitat nach Probentyp.
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(A) Bei unterschiedlichen Probentypen und Extraktionskits ergibt sich ein breites Spektrum an DNA-Qualitaten. Die DNA wurde aus Blut-
und Zellproben sowohl mit HMW- als auch mit im Handel erhéltlichen Standard-Kits extrahiert. Die DNA wurde mit im Handel erhaltlichen
Standard-Kits aus Trockenblutspots, Speichel und Wangenschleimhautabstrich extrahiert. Die Analyse der DNA-Qualitat wurde mit

dem Genomic DNA ScreenTape Assay (Agilent, Katalog-Nr. 5067-5366 und 5067-5365) auf der Agilent 4200 TapeStation durchgefiihrt,

indem der Anteil der Fragmente groBer als 10 kb und 60 kb bestimmt wurde. (B) Bei der Analyse der DNA-Qualitat mit dem Genomic DNA
ScreenTape Assay (Agilent, Katalog-Nr. 5067-5366 und 5067-5365) auf der Agilent 4200 TapeStation fir Zellen zeigt sich abhangig vom
Probentyp eine unterschiedliche Qualitat. Blut-HMW- (blau), Abstrich- (orangefarben) und Trockenblutspot-Proben (grin).

Laufkonfiguration und Sequenzierung

Die DNA wurde gemaR den Anweisungen des Herstellers
zusammen mit TruPath Genome-Reagenzien in

einen Rohrchenstreifen fur Probenbibliotheken
(Hlumina, Katalog-Nr. 20157406) gegeben.

Die Standardzugabemenge betrug 350 ng DNA.

Bei Trockenblutspot-Proben wurde jedoch die gesamte
extrahierte Menge verwendet. Die minimale DNA-
Zugabe betrug 175 ng. Bibliotheksrohrchenstreifen,
TruPath Genome-Reagenzien und eine NovaSeq™ X
C8-FlieBzelle wurden zur Sequenzierung geman dem
Benutzerhandbuch in das NovaSeq X Plus System
(Hlumina, Katalog-Nr. 20084804) geladen.

Analyse

Im Anschluss an die Sequenzierung wurden die
Short-Read-Sequenzierungsdaten mithilfe der
DRAGEN™ Germline-Pipeline mit Nanowell-Proximity-
Informationen kombiniert. Das Referenzgenom GRCh38
wurde flr das Varianten-Calling anhand von phasierten
Reads verwendet.

Ergebnisse

TruPath Genome liefert bei Proben
unterschiedlicher Qualitat hochwertige
Ergebnisse

Die mit TruPath Genome erzielten Standardgenommetriken,
einschlieBlich Autosomen-Coverage und Base-Call-
Genauigkeit, waren unabhangig von der DNA-Qualitat
und fir alle Probentypen zeigte sich eine robuste
Performance (Abbildung 3). Die durchschnittliche
Autosomen-Coverage betrug ca. 64-fach und

der durchschnittliche Q30-Wert lag bei 92 %.

Bei bestimmten Speichel- und Abstrichproben war die
geringere Coverage auf das natlrliche Vorhandensein
von Bakterien-Reads in den Proben zurlckzufihren,
das den prozentualen Anteil an das Humangenom
gemappter Reads verringert.

Die Proximity-Metriken von TruPath Genome waren stark
von der DNA-Probenqualitat abhangig (Abbildung 4).

Flr die meisten Probentypen handelt es sich beim
prozentualen Anteil der DNA-Fragmente tdber 10 kb um
einen starken Pradiktor fur die Performance hinsichtlich
der Proximity-Rate, wobei ein hoherer prozentualer Anteil
der Fragmente Uber 10 kb eine hdhere Proximity-Rate

fur Q25 (d. h. einen Prozentsatz der Reads, bei denen
mindestens ein anderer Read in unmittelbarer Nahe mit
einem Qualitats-Score Uber Q25 vorliegt’) lieferte.

* Der Proximity-Qualitdts-Score ist die mithilfe des DRAGEN-Proximity-Modells
berechnete Phred-skalierte Wahrscheinlichkeit, dass zwei Reads aus derselben
Region des Genoms zuféllig in dieselbe FlieBzellenumgebung gelangen.

Ein hoherer Proximity-Qualitdts-Score weist auf ein hohere Konfidenz
hin, dass zwei Reads, die sich auf dem Genom und auf der FlieBzelle nahe
nebeneinander befinden, aus demselben Zugabe-DNA-Molekiil stammen.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren. M-GL-03932 DEU v1.0 4
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Abbildung 3: Die Autosomen-Coverage und der durchschnittliche Prozentsatz Q30 waren bei allen Probentypen nicht von
der DNA-Qualitat abhangig.

Die DNA wurde mit HMW- und Standardverfahren aus Blut und Zellen extrahiert. Die DNA wurde mit Standardverfahren aus
Trockenblutspots, Speichel und Wangenschleimhautabstrichen extrahiert. Bei allen Proben zeigte sich unabhangig von der
DNA-Reinigungsmethode eine starke Performance hinsichtlich Coverage und Qualitats-Scores. Die Intaktheit der DNA wurde auf
der Agilent 4200 TapeStation mit einer regionalen Analyse und einem prozentualen Anteil der Fragmente von > 10-kb-Bins bestimmt,
der entlang der X-Achse dargestellt ist.
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Abbildung 4: Auswirkung der DNA-Qualitat auf die Proximity-Rate fiir Q25

DNA wurde mit HMW- und Standardverfahren aus Blut und Zellen extrahiert. Die DNA wurde mit Standardverfahren aus Trockenblutspots,
Speichel und Wangenschleimhautabstrichen extrahiert. Die Proximity-Raten fir Q25 weisen einen starken Zusammenhang mit der
DNA-Qualitat auf, insbesondere mit dem prozentualen Anteil der Fragmente von > 10-kb-Bins, der auf der Agilent 4200 TapeStation
bestimmt und entlang der X-Achse dargestellt ist.

M-GL-03932 DEU v1.0 Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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TruPath Genome eignet sich fiir die phasierte
Sequenzierung

Das Vorhandensein groBerer DNA-Fragmente ist ein
starker Pradiktor fur die Phasierungsperformance:

je hoher der prozentuale Anteil der DNA-Fragmente
Uber 60 kb, desto gréBer der Phasierungsblock
NG50" und desto hoher die Performance beim Calling
Kleiner Varianten. TruPath Genome ermdglicht die
Untersuchung von DNA-Matrizen in voller Ldnge und
eignet sich somit gut fur Phasierungsstudien des
Humangenoms (Abbildung 5).

TruPath Genome zeigt die héchste
Performance mit hochwertigen,
frischen Proben

Zur Beurteilung der Auswirkungen des Probenalters
auf die Performance von TruPath Genome wurde
DNA zu zwei bestimmten Zeitpunkten aus Blut- und
Trockenblutspot-Proben extrahiert. Bei Blutproben
wurde die DNA innerhalb von drei Tagen nach der
Blutentnahme und nach siebentagiger Lagerung bei
4 °C extrahiert. Trockenblutspot-Proben wurden
fUr einen Monat bzw. ein Jahr bei Raumtemperatur
gelagert.

1 Der Phasierungsblock NG50 entspricht der Lénge des Phasierungsblocks,
sobald 50 % der Zielregion (Genom usw.) phasiert wurden.

Sowohl bei Blut- als auch bei Trockenblutspot-Proben
anderte sich die GroBe des Phasierungsblocks NG50 im
Verhaltnis zum prozentualen Anteil der DNA-Fragmente
Uber 60 kb (Abbildung 6). Beide Metriken waren fur
altere Proben niedriger als fur frische. Bei Blutproben,
aus denen die DNA mit einer HMW-Methode extrahiert
wurde, wurden Uber 40 % der Fragmente > 60 kb
gewonnen, selbst wenn die DNA nach einer Woche
isoliert wurde.

TruPath Genome zeigt eine robuste
Performance bei einer Reihe von
DNA-Zugabemengen

Die Performance des TruPath Genome-Assays wurde
anhand einer Reihe von DNA-Zugabemengen beurteilt:
175, 200, 350 und 550 ng. Die Sequenzierungsergebnisse
mit einer Zugabemenge von 175 ng zeigten
hochwertige Standardgenom- (z. B. Autosomen-
Coverage und prozentualer Anteil > Q30) und
Proximity-Metriken (z. B. Proximitiy-Rate fur Q25 und
Phasierungsblock NG50). Obwohl die empfohlene
Zugabemenge 350 ng betragt, kénnen auch niedrigere
Zugabemengen verwendet werden (Abbildung 7).
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Abbildung 5: Extrem robuste Performance von TruPath Genome bei der Phasierung mit unterschiedlichen Probentypen

DNA wurde mit HMW- und Standardverfahren aus Blut und Zellen extrahiert. Die DNA wurde mit Standardverfahren aus Trockenblutspots,
Speichel und Wangenschleimhautabstrichen extrahiert. Die Intaktheit der DNA wurde auf der Agilent 4200 TapeStation mit einer
regionalen Analyse und einem prozentualen Anteil der Fragmente von > 60-kb-Bins bestimmt, der entlang der X-Achse dargestellt ist.

Die Matrizenlange auf der Y-Achse stellt das 75. Perzentil in Bezug auf die GroBe des Matrizenmolekdls dar. Eine hohere DNA-Qualitat

mit einem gréBeren prozentualen Anteil > 60 kb korreliert mit einer hdheren Matrizenlange und einem groBeren Phasierungsblock NG50.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Abbildung 6: Auswirkung der Lagerung von Blutproben auf die DNA-Qualitat und den Phasierungsblock NG50

Die Blutproben wurden weniger als 3 Tage (frisch) oder 7 Tage lang bei 4 °C gelagert. Die Trockenblutspot-Proben wurden weniger als
30 Tage oder ca. 1 Jahr lang bei Raumtemperatur gelagert. Die DNA wurde mit HMW- und Standardverfahren aus Blut extrahiert. Die
DNA wurde mit Standardverfahren aus Trockenblutspot-Proben extrahiert. Auswirkung des Alters der Primarproben auf die DNA-Qualitat
(prozentualer Anteil > 60 kb) und den Phasierungsblock NG50. Der prozentuale Anteil > 60 kb wird mit genomischer DNA im ScreenTape
Assay auf der Agilent 4200 TapeStation bestimmt. Bei beiden Probentypen sind der prozentuale Anteil der Fragmente tUber 60 kb und die
GroBe des Phasierungsblocks NG50 bei Proben geringer, die vor der Extraktion ldanger gelagert wurden.
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Abbildung 7: Gute Performance von TruPath Genome bei einer Reihe von Zugabemengen

Die Sequenzierungsergebnisse flr TruPath Genome bei Vorbereitung mit Zugabemengen von 175, 200, 350 und 550 ng zeigen eine
vergleichbare Datenqualitat fur Standard-Genom- und TruPath Genome-Proximity-Metriken, einschlieBlich (A) Autosomen-Coverage,
(B) Phasierungsblock NG50 und (C) Performance beim Calling kleiner Varianten (alle FP- und FN-Calls). Die DNA wurde mit HMW-
und Standardverfahren aus Blut und Zellen extrahiert. Die Performance beim Calling kleiner Varianten (SNP + Indel) wurde mit dem
Referenzdatensatz T2T-Q100 V1.1 V0.019 bestimmt.

M-GL-03932 DEU v1.0
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Zusammenfassung

TruPath Genome bietet anhand von Proximity-
Read-Mapping eine umfassende Genom-
sequenzierungslosung, die sich durch

bislang unerreichte Anwenderfreundlichkeit
auszeichnet. Der einzigartige Workflow liefert
anhand einer Kombination der Vorteile von
Short-Read-Sequenzierungsverfahren und
Proximity-Informationen auf der FlieBzelle
Long-Distance-Erkenntnisse. Der vorliegende
technische Hinweis zeigt die hochwertige, robuste
Performance, die TruPath Genome bei Proben
unterschiedlicher Typen, Quantitaten, Qualitaten
und Lagerungsbedingungen erzielt.
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