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Rendimiento de
TruPath™ Genome con
muestras de diferentes
tipos y calidades

Compatible con diversos tipos Resultados de alta calidad con Rendimiento sélido
de muestras, como sangre, diferentes calidades de muestra, con un aporte de ADN
células aisladas, saliva, manchas incluido el ADN de kits de de 175 ng a 550 ng
de sangre seca e hisopos extraccion estandar y de alto

bucales peso molecular
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Rendimiento de TruPath Genome con diversas muestras

Introducciodn

La secuenciacion de lectura corta ofrece un método
flexible y fiable para realizar una secuenciacion del
genoma completo (WGS, whole-genome sequencing)
de alta precision. Sin embargo, una pequefia
proporcién del genoma humano sigue siendo dificil
de asignar, por ejemplo, regiones con alta homologia
de secuencias o0 secuencias repetitivas y algunos
tipos de variantes como variantes estructurales

(p. ej., inversiones, translocaciones, inserciones y
deleciones, y reordenaciones complejas). Los métodos
de secuenciacion de lectura larga pueden ayudar

a resolver estas regiones y tipos de variantes, pero

se ven obstaculizados por la necesidad de altas
cantidades de aporte de ADN, estrictos requisitos de
calidad del ADN aportado, flujos de trabajo complejos
y resultados variables."*

[llumina TruPath Genome revoluciona el flujo de trabajo
de secuenciacién de nueva generacién (NGS, next-
generation sequencing) al proporcionar una exhaustiva
secuenciacion del genoma completo con una
simplicidad sin precedentes.® Gracias a la tecnologia
de lectura asignada por proximidad, TruPath Genome
utiliza un flujo de trabajo ultrasimplificado que, en
esencia, elimina el paso de preparacion de librerias
tradicional y ofrece un flujo de trabajo optimizado que
va desde el ADN purificado hasta la carga del sistema
de secuenciacién en aproximadamente 10 minutos
(figura 1).

Ademas de cambiar el paradigma del flujo de trabajo
de WGS, TruPath Genome utiliza informatica avanzada
para combinar datos de lectura corta de alta precision
con informacién de proximidad de nanopocillos de
plantillas de ADN en la celda de flujo. Esta informacién
sobre proximidad permite a los laboratorios generar
informaciéon gendmica de larga distancia para
secuencias separadas por hasta millones de bases.
La combinacion de estos conocimientos gendmicos de
larga distancia con las fortalezas de la secuenciacion
de lectura corta permite a TruPath Genome hacer
accesibles genomas completos.

Esta nota técnica demuestra las sélidas capacidades
de TruPath Genome para resolver regiones del genoma
que antes eran dificiles de asignar y realizar una
deteccion completa de variantes con diversos tipos

de muestras, calidad del ADN y aportes de ADN.

)NNDN
Yo Xs Xo)

3 reactivos TruPath Genome

@ ,

~once —— R

v

<=

Afadir el reactivo 1
al cartucho de
reactivos

Tiempo de preparacion de participacion activa de 10 minutos

3

Analizar los datos con

la aplicacion DRAGEN
Germline

Figura 1: Flujo de trabajo optimizado de TruPath Genome

activa para preparar el ensayo es de 10 minutos.

EI ADN purificado se afiade directamente a las gradillas de tubos de la libreria junto con el reactivo FTB y el agua hasta alcanzar
la concentracion deseada. Las gradillas de tubos y los reactivos de TruPath restantes se afiaden al cartucho de secuenciacion.
A continuacién, el cartucho y la celda de flujo se cargan en NovaSeq X Series y se inicia el experimento. El tiempo de participacion
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Pruebas de tipo de muestra

Métodos

Muestras

Para evaluar el rendimiento del genoma TruPath se
utilizaron diversos tipos de muestras, como sangre,
células aisladas, saliva, hisopos bucales y gotas de
sangre seca (GSS) (tabla 1). La extraccion de ADN se
realizé mediante varios métodos de purificacién (p. ej.,
columna de centrifugacion de silice, bolas magnéticas,
precipitacién por alcohol) e incluyé métodos de
extraccion estandar y de elevado peso molecular (EPM)
(tabla 2).

La cantidad de ADN se midi6 con el ensayo de alta
sensibilidad Qubit dsDNA en el fluorémetro Qubit 4
(Thermo Fisher Scientific, n.° de catalogo Q32851).
La calidad del ADN se evalué con un sistema 4200
TapeStation (Agilent, n.° de catalogo G2991BA)
(figura 2).

Tabla 1: Muestras utilizadas en el ensayo TruPath
Genome

Tipo de
i Fuente
muestra
Las muestras de sangre almacenadas en
Sangre K,EDTA de donantes sanos se adquirieron
completa de donantes de investigacién (Londres,
Reino Unido)
Varias estirpes celulares de linfoblastos o
fibroblastos solicitadas al Coriell Institute
for Medical Research
Pellets Muestras de ADN estandar y de EPM,
celulares incluidas las muestras de referencia del

consorcio Genome in a Bottle (GIAB)
HG001, HG002, HG003, HG004, HGO0O5,
HGO006 y HGOO7 (Corriell Institute for
Medical Research; NJ, EE. UU.)

Las muestras de saliva de donantes
Saliva sanos se adquirieron de donantes de
investigacién (Londres, Reino Unido)

Las muestras de hisopos bucales

Hisopos de donantes sanos se adquirieron de
bucales donantes de investigacién (Londres,
Reino Unido)

Las GSS se prepararon en las tarjetas
Whatman 903 Proteinsaver con 50 ul de
sangre completa con K;EDTA de menos
de 3 dias de antigliedad procedente de
donantes de investigacion (Londres,
Reino Unido)

GSS
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Tabla 2: Kits de extraccion de ADN utilizados en el ensayo
TruPath Genome

Tipo de
muestra:

o Ki oa
método de its de extraccion

recopilacion

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells &
Blood (NEB, n.° de catalogo T30508S)

Wizard HMW DNA Extraction Kit
(Promega, n.° de catalogo A2920)

MagAttract HMW DNA Kit (48)

- o f
Sangre: (Qiagen, n.° de catélogo 67563)

K,EDTA chemagic DNA Universal Kit H96

(Revvity, n.° de catdlogo CMG-718)

Mag-Bind Blood & Tissue DNA HDQ 96 Kit
(OmegaBiotek, n.° de catalogo M6399)

QIAamp DNA Blood Mini Kit (50)
(Qiagen, n.° de catélogo 51104)

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells &

o 3
Celdas: Blood (NEB, n.° de catalogo T3050S)

pellet seco QIAamp DNA Blood Mini Kit (50)

(Qiagen, n.° de catélogo 51104)

chemagic DNA Universal Kit H96
(Revvity, n.° de catdlogo CMG-718)

GSS: sparQ Lysis Kit (Quantabio, n.° de catalogo
: 95220)

MagMAX DNA Multi-Sample Ultra 2.0 Kit

(Thermo Fisher Scientific n.° de catalogo

A36570)

GeneFix Saliva-Prep 2 DNA Isolation Kit
(Isohelix, n.° de catalogo GSPN)

Saliva:

GFX-02 chemagic DNA Universal Kit H96
(Revvity, n.° de catdlogo CMG-718)
preplTeL2P DNA extraction reagent
(DNAGenotek, n.° de catalogo PT-L2P)

Saliva: chemagic DNA Universal Kit H96

0OGD-600 (Revvity, n.° de catdlogo CMG-718)

MagMAX Saliva gDNA Isolation Kit (Thermo
Fisher Scientific, n.° de catalogo A39059)

preplTeL2P DNA extraction reagent

. (DNAGenotek, n.° de catalogo PT-L2P)
Hisopos:
OCR-100 chemagic DNA Universal Kit H96

(Revvity, n.° de catdlogo CMG-718)

Whatman 903, tarjetas Proteinsaver (Millipore Sigma, n.° catdlogo
WHA10534612); GFX-02, GeneFix Saliva DNA/RNA Collector GFX-02
(Isohelix, n.° catdlogo GFX-02); dispositivo de recogida de saliva
Oragenee«Dx (DNA Genotek, n.° catdlogo OGD-600); OCR100,
ORAcollectsDNA (DNA Genotek, n.° catalogo OCR-100)
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Figura 2: Calidad del ADN por tipo de muestra.
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(A) Se observa un intervalo de calidad de ADN en diferentes tipos de muestras y kits de extraccion. Se extrajo ADN de muestras de
sangre y células con kits estandar y de EPM disponibles en el mercado. Se extrajo ADN de GSS, saliva e hisopos bucales utilizando kits
estandar disponibles en el mercado. El andlisis de la calidad del ADN se realizé con el ensayo de ADN gendmico ScreenTape (Agilent,

n.° de catalogo 5067-5366 y 5067-5365) en Agilent 4200 TapeStation evaluando el porcentaje de fragmentos superior a 10 kb y 60 kb.
(B) El analisis de la calidad del ADN mediante el ensayo de ADN gendmico ScreenTape (Agilent, n.° de catdlogo 5067-5366 y 5067-5365)
en Agilent 4200 TapeStation para células revela una calidad variable por tipo de muestra. Muestras de EPM en sangre (azul), hisopos

(naranja) y GSS (verde).

Configuracion y secuenciacion
del experimento

Se afiadio el ADN a una gradilla de tubos de la libreria
de muestras junto con reactivos TruPath Genome
(Illumina, n.° de catdlogo 20157406) de acuerdo

con las instrucciones del fabricante. La cantidad de
entrada estandar fue de 350 ng de ADN; sin embargo,
las muestras de GSS emplearon toda la cantidad
extraida. El aporte minimo de ADN fue de 175 ng.

La gradilla de tubos de librerias, los reactivos de
TruPath Genome y una celda de flujo C8 NovaSeq™ X
se cargaron en NovaSeq X Plus System (lllumina,

n.° de catdlogo 20084804) para la secuenciacion
conforme a lo descrito en el manual del usuario.

Analisis

Después de la secuenciacion, se utilizo el proceso
DRAGEN™ Germline para combinar datos de
secuenciacion de lectura corta con informacién sobre
la proximidad entre nanopocillos. Se utilizd el genoma
de referencia GRCh38 para la llamada de variantes a
partir de lecturas ordenadas.

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

Resultados

TruPath Genome ofrece resultados de alta
calidad a partir de muestras de calidad
variable

Los criterios de medicion estandar del genoma
completo, incluida la cobertura autosémicay la
precision de la llamada de bases, logrados con TruPath
Genome, no se vieron afectados por la calidad del
ADN y se observo un rendimiento sdlido para todos los
tipos de muestras (figura 3). La cobertura autosémica
media fue de aproximadamente 64x y la media de Q30
fue del 92 %. En algunas muestras de saliva e hisopos,
la reduccion de la cobertura se debi¢ a la presencia
natural de lecturas bacterianas en las muestras,

lo que redujo el porcentaje de lectura asignado

del genoma humano.

La calidad de la muestra de ADN se asocid
estrechamente a los criterios de medicion de
proximidad de TruPath Genome (figura 4). Para la
mayoria de los tipos de muestras, el porcentaje de
fragmentos de ADN de mas de 10 kb fue un factor

de prediccion sélido del rendimiento de la tasa de
proximidad, con un porcentaje de fragmentos de mas
de 10 kb que produjo una tasa de proximidad de Q25
mas alta (es decir, el porcentaje de lecturas que tienen
al menos otra lectura muy cerca con una puntuacién
de calidad por encima de Q25%).

* La puntuacion de calidad de proximidad es la probabilidad en la escala Phred
de que dos lecturas de la misma regidon del genoma coincidan al azar dentro del
mismo grupo local de celdas de flujo, calculada por el modelo de proximidad
DRAGEN. Una puntuacion de calidad de proximidad mas alta indica una mayor
confianza en que dos lecturas que estan cerca en el genoma y en la celda de
flujo se originaron a partir de la misma molécula de ADN de aporte.
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Figura 3: La cobertura autosémica y el porcentaje medio de Q30 no se ven afectados por la calidad del ADN en diferentes tipos
de muestras

Se extrajo ADN de sangre y células siguiendo métodos estandar y de EPM. Se extrajo ADN de GSS, saliva e hisopos bucales
siguiendo métodos estandar. Se observd un rendimiento sélido para las puntuaciones de calidad y cobertura con todas las muestras,
independientemente del método de purificaciéon de ADN. La integridad del ADN se midio¢ en el Agilent 4200 TapeStation mediante un
anélisis regional, con el porcentaje de los fragmentos de més de 10 kb agrupados a lo largo del eje X.
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Figura 4: Impacto de la calidad del ADN en la tasa de proximidad de Q25

Se extrajo ADN de sangre y células siguiendo métodos estandar y de EPM. Se extrajo ADN de GSS, saliva e hisopos bucales siguiendo
métodos estandar. Las tasas de proximidad de Q25 estdn estrechamente relacionadas con la calidad del ADN, en particular con el
porcentaje de fragmentos de ADN de mas de 10 kb medido en Agilent 4200 TapeStation y agrupado a lo largo del eje X.
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TruPath Genome admite la secuenciaciéon
en fase de hebra retrasada

La presencia de fragmentos de ADN mas grandes es un
potente factor de prediccidn del rendimiento de la fase
de hebra retrasada: cuanto mayor sea el porcentaje de
fragmentos de ADN por encima de 60 kb, mayor sera el
tamafio del bloque de fase de hebra retrasada NG50"

y mayor serd el rendimiento de la llamada de variantes
pequefas. TruPath Genome permite el estudio de
plantillas de ADN de longitud completa, lo que lo hace
adecuado para estudios de fase de hebra retrasada

del genoma humano (figura 5).

TruPath Genome funciona mejor con
muestras frescas de alta calidad

Para evaluar el efecto de la antigliedad de las muestras
en el rendimiento de TruPath Genome, se extrajo

ADN de muestras de sangre y GSS en dos momentos
concretos. En el caso de las muestras de sangre,

se extrajo ADN en los tres dias siguientes a la recogida
de sangre y después de siete dias de almacenamiento
a 4 °C. Las muestras de GSS se almacenaron durante
un mes o un afio a temperatura ambiente.

1El bloque ordenado NG50 es la longitud del bloque de fase una vez ordenado
el 50 % de la regién objetivo (el genoma u otra).

Tanto en el caso de las muestras de sangre como en el
de las de GSS, el tamafio del bloque de fase de hebra
retrasada NG50 cambié con respecto al porcentaje
de fragmentos de ADN de mas de 60 kb (figura 6).
Ambos pardmetros fueron mas bajos en las muestras
envejecidas que en las frescas. En el caso de las
muestras de sangre, se obtuvieron mas del 40 % de
los fragmentos de mas de 60 kb, incluso en aquellas
muestras en las que el ADN se aislé una semana
después de haberse extraido siguiendo un método
de EPM.

TruPath Genome tiene un rendimiento sélido
con diferentes cantidades de aporte de ADN

El rendimiento del ensayo TruPath Genome se evalud
con diferentes aportes de entrada de ADN: 175, 200,
350y 550 ng. Los resultados de la secuenciacién con
el aporte de 175 ng demostraron métricas estandar
del genoma completo de alta calidad (p. €j., cobertura
autosémica y porcentaje superior a Q30) y métricas
de proximidad (p. ej., tasa de proximidad Q25 y bloque
de fase de hebra retrasada NG50). Si bien el aporte
recomendado es de 350 ng, se pueden emplear
aportes inferiores (figura 7).
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Figura 5: El rendimiento de fase de hebra retrasada de TruPath Genome es muy sélido con tipos de muestras variables

Se extrajo ADN de sangre y células siguiendo métodos estéandar y de EPM. Se extrajo ADN de GSS, saliva e hisopos bucales siguiendo
métodos estandar. La integridad del ADN se midié en el Agilent 4200 TapeStation mediante un analisis regional y el porcentaje de
fragmentos de mds de 60 kb agrupados a lo largo del eje X. La longitud de la cadena molde en el eje Y representa el tamafio de la molécula
de la cadena molde del percentil 75. Una mayor calidad del ADN, con un porcentaje mas elevado de mas de 60 kb, se correlaciona con una
mayor longitud de la cadena molde y el NG50 del bloque de fase de hebra retrasada.
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Figura 6: Impacto del almacenamiento de muestras de sangre en la calidad del ADN y el bloque de fase de hebra retrasada NG50

Las muestras de sangre se conservaron a 4 °C durante menos de tres dias (frescas) o durante siete dias. Las muestras de GSS se
almacenaron a temperatura ambiente durante menos de 30 dias o aproximadamente un afio. Se extrajo ADN de sangre siguiendo
métodos estandar y de EPM. Se extrajo ADN de muestras de GSS siguiendo métodos estandar. Impacto de la edad de la muestra primaria
en la calidad del ADN (porcentaje superior a 60 kb) y el bloque de fase de hebra retrasada NG50. El porcentaje superior a 60 kb se mide
con ADN gendmico en el ensayo ScreenTape en Agilent 4200 TapeStation. Para ambos tipos de muestras, el porcentaje de fragmentos
superiores a 60 kb y el tamafio del bloque de fase de hebra retrasada NG50 son menores para las muestras que se han almacenado mas
tiempo antes de la extraccion.

—e— Sangre (EPM)

—e— HG002 (EPM)

Sangre (estandar)

HGO002 (estandar)

A. B. C.
_ 80 10 Mb 8 40000
S o S v e e
BT e te———— 2 e g B
g &*’__yy‘?; 7 2g d5 30000
S 60| & g3 © -
] 02 3%
3 50 28 1Mbl=—=o- 8« 20000
o ° 8 = = £z
g 40 © © 500 Kb og
2 238 2 S 10000
S 30 8 200Kb B o
o o E%
20 ° 0

200 300 400
Concentracion de carga de ADN (%)

500

200 300 400 500

Concentracion de carga de ADN (%)

200 300 400 500

Concentracion de carga de ADN (%)

Figura 7: TruPath Genome funciona bien con diferentes cantidades de aporte

Los resultados de secuenciacion para TruPath Genome preparados con aportes de 175, 200, 350 y 550 ng generan una calidad de

datos similar para los criterios de medicién de proximidad estandar del genoma completo y TruPath Genome; incluidos (A) cobertura
autosodmica, (B) bloque de fase de hebra retrasada NG50 y (C) rendimiento de llamada de variantes pequefias (llamadas totales de FP + FN).
Se extrajo ADN de sangre y células siguiendo métodos estandar y de EPM. El rendimiento de las Ilamadas de variantes pequefias

(SNP + indel) se compard con el conjunto de verdad T2T-Q100 V1.1 V0.019.
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Resumen

TruPath Genome utiliza la tecnologia de lectura
asignada por proximidad para proporcionar una
solucion integral de secuenciacién del genoma
completo con una simplicidad sin precedentes. El flujo
de trabajo Unico combina las ventajas de los métodos
de secuenciacion de lectura corta con la informacion
sobre proximidad en la celda de flujo para obtener
informacion de larga distancia. Esta nota técnica
demuestra el rendimiento sélido y de alta calidad
logrado con TruPath Genome a partir de muestras de
diversos tipos, cantidades, calidades y condiciones
de almacenamiento.
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