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Desempenho do TruthPath Genome com varias amostras

Introdugao

O sequenciamento de leitura curta oferece um método
flexivel e confidvel para a execugdo do sequenciamento
do genoma completo (WGS, whole-genome
sequencing) de alta precisdo. No entanto, uma pequena
proporgdo do genoma humano permanece dificil de
mapear (por exemplo, regiées com homologia de
sequéncia alta ou sequéncias repetitivas e alguns tipos
de variantes, como variantes estruturais (por exemplo,
inversdes, translocacgdes, insergdes e delegdes e
rearranjos complexos)). Métodos de sequenciamento
de leitura longa podem ajudar a resolver essas regides
e tipos de variantes, mas sao prejudicados pela
necessidade de altas quantidades de entrada de DNA,
requisitos rigorosos de qualidade de entrada, fluxos

de trabalho complexos e resultados varidveis."*

O Illlumina TruPath Genome revoluciona o fluxo de
trabalho de sequenciamento de Ultima geragéo,
fornecendo sequenciamento do genoma completo
abrangente com simplicidade sem precedentes.®
Com tecnologia de leitura mapeada por proximidade,
o TruPath Genome usa um fluxo de trabalho
altamente simplificado que essencialmente elimina
a etapa tradicional de preparagao da biblioteca e
fornece um fluxo de trabalho simplificado que vai
do DNA purificado ao carregamento do sistema

de sequenciamento em ~10 minutos (Figura 1).

Além de alterar o paradigma do fluxo de trabalho do
WGS, o TruPath Genome usa informdtica avangada
para combinar dados de leitura curta de alta precisdao
com informacgdes de proximidade de nanopogos de
modelos de DNA na lamina de fluxo. Essas informacgdes
de proximidade permitem que os laboratérios gerem
insights genémicos de longo alcance para sequéncias
separadas por até milhées de bases. A combinagao
desses insights gendmicos de longo alcance com

0s pontos fortes do sequenciamento de leitura curta
permite que o TruPath Genome torne acessiveis
genomas abrangentes.

Esta nota técnica demonstra os recursos altamente
robustos do TruPath Genome para resolver regiées
anteriormente dificeis de mapear do genoma e realizar
uma detecgao abrangente de variantes com diversos
tipos de amostras, qualidade do DNA e entradas

de DNA.
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Figura 1: Fluxo de trabalho simplificado do TruPath Genome

DNA purificado é adicionado diretamente a tira de tubo da biblioteca juntamente com o reagente FTB e a dgua até a concentragao
desejada. A tira de tubo e os reagentes TruPath restantes sdo adicionados ao cartucho de sequenciamento. Em seguida, o cartucho e a
lamina de fluxo sdo carregados no NovaSeq X Series e a corrida € iniciada. O tempo de manuseio para configurar o ensaio é de 10 minutos.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagndstico.
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Desempenho do TruthPath Genome com varias amostras

Teste do tipo de amostra

Tipo de
MétOdOS amostra:
método
de coleta
Amostras
Uma variedade de tipos de amostras, incluindo sangue,
células isoladas, saliva, swabs bucais e manchas de
sangue seco (DBS, dried blood spots), foi usada para
avaliar o desempenho do TruPath Genome (Tabela 1).
A extragao de DNA foi realizada usando varios métodos
de purificagdo (por exemplo, coluna giratéria de silica,
Lo L = . . . Sangue:
beads magnéticos, precipitagao de alcool) e incluiu K EDTA
4 S 2
métodos de extragdo de alto peso molecular (HMW)
e padrao (Tabela 2).
A quantidade de DNA foi medida usando o ensaio de
alta sensibilidade Qubit dsDNA no Qubit 4 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific, n.° do catdlogo Q32851).
A qualidade do DNA foi avaliada com um 4200
TapeStation System (Agilent, n.° do catalogo G2991BA)
(Figura 2).
Células:
sedimento
seco
Tabela 1: Amostras usadas no ensaio com o TruPath
Genome
Tipo de .
P Origem
amostra DBS:
Whatman
As amostras de sangue armazenadas 903
em K_EDTA de doadores saudaveis
Sangue total forarﬁ adquiridas da Research Donors
(Londres, Reino Unido)
Varias culturas de linhagens celulares
de linfoblastoides ou fibroblastos Saliva:
solicitadas pelo Coriell Institute for Gl?x'yg‘z
Medical Research
ggﬂllr;%r;tos Amostras HMW e padrao de DNA,
incluindo as amostras de referéncia do
Genome in a Bottle Consortium (GIAB)
HGO001, HG002, HG003, HG004, HGOO5,
HG006 e HGOO7 (Corriell Institute for Saliva:
Medical Research; NJ, EUA) 0GD-600
Amostras de saliva de doadores
Saliva saudaveis foram adquiridas da Research
Donors (Londres, Reino Unido)
Amostras de swabs bucais de doadores
Swabs bucais saudaveis foram adquiridas da Research Swabs:
Donors (Londres, Reino Unido) OCR-100

As DBS foram preparadas em Whatman
903 Protein Saver Cards usando 50 pl
de sangue total de K;:EDTA <3 dias da
Research Donors (Londres, Reino Unido)

DBS

Tabela 2: Kits de extragdo de DNA usados no ensaio
com o TruPath Genome

Kits de extragcao

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells &
Blood (NEB, n.° do catdlogo T3050S)

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

MagAttract HMW DNA Kit (48)
(Qiagen, n.° do catalogo 67563)

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

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

QIAamp DNA Blood Mini Kit (50)
(Qiagen, n.° do catalogo 51104)

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells &
Blood (NEB, n.° do catalogo T3050S)

QIAamp DNA Blood Mini Kit (50)
(Qiagen, n.° do catalogo 51104)

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

sparQ Lysis Kit (Quantabio,
n.° do catalogo 95220)

MagMAX DNA Multi-Sample Ultra 2,0 Kit
(Thermo Fisher Scientific n.° do catalogo
A36570)

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

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

preplTeL2P DNA extraction reagent
(DNAGenotek, n.° do catalogo PT-L2P)

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

MagMAX Saliva gDNA lIsolation Kit (Thermo
Fisher Scientific, n.° do catalogo A39059)

preplTeL2P DNA extraction reagent
(DNAGenotek, n.° do catalogo PT-L2P)

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

Whatman 903, Protein saver cards (Millipore Sigma, n.° do catalogo
WHA10534612); GFX-02, GeneFix Saliva DNA/RNA Collector GFX-02
(Isohelix, n.° do catédlogo GFX-02); OragenesDx saliva collection device

(DNA Genotek, n.° do catdlogo OGD-600); OCR100, ORAcollecteDNA
(DNA Genotek, n.° do catalogo OCR-100)
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Figura 2: Qualidade do DNA por tipo de amostra.
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(A) Uma faixa de qualidade de DNA ¢ observada em diferentes tipos de amostras e kits de extragdo. O DNA foi extraido de amostras de
sangue e células usando kits HMW e padrdo comercialmente disponiveis. O DNA foi extraido de DBS, saliva e swabs bucais usando kits
padrdo comercialmente disponiveis. A analise da qualidade do DNA foi realizada usando o ensaio gendémico DNA ScreenTape (Agilent,
n.° do catdlogo 5067-5366 e 5067-5365) no Agilent 4200 TapeStation, avaliando a porcentagem de fragmentos maiores que 10 kb e 60 kb.
(B) A andlise da qualidade do DNA usando o ensaio genémico DNA ScreenTape (Agilent, n.° do catdlogo 5067-5366 e 5067-5365) no
Agilent 4200 TapeStation para células revela qualidade varidvel por tipo de amostra. Amostras de sangue HMW (azul), swabs (laranja)

e DBS (verde).

Configuragao de corrida e sequenciamento

O DNA foi adicionado a uma tira de tubo da biblioteca
de amostras com reagentes TruPath Genome
(Illumina, n.° de catalogo 20157406) de acordo

com as instru¢des do fabricante. A quantidade de
entrada padrdo foi de 350 ng de DNA. No entanto,

as amostras de DBS usaram toda a quantidade extraida.
A entrada minima de DNA foi de 175 ng. A tira de tubo
da biblioteca, os reagentes TruPath Genome e uma
lamina de fluxo NovaSeq™ X C8 foram carregados

no NovaSeq X Plus System (lllumina, n.° do catalogo
20084804) para sequenciamento de acordo com o
manual do usuario.

Analise

Apds o sequenciamento, o pipeline do DRAGEN™
Germline foi usado para combinar dados de
sequenciamento de leitura curta com informagdes de
proximidade de nanopogos. O genoma de referéncia
GRCh38 foi usado para identificagdo de variantes
com base em leituras em fases.

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

Resultados

O TruPath Genome fornece resultados de
alta qualidade de amostras de qualidade
variavel

As métricas padrdo do genoma completo, incluindo
cobertura autossémica e precisdo da identificagdo de
bases, alcangadas com o TruPath Genome, ndo foram
afetadas pela qualidade do DNA e foi observado um
desempenho robusto para todos os tipos de amostras
(Figura 3). A cobertura autossdmica média foi de ~64x
e a Q30 média foi de 92%. Para algumas amostras de
saliva e swab, a reducao na cobertura foi decorrente da
presenga natural de leituras bacterianas nas amostras,
0 que reduziu a porcentagem de leitura mapeada do
genoma humano.

A qualidade da amostra de DNA estava altamente
associada as métricas de proximidade do TruPath
Genome (Figura 4). Para a maioria dos tipos de
amostra, a porcentagem de fragmentos de DNA acima
de 10 kb foi um forte preditor do desempenho da taxa
de proximidade, com uma porcentagem de fragmento
mais alta acima de 10 kb produzindo uma taxa de
proximidade Q25 mais alta (ou seja, a porcentagem
de leituras que tém pelo menos uma outra leitura em
estreita proximidade com uma pontuag¢ao de qualidade
acima de Q257).

* A pontuagdo de qualidade de proximidade é a probabilidade em escala de Phred
de que duas leituras da mesma regido do genoma estejam na mesma vizinhanga
de lamina de fluxo ao acaso, conforme calculado pelo modelo de proximidade
DRAGEN. Uma pontuacgdo mais alta de qualidade de proximidade indica uma
maior confianga de que duas leituras que estdo proximas no genoma e na
lamina de fluxo se originaram da mesma molécula de DNA de entrada.

M-GL-03932 PTB v1.0
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Figura 3: A cobertura autossémica e o percentual médio de Q30 ndo sdo afetados pela qualidade do DNA em diferentes tipos

de amostras

O DNA foi extraido do sangue e das células usando métodos HMW e padrdo. O DNA foi extraido de DBS, saliva e swabs bucais
usando métodos padrdo. Foi observado um forte desempenho para pontuagdes de cobertura e qualidade em todas as amostras,
independentemente do método de purificagdo de DNA. A integridade do DNA foi medida no Agilent 4200 TapeStation com uma

analise regional como porcentagem de fragmentos >10 kb agrupados ao longo do eixo X.
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Figura 4: Impacto da qualidade do DNA na taxa de proximidade Q25

O DNA foi extraido do sangue e das células usando métodos HMW e padrdo. O DNA foi extraido de DBS, saliva e swabs bucais usando
métodos padrdo. As taxas de proximidade Q25 estao altamente associadas a qualidade do DNA, em particular com o % de fragmentos

de DNA >10 kb medido no Agilent 4200 TapeStation e posicionado ao longo do eixo X.

M-GL-03932 PTB v1.0
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O TruPath Genome é compativel com
sequenciamento em fases

A presenga de fragmentos de DNA maiores é um forte
preditor do desempenho do faseamento: quanto maior
a porcentagem de fragmento de DNA acima de 60 kb,
maior o tamanho do bloco de faseamento NG50' e
maior o desempenho da identificagdo de variantes
pequenas. O TruPath Genome permite o estudo de
modelos de DNA de comprimento total, tornando-o
adequado para estudos de faseamento do genoma
humano (Figura 5).

O TruPath Genome tem melhor desempenho
com amostras frescas de alta qualidade

Para avaliar o impacto da idade da amostra no
desempenho do TruPath Genome, o DNA foi extraido
de amostras de sangue e DBS em duas ocasides
especificas. Para amostras de sangue, o DNA foi
extraido até trés dias apds a coleta de sangue e apds
sete dias de armazenamento a 4 °C. As amostras

de DBS foram armazenadas por um més ou um ano
em temperatura ambiente.

10 bloco de fase NG50 é o comprimento do bloco de fase quando 50%
daregido-alvo (genoma ou outra) estiver em fase.

Em amostras de sangue e DBS, o tamanho do bloco de
faseamento NG50 mudou em relagédo a porcentagem
de fragmentos de DNA acima de 60 kb (Figura 6).
Ambas as métricas foram menores para as amostras
mais antigas em comparagdo com amostras frescas.

Em amostras de sangue, mais de 40% dos fragmentos
>60 kb foram obtidos até mesmo para amostras em que
o DNA foi isolado apds uma semana quando o DNA foi
extraido usando um método HMW.

O TruPath Genome tem um desempenho
robusto em diversas quantidades de entrada
de DNA

O desempenho do ensaio TruPath Genome foi avaliado
em diversas quantidades de entrada de DNA: 175,

200, 350 e 550 ng. Os resultados do sequenciamento
com a entrada de 175 ng demonstraram métricas

de genoma completo padrdo de alta qualidade

(por exemplo, cobertura autossdmica e porcentagem
>Q30) e métricas de proximidade (por exemplo, taxa
de proximidade Q25 e bloco de faseamento NG50).
Embora a entrada recomendada seja de 350 ng,
entradas mais baixas podem ser usadas (Figura 7).
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Figura 5: O desempenho de faseamento do TruPath Genome é altamente robusto com tipos de amostras variaveis

O DNA foi extraido do sangue e das células usando métodos HMW e padrdo. O DNA foi extraido de DBS, saliva e swabs bucais usando
métodos padrdo. A integridade do DNA foi medida no Agilent 4200 TapeStation com uma analise regional e porcentagem de fragmentos
>60 kb agrupados ao longo do eixo X. O comprimento do modelo no eixo Y representa o tamanho da molécula do modelo do 75.° percentil.
O aumento da qualidade do DNA, com porcentagem >60Kb, se correlaciona com o aumento do comprimento do modelo e o bloco de

faseamento NG50.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagndstico.
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Figura 6: Impacto do armazenamento de amostras de sangue na qualidade do DNA e no bloco de faseamento NG50

As amostras de sangue foram armazenadas a 4 °C por <3 dias (frescas) ou 7 dias. As amostras de DBS foram armazenadas em
temperatura ambiente por <30 dias ou ~1 ano. O DNA foi extraido do sangue usando métodos HMW e padrdo. O DNA foi extraido de
amostras de DBS usando métodos padrdo. Impacto da idade da amostra principal na qualidade do DNA (porcentagem >60 kb) e no bloco
de faseamento NG50. Percentual >60 kb € medido usando DNA gendmico no ensaio ScreenTape no Agilent 4200 TapeStation. Em ambos
os tipos de amostra, a porcentagem de fragmentos superiores a 60 kb e o tamanho do bloco de faseamento NG50 sdo menores para as
amostras que foram armazenadas por mais tempo antes da extragéo.
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Figura 7: O TruPath Genome tem bom desempenho com diversas quantidades de entrada

Os resultados de sequenciamento do TruPath Genome preparados usando entradas de 175, 200, 350 e 550 ng geram qualidade

dos dados semelhante para métricas padrdo de genoma completo e de proximidade do TruPath Genome; incluindo (A) cobertura
autossomica, (B) bloco de faseamento NG50 e (C) desempenho de identificagdo de variantes pequenas (total de identificages FP+FN).
O DNA foi extraido do sangue e das células usando métodos HMW e padrdo. O desempenho de identificacdo de variantes pequenas
(SNP + Indel) foi comparado com o conjunto verdade T2T-Q100 V1.1 V0.019.

M-GL-03932 PTB v1.0 Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagndstico.



Desempenho do TruthPath Genome com varias amostras

Resumo

O TruPath Genome usa tecnologia de leitura mapeada
por proximidade para fornecer uma solu¢ao abrangente
de sequenciamento de genoma completo com uma
simplicidade sem precedentes. O fluxo de trabalho
exclusivo aplica os beneficios dos métodos de
sequenciamento de leitura curta combinados com
informacdes de proximidade na lamina de fluxo para
desbloquear insights de longo alcance. Esta nota
técnica demonstra o desempenho robusto e de alta
qualidade obtido com o TruPath Genome com base
em amostras de varios tipos, quantidade, qualidade

e condi¢bes de armazenamento.
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