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Introduccion

La longitud de los teldmeros tiene asociaciones
conocidas con numerosas enfermedades humanas,
entre las que se incluye el cancer. La enzima telomerasa
transcriptasa inversa (TERT) desempefia un papel
fundamental en el mantenimiento de los telémeros.

Se han observado mutaciones en el promotor de TERT
en mas de 50 tipos de cancer.! Concretamente, se

han observado dos mutaciones puntuales de mayor
riesgo en el promotor de TERT en un 71 % de los
melanomas?®y un 83 % de los glioblastomas?, por

lo que la secuenciacion precisa de esta region del

gen es fundamental para aplicaciones prondsticas.

Sin embargo, la region promotora de TERT es rica en
GC y contiene mas de un 80 % de bases de GC?, lo que
complica la amplificacion y secuenciacion del ADN.

En esta nota técnica describimos una modificacion

de la etapa de amplificacion de librerias enriquecidas
(EL-PCR) del protocolo TruSight Oncology 500
High-Throughput que optimiza la amplificacién y la
secuenciacion posterior de regiones ricas en GC, como
el promotor de TERT, sin comprometer el rendimiento de
las porciones no ricas en GC del genoma. Se obtuvieron
resultados similares con TruSight Oncology 500 (datos
no mostrados).

Métodos
Protocolo de EL-PCR modificado

Durante la preparacion de librerias, las sondas

que contienen secuencias de amplificacion PCR y
adaptadores de secuenciacion se unen a regiones
especificas del ADN. Estos fragmentos de ADN se
amplifican mediante la PCR y se purifican antes de
cargarlos en una celda de flujo que se une a los
fragmentos mediante los adaptadores ligados. Como se
ha indicado anteriormente, puede ser problematico
realizar la amplificacion PCR de las regiones ricas en
GC, lo que da como resultado un menor rendimiento

y una menor cobertura de estas regiones durante

la secuenciacion de nueva generacion (NGS, next-
generation sequencing). Con el objetivo de superar los
problemas a la hora de secuenciar regiones ricas en GC
mediante NGS, los cientificos de Illumina aumentaron

la duracién de los ciclos durante la amplificacion final
(EL-PCR) de las librerias en el protocolo de TruSight
Oncology 500 High-Throughput (tabla 1).

Condiciones experimentales

La evaluacién de los cambios en la duracion de los
ciclos se realizé con muestras de ADN fijado en formol
e incluido en parafina (FFPE, formalin fixed, paraffin-
embedded) positivo para cancer de vejiga o tiroideo

y una muestra de control de linea celular SeraCare.

Tabla 1: comparacion de los protocolos de EL-PCR estandar y modificado

Desviacion Duracién

Paso Temperatura (°C) estandar modificada N.° de ciclos
Desnaturalizacion 98 °C 30s 30s 1

98 °C 10s 30s
Ciclos 60 °C 30s 30s 18

72 °C 30s 60 s
Extension 72 °C 5 min 5 min 1
Retencién 10 °C Retencion Retencioén -
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Se generaron librerias siguiendo la Guia de referencia Vejiga Tiroideo
de TruSight Oncology 500 High-Throughput® empleando
el protocolo de EL-PCR estandar o modificado.

En el protocolo de EL-PCR modificado se amplid

la duracién de la amplificacion de 41 a 57 minutos.

Las librerias preparadas se secuenciaron en NovaSeq”
6000 Sequencing System con la celda de flujo S2

y una longitud de lectura de 2 x 101 pb. El analisis

se realizé con DRAGEN" TruSight Oncology 500

Analysis Software v2.1.0.
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Figura 2: el protocolo de EL-PCR modificado aumenta la cobertura de las regiones con mayor contenido de GC. Se utilizo TruSight
Oncology 500 High-Throughput con el protocolo de EL-PCR modificado para analizar muestras FFPE de cancer de vejiga y tiroideo.

Los datos de FASTQ se redujeron a 100 M de pares de lecturas para su analisis mediante un grafico de volcan. Las graficas muestran

el analisis estadistico frente al multiplo de cambio de la cobertura. Se muestran los valores de p umbral estandar (p < 0,05) y ajustados
(p < 0,05/14 529). X indica el multiplo de cambio entre los protocolos de EL-PCR modificado y estandar para la region de sonda concreta.
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Figura 3: se sigui6 observando un alto rendimiento en regiones no ricas en GC. Aunque el protocolo de EL-PCR mejora la
cobertura de regiones ricas en GC, no afecta al rendimiento global del ensayo. Los puntos de datos correspondientes a

regiones con mas del 70 % de GC tienen una tendencia ascendente, mientras que aquellos con menos del 70 % de GC se
mantienen constantes, lo que indica que el aumento observado de la cobertura no se debe a una extraccién significativa

de lecturas de otras regiones.

Resumen

Las porciones ricas en GC del genoma, como el
promotor de TERT, pueden ser dificiles de secuenciar
mediante NGS. El aumento de la duracién de los

ciclos durante la etapa de EL-PCR en el protocolo de
preparacion de librerias de TruSight Oncology 500
High-Throughput puede aumentar la cobertura de estas
regiones posiblemente problematicas, a la vez que se
mantiene el alto rendimiento observado en regiones no
ricas en GC.

;Tiene alguna pregunta?

Pdngase en contacto con techsupport@illumina.com.
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