NOTA TECNICA

Maior cobertura do
promotor do TERT
usando o TruSight”
Oncology 500
High-Throughput

Uma simples modificacao
do protocolo melhora o
desempenho em regioes
ricas em GC
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Introducao

O comprimento do teldmero tem associagdes
conhecidas com varias doengas humanas, incluindo
cancer. A enzima transcriptase reversa da telomerase
(telomerase reverse transcriptase, TERT) desempenha
um papel fundamental na manutencgao dos teldmeros.
Foram encontradas mutagdes dentro do promotor de
TERT em mais de 50 tipos de cancer. Em particular,
duas mutacdes de hotspot dentro do promotor de TERT
foram encontradas em 71% dos melanomas?® e em
83% dos glioblastomas*, tornando o sequenciamento
preciso dessa regido do gene critico para aplicagdes
progndsticas. No entanto, a regido promotora de TERT
é rica em GC, consistindo em > 80% de bases de GC?,
0 que complica a amplificacdo e o sequenciamento

do DNA.

Nesta nota técnica, descrevemos uma modificagéo

na etapa de amplificagdo de bibliotecas enriquecidas
(EL-PCR) dentro do protocolo TruSight Oncology

500 High-Throughput que otimiza a amplificacao e

0 subsequente sequenciamento de regides ricas em
GC, como o promotor de TERT, sem comprometer o
desempenho de por¢des nao ricas em GC do genoma.
Resultados semelhantes foram demonstrados com o
TruSight Oncology 500 (dados ndo mostrados).

Métodos
Protocolo EL-PCR modificado

Durante a preparagao da biblioteca, sondas contendo
sequéncias de amplificagdo de PCR e adaptadores

de sequenciamento se ligam a regides especificas

do DNA. Esses fragmentos de DNA sdo amplificados

por PCR e purificados antes de serem carregados em
uma lamina de fluxo que liga os fragmentos usando 0s
adaptadores ligados. Como observado anteriormente,
regides ricas em GC podem ser problematicas para
amplificagdo de PCR, resultando em rendimentos mais
baixos e cobertura mais baixa dessas regides durante o
sequenciamento de Ultima geragdo (NGS). Para superar
os desafios nas regides ricas em GC experimentados no
NGS, os cientistas da lllumina aumentaram os tempos de
ciclo durante a amplificagao final (EL-PCR) de bibliotecas
no protocolo TruSight Oncology 500 High-Throughput
(Tabela 1).

Condigdes experimentais

O teste das alteragdes nos tempos de ciclo foi realizado
usando amostras de DNA fixadas em formalina e
emblocadas em parafina (formalin-fixed paraffin-
embedded, FFPE) positivas para cancer de bexiga

ou tireoide e uma amostra de controle de linhagem
celular SeraCare.

Tabela 1: Comparacgao dos protocolos EL-PCR padréo e modificado

Etapa Temperatura (°C) Duragdo padrao m?)l:jrifai(c;zga N.° de ciclos
Desnaturagao 98 °C 30 segundos 30 segundos 1

98 °C 10 segundos 30 segundos
Ciclagem 60 °C 30 segundos 30 segundos 18

72 °C 30 segundos 60 segundos
Extensao 72 °C 5 minutos 5 minutos 1
Retengéao 10 °C retengao retengao -
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Figura 2: O protocolo EL-PCR modificado aumenta a cobertura da maioria das regides de alto GC - O TruSight Oncology 500 High-
Throughput com o protocolo EL-PCR modificado foi usado para analisar amostras FFPE de cancer de bexiga e tireoide. Os dados do
FASTQ tiveram a amostra reduzida para 100 milhdes de pares de leitura para analise por grafico de vulcdo. Os graficos mostram a analise
estatistica versus a alteragdo de dobra na cobertura. Os valores-p dos limites padrdo (p < 0,05) e ajustado (p < 0,05/14529) s&o exibidos.
X indica a alteragdo de dobra entre os protocolos EL-PCR modificado e padrdo para a regido especifica da sonda.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado em procedimentos de diagnostico. M-GL-02492 PTB v1.0 | 3



TRUSIGHT ONCOLOGY 500 HIGH-THROUGHPUT

Amostra FFPE de cancer de bexiga

(o)
1

w
1

EL-PCR modificado/EL-PCR padrdo
w o

log, (alteragdo da dobra de cobertura mediana)

'
(o)
'

0,25 0,50 0,75

Percentual de GC

Amostra FFPE de cancer de tireoide

o
'

w
'
°

EL-PCR modificado/EL-PCR padrdo
@ )

log, (alteragdo da dobra de cobertura mediana)

I
(e}
1

0,25 0,50 075

Percentual de GC

Figura 3: O alto desempenho continuou a ser observado em regides ndo ricas em GC. Embora o protocolo EL-PCR modificado
melhore a cobertura de regides ricas em GC, ele ndo afeta o desempenho geral do ensaio. Pontos de dados correspondentes
aregides > 70% de CG mostram uma tendéncia crescente, enquanto aqueles < 70% de CG permanecem constantes,
indicando que o aumento observado na cobertura ndo esta obtendo leituras significativas de outras regides.

Resumo

As porgdes ricas em GC do genoma, como o promotor
de TERT, podem representar desafios para o NGS.

O aumento dos tempos de ciclo durante a etapa de
EL-PCR no protocolo de preparagao da biblioteca
TruSight Oncology 500 High-Throughput pode
aumentar a cobertura dessas regides potencialmente
problematicas, mantendo o alto desempenho observado
em regides nao ricas em GC.

Perguntas

Contato techsupport@illumina.com
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