NOTA DE APLICACION

Deteccion

de variantes
somaticas raras
en muestras
tumorales FFPE
con lllumina Cell-
Free DNA Prep
with Enrichment

« Los identificadores moleculares Unicos para la
correccion de errores permiten una mayor precision
durante la secuenciacion.

« Compatible con paneles de enriquecimiento
suministrados por el usuario para un disefio de
experimentos flexible.

« Elflujo de trabajo flexible es compatible con ADN
extraido tanto de biopsias liquidas como de muestras
de tejido FFPE.
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ILLUMINA CELL-FREE DNA PREP WITH ENRICHMENT

Introduccion

Las muestras de tejido fijado en formol y embebido

en parafina (FFPE, formalin fixed, paraffin-

embedded) son una importante fuente de materiales
para la caracterizacion molecular de los tumores.
Desafortunadamente, el proceso de fijacion e inclusion
en parafina de las muestras de tejido puede provocar
fragmentacion, reticulacion o modificaciones quimicas
de los acidos nucleicos.! Esto da lugar a un acido
nucleico de calidad variable o baja que puede hacer que
el andlisis genético del tumor sea dificil, especialmente
para detectar mutaciones raras. Por este motivo, son
necesarios flujos de trabajo de secuenciacion de nueva
generacion (NGS, next-generation sequencing) robustos
y sensibles para procesar los materiales de entrada a
partir de muestras FFPE para analisis sucesivos.

La combinacion de los hallazgos del andlisis genémico
de biopsias de tejido con datos complementarios de
biopsia liquida proporciona una visiéon profunda de

la biologia tumoral. lllumina Cell-Free DNA Prep with
Enrichment es un kit de preparacion de librerias que
puede utilizarse para preparar librerias listas para

el secuenciador tanto de ADN tumoral circulante
(ADNtc) como de ADN gendmico (ADNg) extraidas de
muestras de tejido FFPE (figura 1). El flujo de trabajo
incluye identificadores moleculares Unicos (UMI, unique
molecular identifier) para la correccion de errores y

la reduccion de falsos positivos, lo que permite una
deteccidn precisa y sensible de mutaciones de baja
frecuencia en muestras tumorales FFPE. lllumina Cell-
Free DNA Prep with Enrichment es compatible con
sondas o paneles de enriquecimiento de lllumina y de
terceros para adaptarse a un disefio de experimentos
flexible. Esta nota de aplicacion demuestra el excelente
rendimiento de lllumina Cell-Free DNA Prep with
Enrichment para generar librerias de NGS de alta calidad
e identificar variantes somaticas de baja frecuencia a
partir de muestras FFPE.

Fragmentacion

Preparacion
de ADN

de muestras

>

Métodos

Muestras

Se prepararon librerias a partir de una combinacién de
muestras FFPE de tejido humano y de lineas celulares
FFPE (tabla 1). Las lineas celulares FFPE analizadas
procedian de Horizon Discovery (n.° de catalogo HD301
y HD653) y de SeraCare Life Sciences” (FFPE TST
Custom DNAv?2). lllumina Biological Specimen Inventory
System proporciond las muestras de tejido humano
FFPE. EI ADN FFPE se extrajo con AllPrep DNA/RNA
FFPE Kit (QIAGEN, n.° de catdlogo 80234), se cuantificd
con Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
n.° de catdlogo Q32850), y se cualificé con Infinium™
FFPE QC Kit (Illumina, n.° de catadlogo WG-321-1001).

Fragmentacion de ADN

La fragmentacién del ADN utilizada fue mecanica.

El ADN extraido de muestras FFPE se diluyd en tampdn
de Tris-EDTA (TE) hasta 0,23 ng/ul para un aporte de
10 ng, hasta 0,45 ng/ul para un aporte de 20 ng o hasta
0,90 ng/ul para un aporte de 40 ng. A continuacion, se
trataron con ultrasonidos 52 pl de cada muestra diluida
en un pocillo de un 8 microTUBE Strip (Covaris, n.° de
catdlogo 520053) en un ultrasonicador Covaris LE220
Focused (tabla 2).

* SeraCare Life Sciences ahora forma parte de LCG Diagnositics.

Preparacion y
enriguecimiento
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ADN tratado con ultrasonidos
con el ultrasonicador
Covaris LE220 Focused

Extraccion de ADN

de muestras FFPE with Enrichment

lllumina DNA PCR-Free Prep
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NextSeq 550 System
NovaSeq 6000 System

Aplicacion DRAGEN Enrichment

Figura 1: flujo de trabajo de lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment para el procesamiento de muestras FFPE.
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Tabla 1: muestras analizadas con lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment

ID de la muestra Tipo de muestra Origen de la muestra Valor de ACq
8752 Tejido FFPE (humano) Cancer de pulmén no microcitico 57
315 Tejido FFPE (humano) Cancer de pulmdn no microcitico 55
4075 Tejido FFPE (humano) Cancer colorrectal 4,2
679 Tejido FFPE (humano) Céncer de mama 41
11883 Tejido FFPE (humano) Cancer colorrectal 2,9
3952 Tejido FFPE (humano) Céncer de mama 2,2
448 Tejido FFPE (humano) Cancer de pulmén no microcitico 21
449 Tejido FFPE (humano) Cancer de pulmén no microcitico 1,5
FFPE TST Custom DNAv2 Linea celular FFPE N/P 0,87
HD653 Linea celular FFPE N/P -1,23
HD301 Linea celular FFPE N/P -1,87

Tabla 2: ajustes de fragmentacion recomendados para
los ultrasonicadores Covaris

Covaris Covaris Covaris

A LE220 E£220 ME220

Potenciaincidente 450 vatios 175 vatios 50 vatios

méaxima

Factor de trabajo 30% 10 % 30%

Ciclos por rafaga 200 200 1000

Duracién del 250's 280's 10s

tratamiento

Temperatura 7°C 7°C 12 °C

Repeticiones N/P N/P 20

de pulso

Potencia promedio N/P N/P 15 vatios
. Guia de

Otro N/P Intensificador ondas

Los datos utilizados en este estudio se generaron con el ultrasonicador Covaris
LE220 Focused.

Enriquecimiento y preparacion de librerias

Después del tratamiento con ultrasonidos, se prepararon
librerias con el ADN fragmentado siguiendo las
instrucciones proporcionadas en la guia del usuario

de lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment.

Se emplearon protocolos de enriquecimiento
especificos en funcién del tipo de panel y del formato
de enrigquecimiento. En este estudio se utilizaron dos
paneles de enriquecimiento: un panel disefiado a medida
de 2000 kb de ADN de una sola cadena (ADNmc) de

80 pb y un Twist Bioscience for Illumina Exome 2.5 Panel
de 37,5 Mb de ADN de cadena doble (ADNbc) de 120 pb.
El enriquecimiento se llevd a cabo siguiendo el flujo de
trabajo de enriquecimiento de 1 0 4 unidades de plexado
como se describe en la gufa del usuario de lllumina Cell-
Free DNA Prep with Enrichment, realizando 14 y 12 ciclos
durante la PCR inversa enzimatica para el panel de

2000 kb y el exoma, respectivamente.

Secuenciacion

Las librerias enriquecidas con Twist Bioscience for lllumina
Exome 2.5 Panel se secuenciaron® en NovaSeq™ 6000
System con una longitud de lectura de 2 x 151 pb. El resto
de librerfas se secuencio en NextSeq™ 550 System con
una longitud de lectura de 2 x 149 pb.

T lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment es compatible
con todos los sistemas de productividad media a alta de
Illumina. Sin embargo, solo se ha demostrado el rendimiento de
la libreria empleando muestras FFPE en NovaSeq 6000 System
y NextSeq 550 System.
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Analisis de datos

>

Para el andlisis de datos basado en la nube, los datos p '
de secuenciacion sin procesar (archivos BCL) se
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desmultiplexaron y convirtieron en archivos FASTQ
en BaseSpace™ Sequence Hub. El andlisis secundario
posterior se realizd con la aplicacién DRAGEN™
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Cell-Free DNA Prep with Enrichment a la hora de generar
librerias de secuencias de alta calidad a partir de ADN
FFPE, se evaluaron las métricas clave de rendimiento
para el ADN extraido de lineas celulares FFPE y muestras
tumorales FFPE.
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La cobertura media de objetivos se evalué con dos
profundidades de secuenciacion, grupos de 10 My 20 M,
para garantizar que las librerias preparadas tuvieran .- D p D S e .
la profundidad de cobertura necesaria en las regiones 10 de la muestra

objetivo para permitir la deteccién de variantes de baja

abundancia. Los hallazgos demuestran que el ADN FFPE

de alta calidad (ACq =2) genera librerias que alcanzan

Porcentaje
de objetivos.
Cobertura 250x
s
&

una profundidad media de cobertura de objetivos Figura 2: métricas de rendimiento para librerias preparadas a
superior a 100x incluso con aportes de tan solo 10 ng de partir de muestras FFPE con lllumina Cell-Free DNA Prep with
ADN (figura 2). La cobertura disminuye con muestras de Enrichment. Se prepararon librerias por triplicado con ADN

extraido de lineas celulares FFPE (HD301y HD653) y tejidos
FFPE de tumores de mama, colon y pulmon de diferentes
calidades y cantidades de entrada (10 ng, 20 ng y 40 ng).
Las muestras se representan graficamente de izquierda a

baja calidad (mayor ACq), pero se puede mejorar con una
secuenciacién mas profunda o un aumento del aporte
(figura 2B). lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment

Kit produce librerias con fragmentos de longitud superior derecha en orden de calidad decreciente, como indica el valor
a 110 pb y ofrece datos de secuenciacion de alta calidad, de ACq, siendo el azul las muestras de la mas alta calidad y el
evaluados como enriquecimiento de lectura y porcentaje rojo las de la méas baja calidad. Las librerfas se enriquecieron
de objetivos con una cobertura =50% para muestras FFPE con un panel 2000 kb de ADNmc de 80 pb y se secuenciaron
con ACq =4 (figura 2C). en NextSeq 550 System a 2 x 149 pb. La cobertura media de

objetivos se evalud con dos profundidades de lectura, grupos de
(A) 10 My (B) 20 M. (C) Métricas adicionales de rendimiento de
librerias para muestras FFPE. Los datos mostrados corresponden
T --umi-verbose-metrics true --umi-start-mask-length 1 --umi- a 20 ng de aporte de ADN y grupos de 20 M.
end-mask-length 3 --germline-tagging-db-threshold 10 --tmb-
enable-proxi-filter true --vc-enable-germline-tagging true
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Deteccion sensible de variantes de baja
frecuencia

La sensibilidad de lllumina Cell-Free DNA Prep with
Enrichment Kit para detectar variantes de un solo
nucledtido (SNV, single-nucleotide variant) y mutaciones
de insercion y delecion (indel) se determind mediante
una linea celular FFPE personalizada que portaba
variantes asociadas al cancer (FFPE TST Custom
DNAv2, SeraCare). lllumina Cell-Free DNA Prep with
Enrichment demostrd una alta sensibilidad analitica,
con la capacidad de detectar aproximadamente un

90 % de SNV entre el 1% y el 2 % de frecuencia alélica
de variantes (VAF, variant allele frequency) (figura 3,
tabla 3). La sensibilidad para la deteccion de indel por
encima del 2 % de VAF fue superior al 80 % (figura 3,
tabla 3).

Compatibilidad con formatos de
enriquecimiento de 1y 4 unidades de plexado

Se lograron métricas de rendimiento comparables,
incluida la profundidad media de cobertura de objetivos,
el porcentaje de objetivos con una cobertura =250x

y el porcentaje de enriquecimiento de lecturas para

los formatos de enriquecimiento de 1y 4 unidades de
plexado en las muestras con una calidad que oscila entre
ACq 1,5y 4,2 (figura 4).

Tipo de variante
SNV Indel

100
90
80
70 -
60
50
40+

Tasa de deteccion (%)

30
20
10 -

1-2% 2-3% >3% 1-2% 2-3% >3%
Intervalo de VAF
= SNV i Indel

Figura 3: deteccidn de variantes con bajas frecuencias de alelos.
Las variantes se diluyeron a al menos tres niveles de frecuencia
de alelos objetivo con ADN FFPE de una muestra de linea celular
de tipo natural (GM24385). Se prepararon seis réplicas de
librerias con un aporte de 10 ng de ADN por nivel de frecuencia
de alelos y se enriquecieron con un panel de 2000 kb de ADNmc
de 80 pb siguiendo el flujo de trabajo de enriquecimiento

de 1 unidad de plexado. Las librerias se secuenciaron en
NextSeq 550 System a 2 x 149 pb. Las lecturas de secuenciacién
se submuestrearon en grupos de 20 M. Se evalud la tasa de
deteccion (n/6) para cada tipo de variante en diferentes
intervalos de VAF.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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Figura 4: métricas de rendimiento en formatos de
enriquecimiento de 1y 4 unidades de plexado. Las librerias de
muestras de ADN de tejido FFPE seleccionadas (20 ng de aporte
de ADN) con diferentes ACq se enriquecieron individualmente
con un panel de 2000 kb de ADNmc de 80 pb (1 unidad

de plexado, barras azules). Se volvieron a enriquecer las
mismas librerias con el mismo panel siguiendo el formato de
enriquecimiento multiplexado (4 unidades de plexado, barras
naranjas). Las librerias se secuenciaron en NextSeq 550 System
a2 x 149 pby las lecturas de secuenciacion se submuestrearon
en grupos de 20 M.
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Tabla 3: resumen de variantes somaticas individuales detectadas con lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment

ID de COSMIC Gen Tipo de variante fr:ms;‘l%i VAF d(f/:;idada Ndoe?scrtiz';‘;fs
COSV51614178 MLH1 SNV p.v384D 2,0 6
COSV57169334 MYD88 SNV p.L273P 2,3 6
COSV58963463 CSF3R SNV p.T618I 2,6 6
COSV55545304 KRAS SNV p.K117N 2,9 6
COSV50630049 CBL SNV p.L380OP 2,9 5
COSV61615239 IDH1 SNV p.R132H 3,0 5
COSV52274101 MSH6 SNV p.E1322* 3,5 6
COSV59205440 SF3B1 SNV p.G742D 3,9 6
COSV56057713 BRAF MNV p.V600K 21 6
COSV64288359 PTEN Del p.C250Wfs*2 2,3 6
COSV56542602 VHL Del p.P99Qfs*60 2,5 6
COSV52740986 TP53 Del p.K291Tfs*48 2,7 6
C0OSV55388067 KIT Del p.W557_E561del 3,2 5
COSV61376874 ARIDTA Del p.A339Lfs*24 3,2 6
C0OSV62688630 CTNNB1 Del p.S45del 4,7 6
COSV67575778 JAK?2 Del p.N542_E543del 53 5
COSV56060749 BRAF Ins p.T599dup 1,9 6
COSV55386625 KIT Ins p.A502_Y503dup 2,8 6
C0OSV64290304 PTEN Ins E242L fs*15 3,1 6
COSV51766549 EGFR Ins p.A767_V769dup 3,5 6
COSV51772596 EGFR Ins p.N771_H773dup 3,6 6
COSV57195669 CEBPA Ins p.H24Afs*84 5,0 6

a. Promedio de réplicas detectadas.
b. De un total de 6 réplicas.
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Excelente rendimiento de librerias con Twist
Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel

lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment Kit con
Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel generdé de
forma sistematica librerias de mas de 150 pb de longitud
a partir de lineas celulares FFPE (figura 5). Se lograron
métricas de alto rendimiento para todas las librerias
preparadas con un aporte de al menos 20 ng, incluido
el enriquecimiento de lecturas, el porcentaje de lecturas
alineadas y la uniformidad de cobertura. Las métricas
de rendimiento fueron comparables entre las librerias
enriquecidas con 1y 4 unidades de plexado.
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Deteccidn sensible de variantes con Twist
Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel

Se evalud el impacto de la profundidad de secuenciacién
en la cobertura media de objetivos y la deteccién

de variantes para librerias enriquecidas con Twist
Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel. Los resultados
demuestran que se logré una cobertura media de
objetivos de hasta 500x cuando se secuenciaron

ocho librerias de exoma en un carril de celda de flujo
S4 de NovaSeq 6000 (figura 6). Cuando las lecturas

de secuenciacion se submuestrearon a un total de

200 My 400 M de lecturas que pasan el filtro, las
librerfas lograron una cobertura media de objetivos

de aproximadamente 150x% y 300x, respectivamente,
independientemente de las cantidades de entrada y

la plexicidad de enriquecimiento.
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Figura 5: métricas de rendimiento de librerfas con Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel. Se prepararon cuatro réplicas de
librerias con Illumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment a partir de una linea celular FFPE personalizada portadora de variantes
asociadas al cancer (FFPE TST Custom DNAv2, SeraCare). Las variantes se diluyeron a una frecuencia de alelos objetivo de
aproximadamente un 2 %, y las librerias se prepararon con 20 ng o 40 ng de aporte de ADN. El enriquecimiento se realizé con

Twist Bioscience for Illumina Exome 2.5 Panel siguiendo el flujo de trabajo de enriquecimiento de 10 4 unidades de plexado para
sondas de ADNbc en la guia del usuario de Illlumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment. Se secuenciaron ocho librerias enriquecidas
con Twist Bioscience for Illlumina Exome 2.5 Panel por carril S4 en NovaSeq 6000 System a 2 x 1571 pb. Los datos de secuenciacion se
submuestrearon en grupos de 200 M (o un total de 400 M de lecturas que pasan el filtro) y se compararon las métricas de rendimiento

de la libreria entre las dos entradas.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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Figura 6: cobertura media de objetivos alcanzada con Twist
Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel. Se prepararon cuatro
réplicas de librerias con lllumina Cell-Free DNA Prep with
Enrichment a partir de 20 ng 0 40 ng de ADN procedente de
una linea celular FFPE personalizada portadora de variantes
asociadas al cancer (FFPE TST Custom DNAv2, SeraCare).

Las variantes se diluyeron a una frecuencia de alelos objetivo
de aproximadamente un 2 %. El enriquecimiento se realizd con
Twist Bioscience for lllumina Exome 2.5 Panel siguiendo el flujo
de trabajo de enriquecimiento de 1 unidad de plexado (barras
azules) o 4 unidades de plexado (barras naranjas) para sondas
de ADNbc. Se secuenciaron ocho librerias por carril S4 en
NovaSeq 6000 System a 2 x 151 pb. Los datos de secuenciacion
se submuestrearon en grupos de 100 M 0 200 M (un total de
200 M 0 400 M de lecturas que pasan el filtro) y se evaluaron las
métricas de rendimiento de librerias. Las lecturas sin procesar
oscilaron entre grupos de 296 My 417 M (un total de 592 M a
834 M de lecturas que pasan el filtro) para grupos de 1 unidad
de plexado, o de 319 M a 544 M (un total de 638 M a 1080 M
de lecturas que pasan el filtro) para librerfas enriquecidas con
4 unidades de plexado.

Las librerias multiplexadas (4 unidades de plexado)
preparadas con Twist Bioscience for lllumina Exome

2.5 Panel alcanzaron una sensibilidad del 80 % para
SNV entre un 2 y un 3 % de VAF cuando las lecturas

de las librerias de 20 ng se submuestrearon en grupos
de 200 M. La tasa de deteccion de SNV mejord con un
aporte de 40 ng o con una secuenciacion mas profunda,
especialmente para variantes dentro del intervalo de
VAF del 1al 2 % (figura 7A). Las librerias multiplexadas
preparadas con lllumina Exome 2.5 Enrichment Panel
lograron una sensibilidad del 80 al 90 % para indel de
entre el 2 y el 3 % de VAF, dependiendo de la cantidad
de aporte y la profundidad de secuenciacién. Por encima
del 3 % de VAF, se detectd el 100 % de indel con
cantidades de entrada de 20 ng y 40 ng (figura 7B).
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Figura 7: deteccién de variantes somaticas con lllumina Exome
2.5 Enrichment Panel. Se prepararon cuatro réplicas de librerias
con Illlumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment a partir de

20 ng 0 40 ng de ADN procedente de una linea celular FFPE
personalizada portadora de variantes asociadas al cancer

(FFPE TST Custom DNAv2, SeraCare). Las variantes se diluyeron
a una frecuencia de alelos objetivo de aproximadamente

un 2 %. El enriquecimiento se realizé con Twist Bioscience

for lllumina Exome 2.5 Panel siguiendo el flujo de trabajo

de enriquecimiento de 4 unidades de plexado para sondas

de ADNbc. Se secuenciaron ocho librerias por carril S4 en
NovaSeq 6000 System a 2 x 151 pb. Los datos de secuenciacion
se submuestrearon en grupos de 200 M (un total de 400 M

de lecturas que pasan el filtro) y se evaluaron las métricas de
rendimiento de librerfas. Las lecturas sin procesar oscilaron
entre grupos de 319 My 544 M (un total de 638 My 1080 M

de lecturas que pasan el filtro) para librerias enriquecidas.
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ILLUMINA CELL-FREE DNA PREP WITH ENRICHMENT

Resumen

La preparacioén de librerias de alta calidad a partir

de ADN FFPE es un factor clave en el rendimiento

de la caracterizacion molecular tumoral basada en
NGS. Esta nota de aplicacion demuestra el excelente
rendimiento de lllumina Cell-Free DNA Prep with
Enrichment en la preparacién de librerias listas para
secuenciacion a partir de ADN extraido de muestras
FFPE, lo que produce datos precisos para la llamada de
variantes somaticas y analisis sucesivos. Este versatil kit
de preparacion de librerias es compatible con paneles
de enriguecimiento suministrados por el usuario de
hasta el tamafo del exoma y proporciona portabilidad
de contenido, lo que permite a los laboratorios adaptar
su disefio de sus experimentos en funcién de sus
necesidades de investigacion.
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Informacion adicional

lllumina Cell-Free DNA Prep with Enrichment
Aplicacion DRAGEN Enrichment

Férmula de DRAGEN para analizar librerfas de muestras
FFPE preparadas con Illumina Cell-Free DNA Prep
with Enrichment
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