NOTA DE APLICAGAO

Fluxo de trabalho
facil e rapido
para identificar
eventos de fusao
de RNA para
pesquisa de
cancer

Usando o lllumina RNA Prep
with Enrichment for TruSight™
RNA Fusion e TruSight RNA
Pan-Cancer Panels

illumina

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos
de diagndstico.
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TRUSIGHT RNA PANELS COM ILLUMINA RNA PREP WITH ENRICHMENT

Introducao

As transcrigdes de RNA s&o expressas dinamicamente

e sdo altamente informativas sobre a atividade e a
condig&o dos tecidos no nivel celular. O sequenciamento
de RNA direcionado (RNA-Seq) de amostras tumorais é
um método avangado para quantificar transcrigdes de
RNA expressas e identificar fusdes de genes relevantes
para pesquisa de cancer. As células cancerosas
acumulam numerosas alteragdes genéticas, mas
normalmente apenas algumas altera¢cdes impulsionam

a progressao do tumor.”®* A medigdo de padrdes de
expressao génica usando RNA-Seq pode ajudar a
diferenciar essas mutacdes condutoras de mutacoes
passageiras.”® A detecgao de fuséo génica é importante
para a pesquisa do cancer, pois 20% de todos os
tumores humanos carregam translocacoes e fusdes de
genes.*% A maioria das fusdes de genes tem um impacto
significativo na tumorigénese e uma forte associagao
com fendtipo morfoldgico, tornando-as Uteis como
possiveis biomarcadores.*®

O foco em um subconjunto de genes relevantes permite
0 RNA-Seq em um sistema de sequenciamento de
bancada com alta sensibilidade e analise eficiente.

O enriquecimento, ou sequenciamento de captura
hibrida, oferece uma abordagem completa e abrangente
para pesquisadores que exigem insights mais profundos
sobre dados genémicos complexos. Esse método

se destaca na detecgéao de regides-alvo maiores e é
altamente sensivel, permitindo a identificagdo de uma
ampla variedade de alteragdes genéticas, incluindo
fusdes conhecidas e desconhecidas, variantes de
splice e outros biomarcadores criticos. Além disso,

0 enriquecimento mantém a eficacia mesmo com tipos
de amostras desafiadoras, incluindo amostras fixadas
em formalina e embebidas em parafina (FFPE) e outras
fontes de DNA comprometidas.

Preparar bibliotecas >

Sequenciar

O TruSight RNA Fusion Panel e o TruSight RNA Pan-
Cancer Panel sao usados para RNA-Seq baseado em
enriquecimento para ajudar pesquisadores clinicos a
medir a expressao génica e detectar fusdes génicas
relevantes para o cancer.”® O TruSight RNA Fusion
Panel abrange 507 genes associados a fusédo e

o TruSight RNA Pan-Cancer Panel tem como alvo
1.385 genes para avaliagao abrangente de transcri¢goes
de RNA relacionadas ao cancer (Tabela 1). Ambos os
painéis acomodam apenas 10 ng de entrada total de
RNA para RNA de alta qualidade ou 20 ng para RNA
de amostras FFPE.

Fluxo de trabalho facil e rapido

O uso do lllumina RNA Prep with Enrichment com

0s painéis de oligos TruSight RNA Fusion e TruSight
RNA Pan-Cancer oferece um fluxo de trabalho rapido
para obter resultados focados para expressao génica
relacionada ao cancer e detecgao de fusdo (Figura 1).
O protocolo simplificado de preparagéo de bibliotecas
apresenta menos etapas, tempos de incubac¢ao mais
curtos e varios pontos de interrupgao seguros com

um tempo total de ensaio de apenas nove horas.?

O lllumina RNA Prep with Enrichment usa tecnologia

de tagmentag¢do em beads para mediar uma reagao

de tagmentagao uniforme, eliminando a necessidade
de etapas de fragmentagao separadas e economizando
tempo.? Isso é seguido por hibridizagdo simplificada de
ciclo Unico para enriquecimento baseado em painel de
sonda. O enriquecimento pode ser realizado no formato
de 1-plex ou 3-plex. Um programa de PCR de ciclo
limitado amplifica exponencialmente os fragmentos
enriquecidos para aumentar a quantidade de biblioteca.
O sequenciamento € realizado em um sistema de
sequenciamento de bancada da Illumina e os dados
sdo analisados usando o BaseSpace” Sequence Hub.

Analisar dados

Illumina RNA Prep with Enrichment
TruSight RNA Fusion Panel
TruSight RNA Pan-Cancer Panel

NextSeq 550 System

4L

Aplicativo BaseSpace Sequence
Hub RNA-Seq Alignment
Aplicativo DRAGEN RNA

Aplicativo DRAGEN Enrichment

Figura 1: Fluxo de trabalho dos painéis TruSight RNA usando o lllumina RNA Prep with Enrichment — O RNA-Seq direcionado para
pesquisa de cancer com os painéis TruSight RNA Fusion e TruSight RNA Pan-Cancer e o lllumina RNA Prep with Enrichment segue
um fluxo de trabalho abrangente simplificado, incluindo preparagdo de bibliotecas, sequenciamento e andlise de dados.
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Tabela 1: Contetdo do painel TruSight RNA

Nome do painel N° de sondas N° de genes alvo N° regides exonicas alvo
TruSight RNA Fusion Panel 21.283 507 7.690
TruSight RNA Pan-Cancer Panel 57.010 1.385 21.043
Esta nota de aplicagdo fornece aos usuarios dados de Tabela 2: Amostras de RNA de alta qualidade
orientacao e desempenho para uso do lllumina RNA Prep
with Enrichment com os painéis TruSight RNA Fusion Descricao Observacao Quantidade
de entrada

e TruSight RNA Pan-Cancer para identificar eventos
de expressao génica e fusdo de RNA relacionados

ao cancer. rRe,:“Qgr?Cia r?wiesrtin?:o r(j)e ruiggria
humana de 10 Iin?ﬁagpens 10ng, 100 ng
, universal celulares humanas
Metodos ‘
Derivado de uma
linhagem celular de
Preparacao de bibliotecas HIVA total K562 leucemia mieloide 10ng, 100 ng
cronica
O desempenho do TruSight RNA Fusion Panel (lllumina,
N° catdlogo 20046101) e do TruSight RNA Pan-Cancer rRe,:“Qgrwecia Derivado de um pool
Panel (lllumina, N° catdlogo 20046104) com lllumina cerebral multidoador de tecidos 10 ng, 100 ng
RNA Prep with Enrichment (lllumina, N° catalogo humano cerebrais humanos
20040536) foi testado usando tipos de amostras de
RNA de alta qualidade (Tabela 2) e RNA FFPE (Tabela 3),
em enriquecimento de 1-plex e 3-plex.
As amostras de RNA de alta qualidade usadas para Tabela 3: Amostras de RNA FFPE
0 estudo de enriquecimento de 1-plex foram RNA de i L Quantidade
referéncia humana universal (UHR) (Thermo Fisher Amostra  Tecido Diagnostico DVio'  ge entrada
Scientific, N° catdlogo QS0639), RNA total da linhagem
celular de leucemia humaAna 'K562 (ATCC, N° catalogo FEpE-a  Sedimento  Céancer 81,9  20ng
CCL-243) e RNA de referéncia cerebral humano (HBRR) celular de colon
(Thermo Fisher Scientific, N° catdlogo QS0611) em .
entradas de 10 ng e 100 ng. As amostras FFPE usadas FFPE-B  Pulméo g:%cﬂnéo 455  20ng
para o estudo de enriquecimento de 1-plex foram
a amostra de cancer de coélon “FFPE-A”, a amostra Anélise
de cancer de pulmao “FFPE-B”, a amostra primaria primaria
de cancer desconhecido “FFPE-C” e a amostra de _ Desco- de cancer
linfoma “FFPE-D” em entradas de 20 ng. Pelo menos FFPEC nhecido desconhecido 05 2009
trés bibliotecas replicadas foram geradas de cada Ce)gpneacci)ficado
tipo de amostra e usadas para formar reagées de
enriquecimento de 1-plex. Os painéis de oligos TruSight Desco- )
RNA Fusion e TruSight RNA Pan-Cancer foram testados FFPED  hecido ~ Linfoma 561 20ng
para cada tipo de amostra em enriquecimento de 1-plex.
Descon- Cancer
As amostras de RNA usadas para o estudo de FFPEE hecido de colon 597 20ng
enriquecimento de 3-plex foram RNA de referéncia ) )
a. DV, € aporcentagem de fragmentos de RNA > 200 nucleotideos.

humana universal de alta qualidade e RNA total K562
em entradas de 10 ng, e a amostra de cancer de
colon “FFPE-E” em entrada de 20 ng. Trés bibliotecas
replicadas foram geradas de cada tipo de amostra

e usadas para formar reagdes de enriquecimento

de 3-plex. Os painéis de oligos TruSight RNA Fusion
e TruSight RNA Pan-Cancer foram testados para
cada tipo de amostra em enriquecimento de 3-plex.

Valores de DV, fornecidos pelo repositério de amostras.

As bibliotecas foram preparadas seguindo o guia
de referéncia lllumina RNA Prep with Enrichment
(L) Tagmentation (lllumina, N° documento
1000000124435 v03) usando os painéis
TruSight RNA Fusion e TruSight RNA Pan-Cancer
para as etapas de enriquecimento.
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Sequenciamento

As bibliotecas preparadas foram diluidas até uma
concentragao de carga final de 1,8 pM, de acordo

com o Guia de bibliotecas de desnaturacao e diluigdo
do NextSeq" 550 System (lllumina, N°® documento
15048776 v18) e sequenciadas no NextSeq 550 System
com comprimento da leitura de 2 x 74 bp usando o
NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (150 ciclos)
(Humina, N° catdlogo 20024907) a uma profundidade
de = 3 milhdes de leituras por amostra. Observe que

3 milhGes de leituras por amostra foi a profundidade
minima de sequenciamento escolhida para este
estudo para examinar métricas no limite inferior

do desempenho. Muitas aplica¢c@es de clientes se
beneficiam de maior profundidade de sequenciamento,
até 30 milhdes de leituras por amostra.

Andlise de dados

Os resultados de cobertura e alinhamento de transcri¢cao
foram gerados usando o aplicativo lllumina RNA-Seq
Alignment v2.0.2 no BaseSpace Sequence Hub.

Os resultados da andlise de expressado foram gerados
usando o aplicativo DRAGEN" RNA v4.2.4. Os resultados
do enriquecimento de leitura “padded” (PRE) e do
enriquecimento exclusivo de leitura “padded” (PURE)

foram gerados usando o aplicativo DRAGEN Enrichment
v4.2.4. A detecgao de fusao foi verificada usando o
aplicativo RNA-Seq Alignment v2.0.2 e o aplicativo
DRAGEN RNA v4.2.4. Os dados tiveram a amostra
reduzida para um milhdo de leituras por amostra (para
o enriquecimento de 1-plex) ou para quatro milhdes de
leituras por amostra (para o enriquecimento de 3-plex)
para normalizar as diferencas de carga.

Resultados

Deplecao de transcri¢cdes abundantes

Os resultados do aplicativo RNA-Seq Alignment
incluem uma estimativa da proporgdo de RNA de
espécies de transcrigdo altamente abundantes, como
RNA ribossdmico (rRNA), que normalmente tém baixo
valor de informagéo. Essas espécies de transcrigdo
abundantes sao depletadas no fluxo de trabalho do
lllumina RNA Prep with Enrichment durante a fase de
enriquecimento. Com a preparacao de 1-plex e 3-plex,
as espécies de transcrigdo abundantes s&o reduzidas
para menos de 20% das leituras e, frequentemente,
para menos de 10% das leituras (Figura 2).
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Figura 2: Deplecgéo eficaz de espécies de RNA abundantes usando Illumina RNA Prep with Enrichment — Usando os painéis de oligos
(A) TruSight RNA Fusion e (B) TruSight RNA Pan-Cancer para enriquecimento, menos de 20% das transcrigdes de RNA sequenciadas
foram rRNA ou outras transcri¢des altamente abundantes. UHR, RNA de referéncia humana universal; HBRR, RNA de referéncia

cerebral humano.
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Percentual de duplicatas

O percentual de leituras duplicadas representa o
percentual de leituras totais que correspondem a
duplicatas de fragmentos de amostras exclusivas
(frequentemente duplicatas de PCR). Valores mais
baixos do percentual de duplicatas sdo geralmente
preferidos e mostram o uso eficiente da largura de
banda de sequenciamento. Neste estudo, as leituras
foram normalizadas para trés milhdes de leituras por
amostra, quando valores mais baixos de percentuais
de duplicatas indicam maior conteudo exclusivo de
leitura. Aqui, as taxas de duplicagdo se correlacionam
com a qualidade da amostra de RNA de entrada e

com o tamanho do painel de oligos (Figura 3). O painel
menor TruSight RNA Fusion produz mais duplicatas
por amostra do que o painel TruSight RNA Pan-Cancer
porque este Ultimo tem alvos mais exclusivos que
podem ser capturados. Para bibliotecas enriquecidas
de 1-plex, as amostras de RNA de alta qualidade exibem
percentuais mais baixos de duplicatas do que a maioria
das amostras FFPE e isso se deve a qualidade da
amostra de entrada. Para bibliotecas enriquecidas de
3-plex, as amostras de UHR mostram uma taxa média
de duplicagéo = 32%, enquanto as amostras de linhagem
celular K562 e FFPE-E mostram taxas de duplicagao
mais altas, indicando menos conteldo de leitura
exclusivo na biblioteca final.

Enriquecimento da leitura (%)

Valores elevados de enriquecimento de leitura
demonstram que as sondas de painel capturaram
bibliotecas alvo de forma eficiente durante o
enriquecimento, resultando em sequenciamento
reduzido de regides indesejadas fora do alvo.

Duas medidas de enriquecimento séo PRE e PURE.

PRE refere-se a porcentagem de leituras que mapeiam
regides-alvo do painel ou suas proximidades imediatas
(regibes “padded”), incluindo leituras duplicadas.

A métrica PURE exclui leituras duplicadas e pode parecer
menor quando a proporgdo de leituras duplicadas € alta
(Figura 4). O PRE é considerado uma métrica mais Util
para algumas aplicagdes de RNA-Seq.

Para o estudo de enriquecimento de 1-plex,

0 enriquecimento entre as amostras de RNA de alta
qualidade foi geralmente > 70% por ambas as métricas,
indicando enriquecimento bem-sucedido. Isso foi
verdadeiro para amostras de alta e baixa entrada.

A eficacia do enriquecimento de amostras FFPE foi alta
para todas as amostras para a métrica PRE e altamente
variavel para a métrica PURE, mas em média > 50%.
Essa variabilidade esta correlacionada com o nimero
de leituras duplicadas por amostra, conforme indicado
pelo gradiente de cor no grafico (Figura 4). Para o
estudo de enriquecimento de 3-plex, PRE para RNA de
alta qualidade é > 70% e para FFPE é > 90%, sugerindo
enriquecimento suficiente com os painéis TruSight RNA
Fusion e TruSight RNA Pan-Cancer (Figura 4).
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Figura 3: Percentual de duplicatas usando os painéis TruSight RNA e lllumina RNA Prep with Enrichment — Usando os painéis de oligos
(A) TruSight RNA Fusion e (B) TruSight RNA Pan-Cancer para enriquecimento, as taxas de duplicatas se correlacionam com a qualidade

da amostra de RNA de entrada e com o tamanho do painel de oligos.
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Detecc¢édo de fusdo de gene

Os painéis TruSight RNA Fusion e TruSight RNA Pan-

Cancer permitiram a detecgao confiavel de fusdo génica
(Tabela 4). A amostra de RNA da linhagem celular K562
contendo a fusdo BCR-ABLT1 foi usada como o tipo
de amostra aplicavel para testar a detecgdo ao usar
o lllumina RNA Prep with Enrichment. Os resultados
mostraram uma taxa de identificacdo de 100% para

fusdo do gene BCR-ABLT na linhagem celular K562 em

seis réplicas (10 ng e 100 ng, enriquecimento de 1-plex)

e trés réplicas (10 ng, enriquecimento de 3-plex) quando
analisadas por meio dos aplicativos DRAGEN RNA v4.2.4
e BaseSpace Sequence Hub RNA-Seq Alignment v2.0.2.

Enriquecimento exclusivo de leitura “padded” (PURE)
e enriquecimento de leitura “padded” (PRE)

Cobertura do éxon

A analise de dados com o aplicativo DRAGEN Enrichment
revelou que o lllumina RNA Prep with Enrichment
resultou em > 85% das bases cobertas alinhadas a
sequéncia codificante e regides nao traduzidas (UTR)

de RNA. Esses resultados demonstram alta eficiéncia de
captura que concentra os esfor¢cos de sequenciamento
no conteudo de alto valor das regides codificantes de

RNA (Figura 5).
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Figura 4: Alta eficiéncia de enriquecimento usando os painéis TruSight RNA e lllumina RNA Prep with Enrichment — O enriquecimento
usando os painéis de oligos (A) TruSight RNA Fusion e (B) TruSight RNA Pan-Cancer mostrou alta eficiéncia em todos os tipos de
amostras com PRE, uma métrica que inclui duplicatas. O PURE, uma métrica que exclui duplicatas, ndo é tdo util para aplicagbes
RNA-Seq. As amostras com altas taxas de duplicatas mostram alta variabilidade no PURE. Aqui, a contagem de leituras duplicadas é
codificada por cores de 0 (roxo) a 50 milhdes (laranja). A anélise do DRAGEN Enrichment é executada sem remover leituras duplicadas
(ou seja, a caixa padrdo da opgdo “Mark Duplicates” (Marcar duplicatas) deve estar desmarcada no aplicativo). Para produzir analise de
enriquecimento para os painéis TruSight RNA Fusion e TruSight RNA Pan-Cancer usando o aplicativo DRAGEN Enrichment, o arquivo
*.bed deve ser carregado manualmente para cada painel no BaseSpace Sequence Hub.
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Tabela 4: Detecgao de fusdo génica usando painéis TruSight RNA e lllumina RNA Prep with Enrichment

Fusao (fonte) Painel

Enriquecimento

Entrada de RNA

Detection

RNA-Seq Align v2.0.2

Detection
DRAGEN RNA v4.2.4

10 ng 6/6 (100%) 6/6 (100%)
1-plex
TruSight RNA Fusion 100 ng 6/6 (100%) 6/6 (100%)
BCRABLT 3-plex 10 ng 3/3 (100%) 3/3 (100%)
K562
( ) 10 ng 6/6 (100%) 6/6 (100%)
1-plex
TruSight RNA Pan-Cancer 100 ng 6/6 (100%) 6/6 (100%)
3-plex 10 ng 3/3 (100%) 3/3 (100%)
. Codificagao UTR . intron . N&o direcionado R e S u m O

A . % de bases alinhadas a regido
q% 2|5% SP% 7|5% 109%
N
rree | [ .
| I .
I Ea
xso2 | [N .
| I .
I e
v |
n___________________b
B.
% de bases alinhadas a regido
OI% 2?% 59% 7:5% 109%
. |
rree | I
| |
| |
kse2 | |
| —— |
. |
vee | |
| |

Ao se concentrar nos principais genes de interesse,

0 sequenciamento de RNA direcionado permite que

0s pesquisadores estudem conteudo de alto valor
enriquecido com transcri¢des associadas ao cancer.

O Illlumina RNA Prep with Enrichment e o TruSight

RNA Fusion Panel ou TruSight RNA Pan-Cancer Panel
demonstram resultados altamente reproduziveis com

a sensibilidade analitica necessaria para detectar
transcrigoes e fusdes raras. Esse fluxo de trabalho
garantiu desempenho completo para ambos o0s painéis,
mesmo com quantidades menores de RNA de entrada
ou RNA de qualidade inferior. Pesquisadores de cancer
podem se beneficiar de um fluxo de trabalho rapido e
facil para analise direcionada de RNA.

Saiba mais

TruSight RNA Fusion Panel
TruSight RNA Pan-Cancer Panel

lllumina RNA Prep with Enrichment

Figura 5: Cobertura de regides de codificagdo com painéis
TruSight RNA e lllumina RNA Prep with Enrichment — O uso de
painéis de oligos (A) TruSight RNA Fusion e (B) TruSight RNA
Pan-Cancer para enriquecimento resulta em eficiéncias de alta
captura que se alinham a sequéncia de codificagéo e regides

nao traduzidas (UTR).
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