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Ciel': Optimalizacia protokolu rychleho WGS poskytujiuceho vysokokvalitné data s naslednou anotaciou prioritnych variantov s vyuzitim
umelej inteligencie softvérového nastroja Emedgene.

Material a metdody: Z vendznej krvi 3 iiéastnikov (rodinné trio: matka, otec a proband-dcéra), proband s diagnézou Mayer-Rokitansky-
-Kiister-Hauserovho syndrému, bola izolovana genémova DNA pomocou stipravy EZ1&2 DNA Blood 350 pl Kit. Celogenémové kniznice
boli pripravené pomocou siipravy TruSeq DNA PCR-Free High Throughput Library Prep Kit. rWGS sekvenovanie bolo realizované na
pristroji NovaSeq 6000 s pouzitim sekvenacnej chémie S1 flowcell. Na nasledni sekundarnu analyzu bol pouzity Dynamic Read Analysis
for GENomics (DRAGEN) OnPremise Server v4.1 (lllumina) s hg38 Alignment, Variant Calling cloudovy systém DRAGEN v4.0 a softvérovy
nastroj vyuzZivajtici umeld inteligenciu Emedgene (lllumina).

Vysledky: Vysokokvalitna gendmova DNA bola tispesne izolovana z venéznej krvi vSetkych 3 ticastnikov Stidie. Celogenémové kniznice
boli ispesSne sekvenované s generovanym objemom dat: 464,92 Gb, pri 92,57 % ¢itani pokrytych viac ako 35x a pri 94,66 % Citani so skére
kvality Phred nad 30 (Q30). Vsetky tri celogenémové kniznice spiiiali poZzadované kritérium - 800 miliénov itani z oboch koncov. Se-
kundarnou analyzou s vyuzitim cloudového systému DRAGEN v4.0 a softvérového nastroja Emedgene bolo vytipovanych 7 patologickych
variantov Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauserovho syndromu, ktoré boli zhodnotené laboratérnym diagnostikom.

Zaver: Optimalizovany protokol umoziiuje rychlu pripravu vysokokvalitnych indexovanych celogenémovych sekvenacnych kniznic, sek-
venovanie a bioinformaticki analyzu za 39 hodin a 54 miniit.

Klacoveé slova: gendmova DNA, celogenémové sekvenovanie, Rapid WGS, NovaSeq6000, anotdcia variantov, umeld inteligencia Emedgene

Rapid whole-genome sequencing and comprehensive analysis using Al Emedgene

Purpose: Protocol optimization of the rapid whole-genome sequencing providing highquality data with subsequent annotation of priority
variants using the Al software tool Emedgene.

Materials and methods: Genomic DNA was isolated using the EZ1&2 DNA Blood 350 pl Kit from venous blood from 3 participants (family
trio: mother, father and proband daughter); proband diagnosed with Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser syndrome. Whole-genome libraries
were prepared using the TruSeq DNA PCR-Free High Throughput Library Prep Kit. Sequencing was performed on a NovaSeq 6000 using S1
flowcell sequencing chemistry. Dynamic Read Analysis for GENomics (DRAGEN) On Premise Server v4.1 (lllumina) with hg38 Alignment and
Variant Calling and DRAGEN v4.0 Cloud System and Al software tool Emedgene (lllumina) were used for subsequent secondary analysis.
Results: High-quality genomic DNA was successfully isolated from the venous blood of all 3 study participants. Whole-genome libraries
were successfully sequenced with a generated volume of data: 464.92 Gb, with 92.57% of reads covered more than 35x and 94.66% of
reads with a Phred quality score above 30 (Q30). All whole-genome libraries met the required criterion of 800 million of pair-end reads.
Secondary analysis using the DRAGEN v4.0 cloud system and artificial intelligence Emedgene identified 7 pathological variants of Mayer-
Rokitansky-Kiister-Hauser syndrome, which were evaluated by a laboratory diagnostician.

Conclusion: The optimized protocol enables rapid preparation of high-quality indexed wholegenome sequencing libraries, sequencing
and bioinformatic analysis in 39 hours and 54 minutes.
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Uvod

Sekvenovanie kompletného ge-
nému v urychlenom pracovnom po-
stupe (rWGS z anglic. rapid Whole
Genome Sequencing) a jeho nasledna
analyza s vyuZitim automatizovanych

vyhodnocovacich cloudovych néstro-
jov na baze Al (z anglic. Artificial
Intelligence), sa nedavno stali prelo-
movym pristupom najmai v pripadoch,
ked je rychlost komplexnej genomickej
analyzy klucova. llustra¢nym prikladom

moze byt testovanie pediatrickych/no-
vorodeneckych pacientov, a to hlavne
z dovodu az 40 % tmrtnosti novoroden-
cov spojenej so zriedkavym genetickym
ochorenim s extrémne rychlym priebe-
hom (1, 2, 3, 4). V klinickej genetike moze
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rWGS, v porovnani s inymi diagnostic-
kymi pristupmi (tabulka 1), vdaka rychlej
identifikacii kauzalnych genetickych va-
riantov (vratane komplexnych Struktu-
ralnych variantov), umoznit vylepsenie
terapeutickych pristupov liecby alebo
definovanie prognézy priebehu ochoreni
(5). r'WGS sa taktiez stava zlatym Stan-
dardom v personalizovanej diagnostike,
pretoze v porovnani s jeho prinosmi sa
cena za analyzu pohybuje na nizkej trov-
ni, a to vdaka vcasnej a presnej identi-
fikacie kauzalnych variantov, ktora ma
Casto za nasledok mimo iného ajzniZenie
nakladov na celkovt starostlivost (6).

V ramci nasej §tadie sme v spolu-
praci s 2. lekarskou fakultou Univerzity
Karlovej a spolo¢nostou GeneTiCA rea-
lizovali optimalizaciu protokolu rychleho
WGS poskytujuceho vysokokvalitné data,
v ktorom sa spajaju technologie a nastro-
je NGS spoloc¢nosti QIAGEN a Illumina.

Material a metody

Izolacia a purifikacia

genomovej DNA

Vzorky krvi boli odobraté od
kazdého z 3 Gcastnikov (rodinné trio:
matka, otec a proband-dcéra); proband
s diagnézou Mayer-Rokitansky-Kiister-
Hauserovho syndrému - genéza mater-
nice. Vzorky venéznej krvi (4 ml/acast-
nik) boli odobraté do skiimaviek Vacuette
K2EDTA (Becton Dickinson, USA), tem-
perované na teplotu v miestnosti pocas
30 minat a nasledne boli skladované
pri 4 °C az do izolacie. Vysokokvalitna
gendémova DNA (gDNA) bola izolovana
pomocou stpravy EZ1&2 DNA Blood 350
pul Kit (QIAGEN) a automatického purifi-
katora nukleovych kyselin EZ2 Connect
(QIAGEN) fungujiceho na baze magne-
tickych guliciek.

Kontrola kvality gendmovej

DNA

Cistota gDNA bola hodnote-
na na zaklade pomeru absorbancie
A260/280 ziskaného spektrofoto-
metricky na NanoPhotometri P300
(Implen, Nemecko) z 1 ul izolatov gD-
NA. Koncentracie gDNA boli zmerané
v duplikatoch (2 x 1 ul) pomocou stpravy
Qubit 1x dsDNA High Sensitivity (HS) kit
(Thermo Fisher Scientific, USA). Integrita

Tabul'ka 1. Porovnanie pristupov genetického testovania na zaklade schopnosti detekcie variantov. Chro-
mozomdlna mikroarray (CMA); zmeny v poéte kdpii (CNV); malé inzercie/delécie (Indel); sekvenovanie
novej generdcie (NGS); polymerédzova retazova reakcia (PCR); jednonukleotidovy variant (SNV); sekveno-
vanie celého exdmu (WES); sekvenovanie celého gendmu (WGS). Prevzaté a upravené z lllumina (7).

Sanger* Cielené NGS* PCR* CMA* WES* WGS*
SNVs v v v vV vV
Indels vV vV vV v vV vV
CNVs vV vV v vV
Expanzie repeticii v Vv
Strukturalne varianty v v vV
Mitochondrie Vv vV vV vV
Paraldogy vV vV vV

*Detekcia variantov sa moze liSit v zavislosti od laboratdria a ponuky testov, v'v' Detekcia, v Obmedzend detekcia

gDNA bola stanovena pomocou elektro-
forézy na 0,8 % agar6zovom géli (GelRed
1:10 000, 100 V, 40 minut).

Priprava celogenémovych

kniZnic

Celogenomové kniznice so vstup-
nou koncentraciou gDNA 1 050 ng boli
pripravené pomocou supravy TruSeq
DNA PCR-Free High Throughput Library
Prep Kit (Illumina), podla Kvapilova et
al. (8).

Kontrola kvality

celogendémovych kniznic

Koncentracia WGS kniZnic bola
merana v duplikatoch (2 x 1 ul) pomocou
stpravy Qubit 1 x dsDNA High Sensitivity
(HS) Kit. Kvalita NGS kniznic bola analy-
zovana pomocou automatizovanej elek-
troforézy na 2100 Bioanalyzer System
s DNA High Sensitivity ¢ipom (Agilent,
USA).

Sekvenovanie dat

rWGS sekvenovanie bolo reali-
zované na pristroji NovaSeq 6000 s po-
uzitim sekvenacnej chémie S1 flowcell
(2x 101 bp) (Illumina). Demultiplexovanie
sekvenénych dat a konverzia CBCL na
FASTQ boli uskutoénené prostrednic-
tvom cloudového servera BaseSpace
Sequence Hub (Illumina).

Analyza dat

Na néslednt sekundarnu ana-
Iyzu boli pouzité dva pristupy: 1) lo-
kalny server Dynamic Read Analysis
for GENomics (DRAGEN) OnPremise
Server v4.1 (Illumina) s hg38 Alignment
a Variant Calling. Na anotaciu identifi-
kovanych variantov bol pouZity anota¢ny

nastroj Variant Effect Predictor (VEP)
(Ensembl); 2) cloudovy systém DRAGEN
v4.0 a Emedgene (I[llumina).

Emedgene bol pouZzity na do-
plnenie anotacie z databaz (GERP,
REVEL, SpliceAl, VEP, dbNSFP
a dbscSNV). Zaroven rozsiril na-
Se znalosti o informéacie v populac-
nych databazach (DECIPHER, DGV,
GnomAD, MITOMAP Polymorphisms,
ThousandGenomeSTRAnnotation)
a v databazach variantov (ClinGen
Regions, Clinvar, Clinvar_SV, GnomAD
STR, MITOMAP Known Variants,
Mitlmpact, MitoTIP, Region Type
Database, dbSNP. Emedgene pracoval
s nasledujacimi Knowleadbase zdroj-
mi (CGD, ClinGen_HI, DECIPHER_HI,
EMEDGENE, Gnomad_constraint,
HGNC, HPO, OMIM, Orphanet, Uniprot).
Emedgene v ramci analyzy vyuzil
Explainable AI (XAI), ktora sltzi na prio-
riziciu variantov, zhrnutie informacii
savisiacich s variantom.

Vysledky a diskusia

Pre rapidne celogenémové sek-
venovanie boli vybrané vzorky krvi od
3 tcastnikov (rodinné trio: matka, otec
a proband-dcéra s diagnézou Mayer-
Rokitansky-Kister-Hauserovho syn-
drému. Gendémova DNA bola Gspesne
izolovana pomocou stpravy EZ1&2 DNA
Blood 350 pl Kit (QIAGEN) a automatic-
kého purifikatora nukleovych kyselin EZ2
Connect (QIAGEN). Vyizolovani gDNA
bola bez znamok kontaminacie proteinmi
¢i rezidualnymi roztokmi pouzitymi po-
Cas izolacie, v dostato¢nej koncentracii
a s vysokou Grovnou integrity (tabul'ka 2;
vysledky analyzy integrity gDNA nie st
uvedené).
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Tabul'ka 2. Vybrané metriky kontroly kvality izolatov gDNA

Nanofotometer Qubit Objem vzorku | Celkovy obsah
Vzorky ¢ = [ng/pl] 260/280 [nm] | c =[ng/pl] po QC [pl] DNA [ng]
Proband 125,0 19 85,8 38 32604
Matka 110,0 2,0 61,6 43 26488
Otec 168,0 19 83,3 59 4914,7

Tabul'ka 3. Vybrané metriky kontroly kvality WGS kniZnic
Priprava kniznic Qubit qPCR Bioanalyzer 2100
0 velkost Diméry

Vzorky | Input[pl] | Input[pg] | ¢ =[ng/pl]l | ¢ =[ng/pl] | c=[ng/pl] | fragmentov [bp] | [%]
Proband | 12,2 1050 33 3,2 917 0
Matka 17 1050 43 34 755 0
Otec 12,6 1050 52 3,4 801 0

Tabul'ka 4. Casovy priebeh pripravy kniznic a kontroly kvality. Presny, reprodukovatelny harmono-
gram pripravy 3 celogenémovych kniZnic vrdtane krokov kontroly pomocou stpravy TruSeq DNA
PCR-Free High Throughput Library Prep Kit (lllumina).

QC + TruSeq Priprava kniznic Cas [min] | Poznamky

QC-Qubit 8

Normalizacia 8

Fragmentécia 10

Purifikacia fragmentovanej DNA 22

Uprava koncov DNA 37 Pipetovanie + cyklér (5 + 32)

Purifikacia velkych + malych fragmentov 44

Adenylacia 40 Pipetovanie + cyklér (5 + 32)

Ligacia adaptérov 18 Pipetovanie + cyklér + pipetovanie (5 + 10 + 3)
Purifikdcia — 2-krét 44 (22+22)

QC-Qubit 8

Poolovanie 10

Riedenie a poolovanie kniznic 40

Celkovy ¢as 289

Celogendémové kniZnice boli pri-
pravené pomocou supravy TruSeq DNA
PCR-Free High Throughput Library Prep
Kit (Illumina), ktory predstavuje vyni-
kajtce rieSenie pre tazko sekvenovatel-
né regiony DNA, ako st oblasti bohaté
na GC pary, promotory alebo repeticie.
Pouzitie mechanickej fragmentacie, kto-
ra je pouzitad v procese pripravy kniz-
nic danym protokolom, navySe znizuje
riziko vytvarania artefaktov a medzier
v knizniciach. Na zaklade kvantitativnych
a kvalitativhych merani bola stanove-
na koncentracia pripravenych celoge-
noémovych kniznic. Velkost fragmentov
dosahovala priemerne 824 bp, a nebola
pozorovana pritomnost adaptorovych
dimérov, ktoré mézu negativne ovplyvnit
vystupy sekvenacie. Konkrétne metriky
z kontroly kvantity a kvality celogeno-
movych kniZnic st uvedené v tabulke 3.

KedZe cielom naSej §tadie bolo vy-
tvorit protokol rychleho WGS poskytuja-
ceho vysokokvalitné data, bol zaznamena-
vany ¢as trvania kazdého kroku od kontro-
ly kvality izolatov gDNA az po nastavenie
sekvenacie. Priprava celogenémovych
kniZnic, vratane vSetkych krokov kontroly
kvality, trvala 289 minat (tabulka 4).

rWGS sekvenovanie bolo rea-
lizované na pristroji NovaSeq 6000
s pouZitim sekvenac¢nej chémie S1 flow-
cell (2 x 101 bp) (Illumina). Sekvenacény
beh sa tGspesne ukoncil za 18 hodin
s generovanym objemom dat: 464,92
Gb, pri 92,57 % c¢itani pokrytych
viac ako 35x a pri 94,66 % ¢itani so skore
kvality Phred nad 30 (Q30). VSetky tri ce-
logenémové kniZnice spiiiali poZadované
kritérium - 800 milionov ¢itani z oboch
koncov a bliZzsie informacie o vystupoch
sekvenacie st uvedené v tabulke 5.

Demultiplexovanie sekvencnych
dat a konverzia CBCL na FASTQ bo-
li uskuto¢nené prostrednictvom clou-
dového servera BaseSpace Sequence Hub
(Nlumina) za 75 mindGt. Na nasledna se-
kundarnu analyzu boli pouzité dva rézne
pristupy.

Prvy pristup vyuzil lokalny server
Dynamic Read Analysis for GENomics
(DRAGEN) OnPremise Server v4.1
(Ilumina) s hg38 Alignment a Variant
Calling. Na anotaciu identifikovanych va-
riantov bol pouzity volne dostupny ano-
ta¢ny nastroj Variant Effect Predictor
(VEP) (Ensembl). Vdaka absencii limitov
internetového pripojenia a plnej kontrole
nad prioritami spracovania sekvena¢nych
dat trvala analyza ~ 14 hodin. V druhom
pristupe bol vyuZity cloudovy systém
DRAGEN v4.0 a Emedgene (Illumina).
Vstupom do Emedgene boli VCF stbory
spolu s HPO (Human Phenotype Ontology)
odpovedajice jednotlivym pacientom,
konkrétne iSlo o Aplasia of the uterus
- HP:0000151 a Hypoplasia of the vagi-
na - HP:0008726. Systém DRAGEN v4.0
a Emedgene dokondili anotaciu variantov
za ~ 15,5 hodin. DlhSie trvanie analyzy je
v8ak zanedbatelné, pretoze klinicki Spe-
cialisti pracujt len s niekol'kymi klinicky
relevantnymi variantmi vopred vybrany-
mi umelou inteligenciou Emedgene a nie
so stovkou netriedenych anotovanych
variantov. Na hlbsie preskiimanie jed-
notlivych pripadov poskytuje Emedgene
rychle nastavenia filtrovania variantov,
ktoré mozu laboratérni diagnostici ale-
bo ini uzivatelia aplikovat na zobrazenie
exénovych a intrénovych variantov vkan-
didatnych génoch alebo sa zamerat na
varianty s oCakavanou segregaciou, vo
svojich stkromnych t¢toch v Emedgene.

Na zaklade vstupnych informacii,
umela inteligencia Emedgene do uzsieho
vyberu zaradila 7 najpravdepodobnej-
Sich patologickych variantov (tabulka 6)
a 63 dalsich kandidatnych variantov,
ktoré boli zaslané na zhodnotenie la-
boratérnym diagnostikom z 2. lekarskej
fakulty Univerzity Karlovej a FN Motol.
Zo vSetkych anotovanych variantov bolo
definované, Ze varianty génov COL7Al
a PDGFRA majt priamu suvislost s fe-
notypovym prejavom hypoplazie vaginy,
pricom variant génu PDGFRA bol zisteny
aj u matky probanda (tabulka 6).
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Tabul'ka 5. Metriky sekvenovania. NovaSeq 6000 (2x101 bp) S1 prietokové komérka s 3 [udskymi

WGS kniZnicami

Metriky sekvenovania Proband Matka Otec
Celkovy pocet &itani (b) 1391117692 1419897 506 1393989054
Zarovnanie ¢itania (%) 99,38 99,47 99,48
Bazy = Q30 (%) 94,23 94,82 94,80
Priemerné pokrytie (x) 35,79 36,65 35,67
Uniformita pokrytia (%) 93,78 93,80 94,36
Zarovnané ¢itania (b) 1079771648 1105509 357 1075417779
PCT gendmu s pokrytim 20x - 50x (%) | 86,88 85,62 83,87

Tabulka 6. Kauzdlne varianty genetickych poruch.

softvérovy nastroj Emedgene

Anotdcia cloudovy systém DRAGEN v4.0 a Al

Gén Pozicia | Variant Klasifikacia Proband | Matka | Otec
NXN chr17 | 819516 2.85(Kb) DEL Apldzia maternice, | v/
Hypoplazia vaginy
RNASEL | chr1 182586014C>A,rs74315364 | Aplazia maternice, | v - 4
Hypoplazia vaginy
CNTNZ2 chri 205058319C>T, Aplézia maternice, | v/
Hypoplazia vaginy
NAIP chr5 71010576 3.392(Kb) DEL v
RP1LT chr8 10608139G>A,rs200846354 | Aplazia maternice, | v v
Hypoplazia vaginy
COL7AT | chr3 48583584G>A,rs79378857 Hypopldzia vaginy | v/ - 4
PDGFRA | chrd 54265030G>A, Hypoplazia vaginy | v/ v

*Detekcia variantov, v’ Detekcia, - Bez detekcie

Obrazok 1. Pracovny postup rychleho celogenémového sekvenovania (rWGS) na identifikéciu varian-
tov. Pracovny postup od pripravy vzorky az po ziskanie vysledkov s pouzitim lokalneho servera
Dynamic Read Analysis for GENomics (DRAGEN) verzie 4.1, po ktorom nasleduje anotdcia variantov
pomocou verejne dostupného nastroja Variant Effecta Predictor (VEP) za 38,2 hodin alebo cloudo-
vého servera DRAGEN verzie 4.0 integrujiceho umeld inteligenciu Emedgene na identifikaciu a prio-
ritizaciu potencialne relevantnych variantov za 39 hodin a 54 minut.

Lraldcia Friprava Sekvenovanie Valanie Amnaticia Frioritisici
DNA Emiknic + variantoy variamtov a varianiay
Demultiplexacia
EZ1&2 TruSeq DNA RovaSeq 6000 | _» | DRAGEN v4.] r T‘
DMA Blood PCR-Free (2% 101 byp) ) On-Premise L
350 pl High Theoughpaut 51 Now cell
Kit Libwary Prep v1.3 reagents DRAGEN w0 | o 5 = E
K clond based | Emedgens | Vv | Emedgens Al I
20 man B9 nnm 1080 mm. + 75 mm. S mim. 1 B0 Tl o TS0 %0 min
Optimalizovany NGS protokol, Zaver

ktory predkladame v tejto Studii, kom-
binuje najmodernejSie produkty a pri-
stupy izolacie DNA, pripravy kniZnic,
sekvenovania a analyzy sekvenacnych
vystupov s naslednou interpretaciou dat,
vratane anotacie variantov. Kompletna
diagnostiku probanda a jeho rodi¢ov bolo
mozné uskutocnit uz za 39 hodin a 54
minat (obrazok 1).

rWGS integruje vSetky metodiky
digitalnej genomiky vratane umelejinte-
ligencie do komplexného personalizova-
ného diagnostického pristupu. Hlavnym
cielom prace bolo poskytnut prioritné
anotované varianty v efektivhom ca-
sovom ramci za menej ako 40 hodin od
odberu vzorky. Inovativny pracovny
postup rWGS zaloZeny na technol6-

giach spolo¢nosti QIAGEN a Illumina,
posuva personalizovant diagnostiku na
vys$§iu Groven a otvara cestu SirSiemu
vyuzitiu v klinickej praxi. Prezentovaneé
vysledky dokazuji, Ze rWGS a analy-
zou Emedgene predstavuje rieSenie pre
rychlu a presnt diagnostiku, najmé vda-
ka rychlej detekcii kauzalnych variantov
genetickych portch, a to aj v naroénych
pripadoch, v ktorych iné diagnosticke
nastroje zaostavaju.
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