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lHlumina
Complete Long
Read Prep with
Enrichment,
Human

Lecturas largas flexibles, rentables
y precisas en su sistema de
secuenciacion de Illumina

« Lecturas largas selectivas junto con lecturas cortas para
obtener informacién complementaria y mejorada del
genoma humano.

« Preparacion de librerias flexible y sélida con resultados
fiables a partir de una entrada reducida de ADN.

« Flujo de trabajo de preparacién de librerias de dos
dias compatible con automatizacién sin necesidad
de equipos especializados.
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Introduccion

Los procesos quimicos demostrados de secuenciacion

por sintesis (SBS, sequencing by synthesis) de Illumina,

en combinacion con el ampliamente reconocido analisis
secundario DRAGEN", proporciona datos de secuenciacién
del genoma completo (WGS, whole-genome sequencing)
con una precision excepcional."? Sin embargo, es dificil
asignar pequenas partes del genoma, incluidas regiones
altamente homologas o repetitivas, solo con lecturas cortas.
En estos casos, la secuenciacion de lectura larga puede
complementar los datos estandar de lectura corta de WGS.
El uso de lecturas cortas y largas de alta precision puede
ayudar a ofrecer una resolucion y asignacion mejoradas

de regiones histéricamente dificiles.

En el pasado, la secuenciacion de lectura larga era
incompatible con muchos tipos de muestras debido

a la estricta calidad del ADN y a los altos requisitos de
entrada.®® En la actualidad, la tecnologia lllumina Complete
Long Reads hace que la secuenciacion de lectura larga

sea accesible para los laboratorios de gendmica al permitir
tanto lecturas cortas como lecturas largas complementarias
en el mismo sistema con un Unico proceso de andlisis.

Este ensayo de alto rendimiento utiliza un flujo de trabajo de
secuenciacion de nueva generacion (NGS, next-generation
sequencing) estandar de lllumina para generar secuencias
de lectura larga contiguas y requiere una entrada de

tan solo 10 ng de ADN sin extracciones especializadas,
fragmentacion ni seleccién de tamafio (figura 1).

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human crea una solucién rentable y flexible para la
secuenciacion de lectura larga selectiva. La eficiente
preparacion de librerias en dos dias con enriquecimiento
es facil de automatizar y de escalar para estudios de
alta productividad.

Extracciéon de ADN > Preparacion y enriquecimiento >

Las lecturas largas selectivas se pueden utilizar para
abordar regiones que se sabe que son dificiles de asignar
mediante la secuenciacion de lectura corta estandar.
Como alternativa, se pueden aplicar lecturas largas
selectivas en genes o regiones completos para permitir la
secuenciacion por fase de hebra retrasada de hasta cientos
de kilobases para resolver haplotipos. Utilice lllumina
Complete Long Read Prep with Enrichment, Human para
aumentar los conjuntos de datos de WGS existentes
como una herramienta alternativa para una deteccion

de variantes mas amplia.

Lecturas largas selectivas
y de alta calidad en su
plataforma NovaSeq™

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human esta validado con los sistemas de secuenciacion
NovaSeq X Plus, NovaSeq X, NovaSeq 6000

y NovaSeq 6000Dx (modo de uso exclusivo para
investigacion). El ensayo flexible ofrece resultados
coherentes en muestras de calidad variable, al tiempo
que requiere un 90 % menos de entrada de ADN que
otras soluciones de lectura larga. lllumina recomienda

una entrada de 50 ng de ADN, pero es posible obtener
resultados solidos con tan solo 10 ng. La tecnologia de
[llumina Complete Long Read es resistente a los inhibidores
y contaminantes comunes, y funciona bien con ADN
obtenido de sangre, saliva o tejido.”8 Esto permite obtener
informacion completa de mas tipos de muestras que

con otras soluciones de lectura larga.

[llumina Complete Long Read combina un ensayo de
preparacién de librerias exclusivo, los procesos quimicos
demostrados de SBS de lllumina y el potente andlisis

Secuenciacion > Andlisis de datos
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Figura 1: Flujo de trabajo de Illumina Complete Long Reads with Enrichment. Acceda a datos de WGS de lectura larga selectivos

y rentables mediante un protocolo de preparacién de librerias flexible y optimizado, la quimica de secuenciacién de lllumina probada
y el andlisis secundario DRAGEN. Requiere datos de WGS de lectura corta esténdar con una cobertura de al menos 30x de la misma
muestra para el analisis. Se pueden utilizar archivos FASTQ de una muestra procesada previamente.
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secundario DRAGEN para generar datos de lectura larga
de gran precision (figura 2). Los fragmentos largos de ADN
de molécula Unica se marcan con patrones exclusivos

(o «marcas de referencia») y, a continuacion, se amplifican,
enriquecen y secuencian. La adicion de un paso de
enriquecimiento de captura hibrida con paneles de sondas
selectivas permite que la secuenciacion se centre en las
regiones que se benefician mas de la informacion de lectura
larga. Las marcas de referencia permiten la diferenciacion
de regiones repetitivas o dificiles de asignar para generar
lecturas largas con un N50 de 5-7 kb.” Los datos de lectura
larga se combinan con una libreria de WGS esténdar sin
marcar para producir lecturas contiguas largas que son
una representacion completa y precisa de los fragmentos
de molécula Unica originales objetivo.

Lecturas largas donde
las necesita

Las lecturas largas selectivas en capas sobre los datos

de WGS de lectura corta de alta precision ayudan

a los investigadores a centrar el dinero invertido en Ia
secuenciacion en la resolucion de regiones dificiles del
genoma. Las lecturas largas selectivas ofrecen una alta
flexibilidad con la opcién de multiples paneles predisefiados
0 paneles personalizados habilitados por el software
DesignStudio™ de Illumina, una herramienta de disefio

de ensayos gratuita y facil de usar (tabla 1, tabla 2). Elija el
panel de sondas de enriquecimiento que mejor se adapte
a sus necesidades de investigacion: para mejorar regiones
de baja cobertura o regiones de fase de hebra retrasada
del genoma.

[llumina Human Comprehensive Panel

El extenso panel lllumina Human Comprehensive Panel
aborda la pequefia parte de regiones génicas que se
beneficiarian de lecturas largas, selectivas de puntos

de baja cobertura en >6500 genes codificantes de
proteinas.® Para el desarrollo de este panel, lllumina
evaluo el conjunto completo de mds de 20 000 genes
codificantes de proteinas para actuar sobre regiones
dificiles de asignar. Se excluyeron los genes que estan
cubiertos exhaustivamente solo por lecturas cortas.
[llumina Human Comprehensive Panel ofrece una cobertura
mejorada y capacidades de llamada de variantes en
todas las regiones objetivo (figura 3A). Este panel esta
optimizado para su uso con lllumina Complete Long Read
Prep with Enrichment, Human y disponible prefabricado
o0 como panel predisefiado que se puede personalizar

en la herramienta DesignStudio.

Paneles predisefiados con el software DesignStudio
Para una opcién de menor coste y mayor productividad,

los investigadores pueden elegir paneles especificos
para el enriquecimiento de lectura larga (tabla 1).

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

Tagmentacion de fragmentos largos

* Fragmentos de molécula unica largos

Marcar como referencia y amplificar

* Fragmentos largos marcados
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* Lecturas marcadas
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Generacion de lecturas largas

* Lectura larga marcada
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Combinacioén con lecturas no marcadas

* lllumina Complete Long Read

Figura 2: Funcionamiento del ensayo Illlumina Complete Long
Reads. El ensayo usa tagmentacion para crear fragmentos de
ADN largos (>10 kb), eliminando la necesidad de fragmentacién
o de seleccion de tamafio. Los fragmentos largos se «marcan
como referencia» a escala de molécula Unica para capturar

y conservar la informacién de lectura larga dentro del
fragmento (sin cédigos de barras ni adaptadores complejos).
Los fragmentos largos con marcas de referencia se enriquecen
para regiones objetivo mediante un panel de sonda de captura
hibrida. A continuacion, los fragmentos largos enriquecidos se
etiquetan una vez mas en una libreria lista para la secuenciacion.
El analisis genera lecturas largas y combina los datos con una
libreria de WGS estandar no marcada (de la misma muestra,
secuenciada por separado) para producir lllumina Complete
Long Reads.
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Tabla 1: Productividad de muestras recomendada para generar una cobertura final de 30x para lllumina Complete

Long Read Prep with Enrichment, Humana¢

Comprehensive  Paneldegran  Panelde tamatio i ioTe L
Panel pequefio
Tamafio de la region objetivo? >95 Mb ~20 Mb ~10 Mb ~5 Mb
Bgﬁ";dggﬁge“dados De90A120Gb De30A60GH Del5SA30GD i
. . . ; REneIEs Duracion del
Kits de reactivos de 300 ciclos N.° de muestras por celda de flujo® pé)(; ?Iilj?)a experimento
NovaSeq 6000 SP Reagents 2 8 16 32 ~250 Gb ~25h
NovaSeq 6000 S1 Reagents 4 16 32 66 ~500 Gb ~25h
NovaSeq 6000 S2 Reagents 10 40 82 166 ~1,25Th ~36 h
NovaSeq 6000 S4 Reagents 24 100 200 400' ~3Tb ~44 h
NovaSeq X Series 1.5B Reagents 4 16 32 66 ~500 Gb ~21h
NovaSeq X Series 10B Reagents 24 100 200 400' ~3Tb ~25h
NovaSeq X Series 25B Reagents 64 266 532f 10661 ~8Th ~48 h

a. Requiere un experimento de secuenciacion de 2 x 150 pb y de 5 A 10 M de lecturas «paired-end» (~1,5-3 Gb de datos) por Mb de regidn objetivo, lo que genera una
cobertura final de aproximadamente 30x de lllumina Complete Long Reads. Los requisitos de datos de paneles personalizados por muestra son solo un punto de partida
recomendado. Los usuarios pueden optimizar los datos asignados en funcién del rendimiento del panel.

b. Requiere datos de genoma completo humano de lectura corta estandar con una cobertura de 30x de la misma muestra para el analisis. Se recomienda lllumina DNA PCR-
Free Prep. Los kits de WGS de terceros también son compatibles. No es necesario preparar o secuenciar en paralelo una librerfa no marcada; se pueden usar archivos

FASTQ de una muestra analizada previamente.

c. Lasecuenciacion de librerias de lllumina Complete Long Reads en plataformas NovaSeq puede hacer que la puntuacion Q30 notificada de un experimento caiga por
debajo de la especificacion de NovaSeq. Esto no indica un problema de rendimiento ni con el experimento de secuenciacion ni con la libreria.

d. Eltamafio de la region objetivo es la suma de las longitudes de ubicacion de la sonda completada, fusionadas donde se superponen.

e. Ejemplo de cifras de productividad de muestras calculadas para 5 millones de lecturas «paired-end» (datos de 1,5 Gb) por Mb de regidn objetivo.

f. Sedispone de un maximo de 384 indices dobles Unicos. En el caso de NovaSeq X Series, la carga de carril independiente permite la multiplexacién de mas muestras.
Utilice el flujo de trabajo de NovaSeq 6000 Xp para la carga independiente de carriles en NovaSeq 6000 System.

En el software DesignStudio hay diversos paneles
predisefiados disponibles y también se pueden personalizar
(tabla 2). Estos paneles son selectivos de genes complejos
de relevancia médica (CMRG, challenging medically-
relevant genes),’° que suelen ser el centro de interés de
ensayos farmacogenéticos (PGx),""® genes en la lista de
hallazgos secundarios del Colegio Americano de Genética
Médica y Gendmica (ACMG, American College of Medical
Genetics and Genomics) (ACMG SF v3.1)," o la region
completa del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC, major histocompatibility complex).”

Paneles personalizados

Los usuarios pueden aprovechar sus propios
conocimientos para crear un panel Unico centrado en

un subconjunto de genes. La herramienta DesignStudio
permite el diseflo de paneles personalizados con un
algoritmo perfeccionado para el enriquecimiento de
fragmentos largos. Los paneles de oligonucledtidos de
terceros también son compatibles con lllumina Complete
Long Read Prep with Enrichment, Human.
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Flujo de trabajo flexible
y de alta productividad

El flujo de trabajo de lllumina Complete Long Read

Prep with Enrichment, Human es facil de automatizar;

tan solo requiere equipos de laboratorio estandar y su gran
flexibilidad permite llevar a cabo procesos exhaustivos
de WGS con mas muestras (figura 1). El sencillo protocolo
de preparacién de librerias dura aproximadamente

6,5 horas el primer dia (con aproximadamente 3 horas

de tiempo de participacién activa), seguido de una
reaccion de hibridacion durante la noche, y 5,5 horas

el segundo dia (con aproximadamente 3 horas de tiempo
de participacion activa).

Utilice las celdas de flujo NovaSeq X Series 10B 0 25B
para obtener una mayor productividad para cohortes
mas grandes y un mejor coste para paneles mas amplios
(tabla 1). Gracias a NovaSeq X Plus System, los usuarios
pueden generar hasta 15 000 genomas mejorados y de
alta precision al afio.

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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Tabla 2: Paneles de sonda de captura hibrida disefiados para lllumina Complete Long Read Prep with

Enrichment, Human

Panel Genes o regiones objetivo

Tamanfo del panel

Illumina Human
Comprehensive Panel®

Puntos de baja cobertura en >6500 genes codificantes de proteinas® >95 Mb

391 genes médicamente relevantes que se sabe que son dificiles de resolver

Panel de CMRG? con lecturas cortas' 22,5 Mb
Panel de PGx® 98 genes a los que suelen dirigirse los ensayos de pruebas farmacogenéticas''3 8,1 Mb
Panel de ACMG® 78 genes Unicos de la lista de hallazgos secundarios del ACMG (ACMG SF v3.1)" 7 Mb

Panel de MHCP La region completa del MHC (>140 genes) en el conjunto GRCh38.p14™ 4,9 Mb

a. Panel prefabricado y optimizado.

b. Paneles predisefados y personalizados disponibles en el software DesignStudio. CMRG, genes complejos de relevancia médica; PGx, farmacogenomica; ACMG, Colegio
Americano de Genética Médica y Gendmica; MHC, complejo principal de histocompatibilidad.

Utilice consumibles de menor productividad, como la celda
de flujo NovaSeq X Series 1.5B, para paneles pequefios
y para reducir los requisitos de preparacion de lotes.

Analisis optimizado y exhaustivo

El andlisis de datos de lllumina Complete Long Read

Prep with Enrichment, Human esta disponible como
aplicacion en BaseSpace™ Sequence Hub o a través

de lllumina Connected Analytics. El proceso Unico de
DRAGEN analiza lecturas cortas y largas para proporcionar
resultados completos de WGS. Los resultados se
combinan en un Unico conjunto de archivos de resultados,
incluidos los llamadores selectivos de DRAGEN.®

Acceda a WGS de alta
precision con datos
enriquecidos de lectura larga

Los datos de lllumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human demuestran mejoras de cobertura

y precision en las regiones complejas objetivo,

en comparacién con la WGS de lectura corta estandar

por si sola (figura 3, figura 4). El uso de lllumina Complete
Long Reads selectivas también resuelve con éxito los
haplotipos de genes completos y puede poner en fase

de hebra retrasada amplios bloques de regiones altamente
polimérficas, como el MHC (figura 5).

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

Resumen

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,

Human es una solucién flexible y rentable que complementa
la WGS probada de lllumina y se centra en lecturas

largas en las que proporcionan el mayor valor. lllumina
Complete Long Read facilita el acceso de los laboratorios
de gendmica a la WGS completa al permitir tanto las
lecturas largas como las cortas en el mismo instrumento,
con un unico proceso de analisis DRAGEN. El flujo de
trabajo optimizado y familiar ofrece el ensayo del genoma
completo mas flexible y preciso del mercado.

Informacion adicional

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human
Human Comprehensive Panel

Tecnologia de secuenciacién de lectura larga
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A. B.
Regiones objetivo de lllumina Human Comprehensive Panel Regiones objetivo del panel de CMRG
o &
T 2000 + 200
z £
(%]
& 1500 8 10
g 1000 S 100
g 3
[%2]
o 7 m
©
; : -
SNV Indel SNV Indel

W Falso negativo (FN) de lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment [l Falso negativo (FN) de WGS de lectura corta estandar
Falso positivo (FP) de lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment [ Falso positivo (FP) de WGS de lectura corta estandar

Figura 3: Lecturas largas selectivas para mejorar la precision de la llamada de variantes en regiones complejas. Llamadas de variantes
falsas negativas (FN) mas falsas positivas (FP) para variantes de nucledtido Unico (SNV, single nucleotide variants) e inserciones/
deleciones (indel) en regiones génicas HG002 a las que se dirigen (A) lllumina Human Comprehensive Panel o (B) el panel de CMRG,
utilizando lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment (naranja) en comparacién con la WGS de lectura corta estandar (azul).
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Figura 4: Consiga una cobertura rentable de regiones complejas del genoma completo humano. lllumina Complete Long Read Prep
with Enrichment, Human ayuda a mejorar la cobertura en regiones génicas complejas, como las del gen RHCE, para complementar
la WGS esténdar de lectura corta en material de origen humano. (Arriba) Gréfico de RHCE secuenciado con WGS de lectura corta

estandar de Integrative Genomics Viewer (IGV). (Abajo) lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment. Las regiones objetivo
se indican en rojo.
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Figura 5: Las lecturas largas selectivas ayudan a resolver haplotipos en genes polimérficos. Graficos de IGV de secuenciacion

de lectura larga utilizando lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human. (A) Fase de hebra retrasada sobre una region
de 722 kb en el locus del MHC. Hay una region de 580 kb (rosa) encapsulada en un bloque de fase de hebra retrasada. (B) Fase de
hebra retrasada completa en el gen HLA-C. Las lecturas estan separadas por haplotipo.
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ILLUMINA COMPLETE LONG READ PREP WITH ENRICHMENT, HUMAN

Datos para realizar pedidos Datos para realizar pedidos
N.° de N.° de
Producto . Producto g
catalogo catalogo
lllumina Complete Long Read Prep with lllumina Unique Dual Indexes, LT
Enrichment, Human (24 samples) 20msssz (48 indexes, 48 samples) 20098166
N ; [llumina DNA/RNA UD Indexes Set A
[llumina Complete Long Read Prep with ) ) ! 20091654
Enrichment, Human (96 samples) 20113833 Tagmentation (96 indexes, 96 samples)
) ) Illumina DNA/RNA UD Indexes Set B
lllumina Complete Long Read Prep with ) . ' 20091656
Enrichment, Human Comprehensive Panel 20113834 Tagmentation (96 indexes, 96 samples)
(24 samples) llumina DNA/RNA UD Indexes Set C, 0091658
Tagmentation (96 indexes, 96 samples)
[llumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human Comprehensive Panel 20113835 lllumina DNA/RNA UD Indexes Set D, 20091660
(96 samples) Tagmentation (96 indexes, 96 samples)
[llumina Human Comprehensive Panel [llumina Analytics - 1iCredit 20042038
20113836
(24 samples)
[llumina Human Comprehensive Panel 20113837
(96 samples)
[llumina Custom Enrichment Panel v2
(32 ul, 120 bp) 20073953
[llumina Custom Enrichment Panel v2
(384 pl, 120 bp) 20073952
[llumina Custom Enrichment Panel v2 20111339

(1536 pl, 120 bp)
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