FICHE TECHNIQUE

lHlumina
Complete Long
Read Prep with
Enrichment,
Human

Des lectures longues flexibles,
rentables et précises sur votre
systeme de séquencage lllumina

« Des lectures longues ciblées associées a des lectures courtes
pour des renseignements complémentaires et approfondis
sur le génome humain

« Une préparation de librairies évolutive et efficace avec des
résultats fiables a partir d’'une petite quantité d’ADN

« Un flux de travail de préparation de librairies de deux jours
compatible avec l'automatisation sans équipement spécialisé

illumina-
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Introduction

La chimie de séquencgage par synthese (SBS, Sequencing
by Synthesis) éprouvée d’'lllumina, utilisée de concert

avec l'analyse secondaire primée DRAGEN", permet
d'obtenir des données de séquengage du génome

entier (WGS, Whole-genome Sequencing) avec une
précision exceptionnelle?. Pourtant, de petites parties du
génome, notamment les régions hautement homologues
ou répétitives, sont difficiles a cartographier avec
seulement des lectures courtes. Dans ce type de situation,
le séquencage a lectures longues peut compléter les
données du WGS a lectures courtes standard. Lutilisation
conjointe de lectures courtes et longues de haute précision
peut contribuer a améliorer la résolution et la cartographie
des régions jusqu’alors complexes.

Par le passé, le séquengage a lectures longues était
incompatible avec de nombreux types d'échantillons

en raison des regles strictes relatives a la qualité de
I’ADN et des exigences élevées en matiere d’entrée®®.
La technologie lllumina Complete Long Reads rend
désormais le séquengage a lectures longues accessible
aux laboratoires de génomique en leur permettant
d'utiliser a la fois des lectures courtes et des lectures
longues complémentaires sur le méme systéme avec un
seul pipeline d’analyse. Ce test haute performance utilise
un flux de travail de séquencage de nouvelle génération
(SNG) standard d’lllumina pour produire des séquences
contigués de lecture longue et ne nécessite que 10 ng
d’entrée d’ADN sans extraction spécifique, cisaillement,
ni sélection de taille (figure 1).

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human fournit une solution rentable et flexible pour

le séquencgage ciblé a lectures longues. La préparation
efficace de librairies en deux jours avec enrichissement est
facile a automatiser et a adapter aux études a haut débit.

Extraction de FADN > Préparation et enrichissement

Les lectures longues ciblées peuvent étre utilisées pour les
régions connues pour avoir une faible cartographiabilité
avec le séquencgage standard a lectures courtes.

Des lectures longues ciblées peuvent également étre
appliquées a des genes ou des régions entiers pour
permettre le séquengage par mise en phase de centaines
de kilobases maximum afin de définir les haplotypes.
Utilisez Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human pour accroitre le volume de données de WGS
existant en tant qu’outil a réflexes pour parvenir a une
meilleure détection des variants.

Lectures longues ciblées et
de haute qualité a partir de
votre plateforme NovaSegM°

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human a été validé avec les systemes de séquengage
NovaSeq X Plus, NovaSeq X, NovaSeq 6000 et

NovaSeq 6000Dx (mode RUO). Le test flexible produit
des résultats cohérents sur I'ensemble des échantillons
de qualité variable et avec 90 % d’entrées d’ADN en moins
qu'avec les autres solutions de séquengage a lectures
longues. lllumina recommande 50 ng d’entrée d’ADN,

bien qu'il soit possible d’obtenir des résultats fiables avec
seulement 10 ng. La technologie lllumina Complete Long
Read résiste aux inhibiteurs et contaminants communs et
fonctionne bien avec I'ADN prélevé du sang, de la salive
ou des tissus’®. Cela permet d’obtenir des renseignements
complets provenant de plus de types d’échantillons
gu’avec d’autres solutions de lectures longues.

> Séquencage > Analyse des données

&&
ud

Sans protocoles
spécifiques, sans
cisaillement et sans
sélection de taille

Illumina Complete
Long Read Prep with
Enrichment et choix
du panel de sondes

I ®

lllumina Complete
Long Read
with Enrichment
Analyse DRAGEN en nuage

Série NovaSeq X ou
NovaSeq 6000 System

Figure 1: Flux de travail lllumina Complete Long Reads with Enrichment : accédez a des données de WGS a lectures longues ciblées
et rentables a l'aide d’'un protocole de préparation de librairies optimisé et évolutif, d'une chimie de séquencgage lllumina éprouvée et
d’une analyse secondaire DRAGEN. Requiert = 30x plus de données de WGS a lectures courtes standard du méme échantillon pour
I'analyse. Il est possible d'utiliser les fichiers FASTQ d’un échantillon d’analyse antérieur.
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[llumina Complete Long Reads combine un test de
préparation de librairies exclusif, la chimie de séquengage
par synthese (SBS) éprouvée d'lllumina et la puissante
analyse secondaire DRAGEN pour produire des données de
lectures longues extrémement précises (figure 2). Les longs
fragments d’ADN a molécule unique subissent un marquage
avec des formes uniques (ou « points de repere »). lls sont
ensuite amplifiés, enrichis et séquencés. L'ajout d'une étape
d’enrichissement par capture hybride avec des panels de
sondes ciblées permet d’axer le séquencage sur les régions
qui bénéficient le plus des renseignements de lectures
longues. Les points de repére permettent de différencier les
régions répétitives ou difficiles a cartographier pour générer
des lectures longues avec un N50 de 5 a 7 kb’. Les données
de lectures longues sont combinées a une librairie de WGS
standard non marquée pour produire de longues lectures
contigués offrant une représentation complete et précise
des fragments a molécule unique d'origine ciblés.

Des lectures longues la ou vous
en avez besoin

Les lectures longues ciblées superposées a des données
de WGS a lectures courtes de haute précision permettent
aux chercheurs d'utiliser leur budget de séquengage pour
surmonter les difficultés connues des régions du génome.
Les lectures longues ciblées offrent une grande flexibilité
avec le choix de plusieurs panels précongus ou de panels
personnalisés grace au logiciel DesignStudio™ d’lllumina,
un outil de conception de test gratuit et convivial (tableau 1,
tableau 2). Choisissez le panel de sondes d’enrichissement
qui répond le mieux a vos besoins de recherche : soit pour
améliorer les régions a faible couverture, soit pour mettre
en phase les régions du génome.

[llumina Human Comprehensive Panel

Le large panel lllumina Human Comprehensive Panel
s'intéresse a la petite partie des régions géniques qui
bénéficieraient des lectures longues, en ciblant les points

a faible couverture sur > 6 500 génes codant les protéines®.
En développant ce panel, lllumina a évalué I'ensemble
complet de plus de 20 000 génes codant les protéines pour
cibler les régions a faible cartographiabilité. Les genes qui
sont entierement couverts par des lectures courtes seules
ont été exclus. Human Comprehensive Panel offre une
couverture et des capacités d’appel des variants améliorées
dans les régions cibles (figure 3A). Ce panel est optimisé
pour une utilisation avec lllumina Complete Long Read

Prep with Enrichment, Human. Il est disponible préfabriqué
ou en tant que panel précongu pouvant étre personnalisé
dans l'outil DesignStudio.

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.

Tagmentation de longs fragments

* Longs fragments & molécule unique

Marquage et amplification

* Longs fragments marqués
[ | | I | 11 ] ] ]

| |
Tagmentation et séquencage

* Lectures marquées

Génération de lectures longues

* Lecture longue marquée

Association avec les lectures non marquées

* lllumina Complete Long Read

Figure 2 : Mode de fonctionnement du test lllumina Complete
Long Reads : le test utilise la tagmentation pour fabriquer de
longs fragments d’ADN (> 10 kb), ce qui permet d’éviter d'avoir
a effectuer le cisaillement ou la sélection de la taille. Les longs
fragments sont « marqués » a I'échelle de la molécule unique
pour capturer et préserver les renseignements de lectures
longues du fragment (sans adaptateurs ni codes a barres
complexes). Les fragments longs marqués sont enrichis pour les
régions cibles a I'aide d'un panel de sondes de capture hybride.
Ensuite, les fragments longs enrichis sont tagmentés une fois
de plus dans une librairie préte pour le séquengage. L'analyse
génere des lectures longues et combine les données avec

la librairie de séquencage du génome entier (WGS) standard
non marquée (du méme échantillon, séquencée séparément)
pour produire des lectures longues complétes lllumina d'une
extréme précision.
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Tableau 1: Débit d’échantillons recommandé pour générer 30x la couverture finale pour lllumina Complete Long

Read Prep with Enrichment, Humana®«©

Ilumina Human

Comprehensive Panel Grand panel Moyen panel Petit panel
Taille de la région cible® > 95 Mb ~ 20 Mb ~10 Mb ~5Mb
E;’rngcéﬁasnﬁfgg‘:ma”dées 90 3120 Gb 30460Gb  15330Gb  75415Gb
greogg%ezydcel:erséactifs Nombre d’échantillons par Flow Cell® Elie\i,tg:ﬁ :’Daur:aélflsfjee
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 ~1,25Tb ~36h
NovaSeq 6000 S4 Reagents 24 100 200 4007 ~3Tb ~44n
NovaSeq X Series 1.5B Reagents 4 16 32 66 ~ 500 Gb ~21h
NovaSeq X Series 10B Reagents 24 100 200 400f ~3Tb ~25h
NovaSeq X Series 25B Reagents 64 266 532f 1066f ~8Thb ~48h

a. Requiert une analyse de séquencage de 2 x 150 pb et 5 A 10 millions de lectures appariées (~ 1,5 & 3 Gb de données) par Mb de région cible, générant environ 30x la
couverture finale d’lllumina Complete Long Reads. Les exigences de données par échantillon pour les panels personnalisés ne sont qu’un point de départ recommandé.
Les utilisateurs peuvent optimiser les données attribuées en fonction des performances du panel.

. Requiert =2 30% plus de données du génome entier humain a lectures courtes standard du méme échantillon pour I'analyse. lllumina DNA PCR-Free Prep est recommandé.

Les trousses de séquengage du génome entier (WGS) tierces sont également compatibles. La librairie non marquée n’a pas besoin d'étre préparée ou séquencée en
paralléle; il est possible d'utiliser les fichiers FASTQ d'un échantillon d’analyse antérieur.

. Le séquengage des librairies lllumina Complete Long Reads sur les plateformes NovaSeq pourrait faire passer le score Q30 rapporté d’une analyse en dega de la valeur

NovaSeq spécifiée. Il ne s'agit pas d’un probleme de performance en lien avec I'analyse de séquencgage ou la librairie.

. Lataille de la région cible est la somme des longueurs d’emplacement de sonde élargies, fusionnées la ol elles se chevauchent.
. Exemple de nombres d’échantillons calculés pour 5 millions de lectures appariées (1,5 Gb de données) par Mb de région cible.

f. Un maximum de 384 doubles index uniques est disponible. Pour la série NovaSeq X, le chargement indépendant des lignes permet le multiplexage d’un plus grand nombre
d'échantillons. Utilisez le flux de travail NovaSeq 6000 Xp pour le chargement indépendant des lignes sur NovaSeq 6000 System.

Panels précongus avec le logiciel DesignStudio

Pour un co0t inférieur et une option de débit plus élevé,
les chercheurs peuvent choisir des panels ciblés pour
I'enrichissement a lectures longues (tableau 1). Plusieurs
panels précongus sont disponibles dans le logiciel
DesignStudio et peuvent étre personnalisés (tableau 2).
Ces panels ciblent des genes complexes pertinents sur
le plan médical (CMRG, Challenging Medically Relevant
Genes)'?, des génes fréquemment ciblés par des tests
pharmacogénétiques (PGx)"'%, des genes sur la liste des
résultats secondaires de I'’American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) (ACMG SF v3.1)"“ ou la
région complete du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH)™,

Panels personnalisés

Les utilisateurs peuvent tirer parti de leurs propres
connaissances pour créer un panel unique axé sur un sous-
ensemble de genes. Loutil DesignStudio prend en charge
la conception de panels personnalisés avec un algorithme
ajusté pour I'enrichissement a longs fragments. Les panels
d'oligos tiers sont également compatibles avec lllumina
Complete Long Read Prep with Enrichment, Human.
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Flux de travail évolutif
a débit élevé

Le flux de travail lllumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human est facile a automatiser, ne nécessite
que des équipements de laboratoire standard et est
hautement évolutif pour prendre en charge le WGS complet
de plus d’échantillons (figure 1). Le protocole de préparation
de librairies simple prend environ 6,5 heures le premier jour
(dont environ 3 heures de manipulation), suivi d'une réaction
d’hybridation pendant la nuit et 5,5 heures le deuxieme

jour (dont environ 3 heures de manipulation).

Utilisez les Flow Cell 10B ou 25B de la série NovaSeq X pour
obtenir un débit plus élevé dans le cas de cohortes plus
importantes et un meilleur coQt pour les panels plus grands
(tableau 1). Avec NovaSeq X Plus System, les utilisateurs
peuvent générer jusqu’a 15 000 génomes améliorés

de haute précision par an. Utilisez des consommables

a débit inférieur comme la Flow Cell 1.5B de la série
NovaSeq X pour les petits panels et pour réduire les
exigences en matiere de création de lots.
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Tableau 2 : Panels de sondes de capture hybride congus pour lllumina Complete Long Read Prep with

Enrichment, Human

Panel Genes ou régions ciblés

Taille du panel

Illumina Human

Comprehensive Panel? Points a faible couverture sur > 6 500 génes codant les protéines® > 95 Mb
panel CMRG® Silgrigifep;zr\;[iencegiT:;!Le”glsarcwomutrétii;il connus pour poser des difficultés difficiles 225 Mb
Panel PGx® 98 génes fréquemment ciblés par des tests pharmacogénétiques’'® 8,1 Mb
Panel ACMGP 78 génes uniques de la liste des résultats secondaires de 'ACMG (ACMG SF v3.1)" 7 Mb

Panel du CMHP La région complete du CMH (> 140 genes) dans I'assemblage GRCh38.p14" 4,9 Mb

a. Panel préfabriqué et optimisé.

b. Panels précongus et personnalisés disponibles dans le logiciel DesignStudio. CMRG, génes complexes pertinents sur le plan médical; PGx, pharmacogénomique;
ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics; CMH, complexe majeur d’histocompatibilité.

Analyse rationalisée et complete

'analyse des données pour lllumina Complete Long Read
Prep with Enrichment, Human est disponible sous forme
d’application dans BaseSpace"® Sequence Hub ou via
[llumina Connected Analytics. Le pipeline DRAGEN unique
analyse les lectures courtes et longues pour fournir des
résultats de WGS complets. Les résultats sont compilés
dans un seul ensemble de fichiers de sortie, notamment
les parametres d'appel ciblés par DRAGEN'S,

Acces a un WGS tres précis
avec des données a lectures
longues enrichies

Les données d’lllumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human démontrent des améliorations de la
couverture et de la précision dans les régions complexes
ciblées par rapport au WGS a lectures courtes standard
seul (figure 3, figure 4). Les solutions lllumina Complete
Long Read ciblées définissent également avec succes

les haplotypes de génes complets et peuvent mettre en
phase de grands blocs de régions hautement polymorphes
comme le CMH (figure 5).

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.

Résumé

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human est une solution flexible et rentable qui compléte
le WGS éprouveé d’lllumina et se concentre sur les lectures
longues la ou elles offrent la plus grande valeur. lllumina
Complete Long Reads facilite I'accés au séquengage

du génome entier (WGS) complet des laboratoires de
génomique en leur permettant d'utiliser des lectures
longues et courtes sur le méme instrument a l'aide d’'un
seul pipeline d’analyse DRAGEN. Le flux de travail simplifié
et familier fournit le test de séquengage du génome entier
le plus évolutif et le plus précis du marché.

En savoir plus

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

Technologie de séquengage a lectures longues

M-GL-02188 FRA v1.0 |
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Figure 3 : Lectures longues ciblées pour améliorer la précision de I'appel des variants dans les régions complexes : appels des
variants faux négatifs (FN) et faux positifs (FP) pour les SNV et les indels dans les régions géniques HG002 ciblées par (A) lllumina
Human Comprehensive Panel ou (B) le panel CMRG, a l'aide d’lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment (orange) par rapport
au WGS a lectures courtes standard (bleu).
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Figure 4 : Obtenez une couverture rentable du génome entier humain des régions complexes : lllumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human aide a améliorer la couverture dans les régions géniques complexes comme celles du géne RHCE pour compléter
le séquencgage du génome humain entier a lectures courtes standard. Tracé d’Integrative Genomics Viewer du géne RHCE séquencé

a l'aide du WGS a lectures courtes standard (en haut) et d’lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment (en bas). Régions cibles
indiquées en rouge.
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Figure 5 : Les lectures longues ciblées aident a définir les haplotypes dans les genes polymorphiques : tracés d’IGV du séquencage
a lectures longues a l'aide d’lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human. (A) Mise en phase sur une région de 722 kb

dans le locus du CMH. Une région de 580 kb (rose) est encapsulée dans un bloc de phase. (B) Le gene HLA-C est entierement mis
en phase. Les lectures sont séparées par haplotype.
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ILLUMINA COMPLETE LONG READ PREP WITH ENRICHMENT, HUMAN

Renseignements relatifs a la commande

Renseignements relatifs a la commande

. N° de . N° de
Produit " Produit "
référence référence
[llumina Complete Long Read Prep with [llumina Unique Dual Indexes, LT
Enrichment, Human (24 échantillons) 20113832 (48 index, 48 échantillons) 20098166
[llumina Complete Long Read Prep with [llumina DNA/RNA UD Indexes Set A,
Enrichment, Human (96 échantillons) 2013833 Tagmentation (96 index, 96 échantillons) 20091654
[llumina Complete Long Read Prep with [llumina DNA/RNA UD Indexes Set B, 20091656
Enrichment, Human Comprehensive Panel 20113834 Tagmentation (96 index, 96 échantillons)
(24 échantillons)
Illumina DNA/RNA UD Indexes Set C, 20091658
lllumina Complete Long Read Prep with Tagmentation (96 index, 96 échantillons)
Enrichment, Human Comprehensive Panel 20113835
(96 échantillons) lllumina DNA/RNA UD Indexes Set D, 20091660
Tagmentation (96 index, 96 échantillons)
Ilumina Human Comprehensive Panel
. ) 20113836
(24 échantillons) lllumina Analytics — 1iCredit 20042038
Ilumina Human Comprehensive Panel
(96 échantillons) 20msss/
Ilumina Custom Enrichment Panel v2
(32 ul, 120 pb) 20073953
Ilumina Custom Enrichment Panel v2
(384 yl, 120 pb) 20073952
Ilumina Custom Enrichment Panel v2 20111339

(1536 pl, 120 pb)
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