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ILLUMINA HUMAN COMPREHENSIVE PANEL

Introduccion

Al realizar la secuenciacién del genoma completo

(WGS, Whole-Genome Sequencing) humano, puede haber
una pequefia cantidad de regiones génicas dificiles de
asignar solo con lecturas cortas. Estas regiones complejas
incluyen regiones altamente homaologas o repetitivas,
variantes estructurales complejas, seudogenes

y grandes inserciones/deleciones (indel). En estos casos,
la secuenciacion de lectura larga puede complementar

los datos estandar de la WGS de lectura corta para ayudar
a ofrecer una cobertura mejorada a la hora de resolver
regiones complejas, y facilitar la fase de hebra retrasada
de variantes y la llamada de haplotipos.

La tecnologia lllumina Complete Long Reads utiliza un

flujo de trabajo de secuenciacién de nueva generacion
(NGS, next-generation sequencing) estandar para generar
secuencias de lectura larga contiguas en los sistemas de
secuenciacién de lllumina (figura 1). lllumina Complete Long
Read Prep with Enrichment y el Human Comprehensive
Panel ofrecen un enfoque rentable y flexible que ayuda a los
investigadores a resolver regiones genomicas complejas
conocidas. Las lecturas largas selectivas se analizan con
datos estédndar de WGS de alta precisién para permitir

la asignacion de un mayor numero de regiones.

Panel de sondas completo y optimizado

[llumina Human Comprehensive Panel es un panel de sonda
de captura hibrida optimizado disefiado para abordar
regiones génicas que pueden beneficiarse de una mayor
asignacion de lecturas mas largas. El panel se dirige

a regiones de baja asignacién en mas de 6500 genes
codificantes de proteinas (tabla 1)! para permitir lecturas
largas complementarias que mejoren la resolucion de

areas que son dificiles de asignar utilizando métodos
estandar de WGS de lectura corta.

Extraccién de ADN > Preparacion y enriquecimiento >

Tabla 1: Parametros del Human Comprehensive Panel?

NovaSeq X Series

Sistema NovaSeq 6000 System
Tamafio de la region objetivo >95 Mb
EgP?riﬂgi?rt;bde secuenciacion 90-120 Gb

N.° de sondas ~40 000

N.° de genes objetivo >6500

Tipo de muestra

ADN gendémico

Entrada de ADN recomendada

50 ng

Tiempo total de preparacion
de librerias

~2 dias

Tiempo de participacién activa

~6 h

Multiplexado Hasta 64 muestras
N50 6,3 kb
Blogue de fase de hebra

retrasada N50 15,6 kb
Uniformidad 95 %
Enriquecimiento de lectura 83 %
completadac ’

% de SNV heterocigoticas en fase 98 %

de hebra retrasada¢

a. Datos generados con 50 ng de ADN genémico de HG0O02 (Corielle, n.° de
catalogo NA24385). El rendimiento puede variar en funcién de la entrada

de ADNy la calidad de la muestra.
b. Requiere un experimento de secuenc

jacion de 2 x 150 pb, lo que genera una

cobertura final de aproximadamente 30x de lllumina Complete Long Reads.
c. Uniformidad de la cobertura calculada como % >0,2 * media.
d. Enrigquecimiento de lectura completada calculado como 100 * (lecturas
completadas alineadas con el objetivo/lecturas alineadas totales).

e. SNV, variante de nucledtido Unico

Secuenciacion >

Anadlisis de datos

& ¢

Sin protocolos
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fragmentacion y sin
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NovaSeq 6000 System

—

Anélisis en la nube
DRAGEN de lllumina
Complete Long Read with
Enrichment

Figura 1: Parte de un flujo de trabajo integrado. Acceda a datos de WGS de lectura larga selectivos y rentables mediante un protocolo
de preparacion de librerias con enriquecimiento flexible y optimizado, la quimica de secuenciacion de Illumina probada y el andlisis
secundario DRAGEN. Requiere datos de WGS de lectura corta estandar con una cobertura de 30x de la misma muestra para el andlisis.
Se pueden utilizar archivos FASTQ de una muestra procesada previamente.
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En el desarrollo de este panel, lllumina considerd el
conjunto completo de mas de 20 000 genes codificantes
de proteinas, incluidos los intrones y las regiones no
traducidas (UTR, untranslated regions), y se dirigio de
manera selectiva al 70 % de todos los pares de bases
dificiles de asignar en estas regiones. Se excluyeron los
genes que estan cubiertos exhaustivamente solo por
lecturas cortas. Este panel se ha probado y optimizado en
laboratorio de investigacion para maximizar la eficiencia

y el rendimiento del disefio y la secuenciacion.

Secuenciacion y analisis altamente flexibles

El flujo de trabajo de lllumina Complete Long Read Prep
with Enrichment es muy flexible y facil de automatizar para
respaldar procesos exhaustivos de WGS con un mayor
numero de muestras (tabla 2). En NovaSeq™ X Plus System,
los usuarios pueden generar hasta 15 000 genomas de alta
precision al afio.” Para reducir los requisitos de generacion
de lotes, secuencie una menor cantidad de muestras

en consumibles de menos productividad, como la celda
de flujo NovaSeq X 1.5B. lllumina Complete Long Read
Prep with Enrichment y el Human Comprehensive Panel

se pueden utilizar para aumentar los conjuntos de datos
de WGS existentes como una herramienta alternativa para
una deteccién de variantes mds amplia.

* Productividad potencial cuando se usan lllumina Complete
Long Read Prep with Enrichment y el Human Comprehensive
Panel con NovaSeq X Plus System en experimentos de celda
de flujo doble con celdas de flujo 25B.

El andlisis de datos de lllumina Complete Long Read Prep
with Enrichment, Human estd disponible como aplicacién
BaseSpace™ Sequence Hub o a través de lllumina
Connected Analytics. Los datos se transmiten a la nube

y se analizan junto con datos de WGS de lectura corta
estandar con una cobertura de al menos 30x de la misma
muestra (generados previamente o en paralelo). El proceso
DRAGEN™ combina los resultados en un Unico conjunto de
archivos de resultados, incluidos los llamadores selectivos
de DRAGEN.?

Cobertura rentable y mejorada

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment y el
Human Comprehensive Panel mejoran la precisién de la
llamada de variantes y la cobertura en las regiones objetivo,
en comparacion con la WGS de lectura corta estandar
(figura 2, figura 3, tabla 3). Las lecturas largas selectivas
con el Human Comprehensive Panel proporcionan una
precision exhaustiva del genoma completo con una
puntuacion F1(SNV + indel) del 99,87 %,? lo que supone
una mejora considerable con respecto a las lecturas cortas
por si solas. Esto proporciona un rendimiento comparable
al de lllumina Complete Long Read Prep, Human y otros
genomas completos de lectura larga en genes codificantes
de proteinas, aunque con un menor coste y una mayor
productividad (tabla 3).

Tabla 2: Productividad de muestras recomendada para generar una cobertura final de 30x para Human
Comprehensive Panel e lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, HumanaP.cd

NovaSeq 6000 NovaSeq X
Kits de reactivos
g e SP ST sS4 158 10B 258
Muestras por 2 4 24 4 24 64
celda de flujo
Rendimiento por ~250 Gb ~500 Gb ~1,25Tb ~3Tb ~500 Gb ~3Tb ~8Th
celda de flujo
burEeen el ~25h ~25h ~44h ~21h ~25h ~48h

experimento

a. Eltamafio de la region objetivo del Human Comprehensive Panel es de mas de 95 Mb y requiere un rendimiento de secuenciacion de 90 a 120 Gb por muestra.

b. Requiere un experimento de secuenciacion de 2 x 150 pb, lo que genera una cobertura final de aproximadamente 30x de lllumina Complete Long Reads.

c. Requiere datos de genoma completo humano de lectura corta estandar con una cobertura de 30x de la misma muestra para el andlisis. 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 libreria no marcada; se pueden usar archivos FASTQ

de una muestra analizada previamente.

d. La secuenciacion de librerias de lllumina Complete Long Read en plataformas NovaSeq puede hacer que la puntuaciéon Q30 de un experimento notificada caiga por debajo
de la especificacion de NovaSeq. Esto no indica un problema de rendimiento ni con el experimento de secuenciacion ni con la librerfa.
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Figura 2: Resuelva regiones dificiles de asignar con lecturas largas selectivas con el Human Comprehensive Panel. lllumina Complete
Long Read Prep with Enrichment, Human y el Human Comprehensive Panel ayudan a mejorar la cobertura en regiones génicas dificiles
para complementar la WGS esténdar de lectura corta en material de origen humano. Graficos de Integrative Genomics Viewer (IGV)

de (A) STRCy (B) NEB con uso de WGS de lectura corta estandar e lllumina Complete Long Reads with Enrichment.
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Regiones objetivo de Human Comprehensive Panel
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SNV Indel

Llamadas de variantes FN + FP

I Falso negativo (FN) de lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment
Falso positivo (FP) de lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment

M Falso negativo (FN) de WGS de lectura corta estandar
I Falso positivo (FP) de WGS de lectura corta estandar

Figura 3: Lecturas largas selectivas para mejorar la precision
de la llamada de variantes. Llamadas de variantes falsas
negativas (FN) mas falsas positivas (FP) para SN e indel en
regiones génicas a las que se dirige el Human Comprehensive
Panel utilizando lllumina Complete Long Read Prep with
Enrichment y el Human Comprehensive Panel (naranja) en
comparacion con la WGS de lectura corta estandar (azul).

Resumen

[llumina Human Comprehensive Panel ofrece una cobertura
de lectura larga de alta precision para esas pocas regiones
génicas que son dificiles de asignar solo con lecturas
cortas. lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment
y Human Comprehensive Panel ofrecen un andlisis del
genoma completo optimizado y rentable que complementa
la WGS de lllumina y se centra en lecturas largas en las

que proporcionan el mayor valor con una solucién de flujo
de trabajo completa.

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

Tecnologia de secuenciacion de lectura larga

Tabla 3: Rendimiento del Human
Comprehensive Panel

Precision para las regiones objetivo del Human
Comprehensive Panel®

lllumina Complete Long Read \f\éifu?ae
Prep with Enrichment y Human o
i b
Comprehensive Panel TR
Puntuacion F1 (SNV) 99,54 % 99,04 %
Puntuacion F1 o o
(Indel) 99,47 % 99,15 %
Puntuacion F1(SV) 80,43 % 60,18 %

Precisién para el genoma completo, todas las regiones
de referencia“ Puntuacion F1 (SNV + indel)

lllumina Complete Long Read Cor#llﬁ;ntgﬁon Y\écc;tsu?ae
Prep with Enrichment y Human ReZd Prep 9 .
i b 1
Comprehensive Panel Humane estandar
99,87 % 99,90 % 99,84 %

a. Solo autosomas. SNV: variantes de un solo nucleétido; SV: variantes
estructurales.

b. lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human Comprehensive
Panel + lllumina DNA PCR-Free Prep + NovaSeq 6000 System + DRAGEN v4.2.

c. lllumina DNA PCR-Free Prep + NovaSeq 6000 System + DRAGEN v4.2.

d. Segun la medicidn frente a todas las soluciones participantes con datos
de referencia de PrecisionFDA Truth Challenge v2,? datos de archivo internos
para DRAGEN v4.

e. lllumina Complete Long Read Prep, Human + lllumina DNA PCR-Free Prep +
NovaSeq 6000 System + DRAGEN v4.2.
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Datos para realizar pedidos

N.° de

Producto p

catalogo
[llumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human (24 samples) 20113832
[llumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human (96 samples) 2013833
[llumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human Comprehensive Panel 20113834
(24 samples)
[llumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human Comprehensive Panel 20113835
(96 samples)
Ilumina Human Comprehensive Panel
(24 samples) 20m3836
[llumina Human Comprehensive Panel
(96 samples) 20113837
[llumina Unique Dual Indexes, LT
(48 indexes, 48 samples) 20098166
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set A,
Tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091654
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set B,
Tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091656
Illumina DNA/RNA UD Indexes Set C,
Tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091658
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set D,
Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples) 20091660
Illumina Analytics - 1iCredit 20042038
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