FICHA DE DADOS

lHlumina
Complete Long
Read Prep,
Human

Uma solucao escalavel de alto
desempenho para sequenciamento
de genoma completo humano de
leitura longa

«  WGS humano abrangente com leituras longas e curtas do
mesmo instrumento

« Desempenho otimizado de preparagédo e analise de biblioteca
para resultados altamente precisos e confidveis

« Fluxo de trabalho compativel com automagado de um dia com
baixos requisitos de entrada de DNA

illumina

Somente para pesquisa. Nao deve ser usado para procedimentos
de diagndstico.
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Introducao

O sequenciamento de Ultima geragdo (NGS) permite que
0s cientistas decifrem o genoma para uma compreensao
mais profunda da biologia. A comprovada quimica de
sequenciamento por sintese (SBS) da lllumina combinada
com a premiada andlise secundaria DRAGEN" fornece
dados de sequéncia do genoma completo (WGS) com
precisdo excepcional.! Os avangos mais recentes na analise
DRAGEN estao fechando lacunas restantes nos genes

mais dificeis de mapear.2? Ainda assim, uma fragdo muito
pequena de regides génicas pode se beneficiar de uma
duragao da leitura mais longa para resolugao e mapeamento
precisos. No entanto, muitas solu¢des de sequenciamento
de leitura longa tiveram utilidade e adogao limitadas devido
a altos requisitos de entrada de DNA, fluxos de trabalho
complexos com baixo rendimento e resultados altamente
varidveis.*”

O lllumina Complete Long Reads torna o sequenciamento
de leitura longa acessivel e simplificado para laboratérios
gendmicos. O lllumina Complete Long Read Prep, Human
€ o primeiro produto baseado nesta nova tecnologia de
leitura longa. O ensaio de WGS de alto desempenho usa
um fluxo de trabalho NGS padréo para gerar sequéncias
de leitura longa contiguas no NovaSeq™ 6000 System

e NovaSeq X Series (Figura 1). O protocolo de preparagdo
de biblioteca eficiente de um dia é facil de dimensionar
para estudos de alto rendimento e requer apenas 50 ng
de entrada de DNA sem extragdes especializadas,
cisalhamento ou selegdo de tamanho.

Extrair o DNA

Preparar bibliotecas

Gere leituras longas de alta qualidade
nas plataformas NovaSeq

O Illumina Complete Long Read Prep, Human é compativel
com os sistemas de sequenciamento NovaSeq X Plus,
NovaSeq X e NovaSeq 6000, dando aos usuarios acesso

a dados de leitura longa e curta no mesmo instrumento
(Tabela 1). O ensaio flexivel fornece resultados consistentes
em amostras de qualidade variavel, exigindo 90% menos
entrada de DNA do que outras solugdes de leitura longa
(Figura 2). Como o ensaio é resistente a inibidores

e contaminantes comuns, ele funciona bem com o DNA

do sangue, saliva ou tecido.

O Illlumina Complete Long Reads combina um ensaio de
preparacado de biblioteca proprietario, quimica comprovada
do lllumina SBS e andlise secundaria DRAGEN poderosa
para gerar dados de leitura longa altamente precisos

(Figura 3). Fragmentos longos de DNA de molécula

Unica sdo marcados enzimaticamente com padrées
exclusivos (ou “marcas de referéncia”), depois amplificados
e sequenciados. As marcas de referéncia permitem que

o software distinga regides repetitivas ou dificeis de mapear
e gere leituras longas com um N50 de 57 kb (Figura 2).

Os dados de leitura longa sdo combinados com uma
biblioteca WGS de leitura curta ndo marcada para produzir
leituras longas e contiguas que sdo uma representagao
completa e precisa do fragmento original de molécula Unica.

Sequenciar Analisar dados
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Sem protocolos
especializados, sem
cisalhamento e sem
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lllumina Complete
Long Read Prep, Human,
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Figura 1: Fluxo de trabalho Illumina Complete Long Read: Acesse dados WGS abrangentes de leitura longa usando um protocolo
de preparagéo de biblioteca escalavel e otimizado, sequenciamento no NovaSeq 6000 System ou NovaSeq X Series e andlise
secundaria DRAGEN. Uma biblioteca padrao de 30x WGS deve ser preparada, sequenciada e analisada com a biblioteca Illlumina

Complete Long Read.

a. Embora entradas tdo baixas quanto 10 ng sejam possiveis, a lllumina recomenda 50 ng de DNA.
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. Tagmentacado de fragmento longo
Tabela 1: Rendimento recomendado da amostra 9 ¢ d ¢

para o ensaio lllumina Complete Long Read?a®e *Fragmentos longos de molécula tnica
Marca de referéncia
Kits de Amostras Saida Temoo *
reagentes por lamina por lamina de corF;ida . . e g 29MentOS longos marcados
de 300 ciclos de fluxo de fluxo Amplificar
N S 6000 * Fragmentos longos marcados
ovaSeq B B 1 [ ] 1 e 1 1
S4 Reagents 4 3Tb 44n | I | 1 1 1 [ | 1 1
10 1 1 1 e 1 1
10 1 1 1 e 1 1
NovaSeq X Series e u e ! .
10B Reagents 4 ~3Tb ~24h Tagmentag&o e sequenciamento
. * Leituras marcadas
NovaSeq X Series 1 ~8Th ~48 h [ BRI E— e — ) S
25B Reagents [ S— e — e —

a. Requer uma corrida de sequenciamento de 2 x 150 bp, gerando
aproximadamente 30x de cobertura do lllumina Complete Long Reads.
b. Requer 30x dados padrao de leitura curta do genoma completo humano da *
mesma amostra para andlise. Recomenda-se o lllumina DNA PCR-Free Prep.
K|~ts WGS de terceiros também sdo compatlve\s. A biblioteca ndo marcada Combinar com leituras ndo marcadas
nao precisa ser preparada nem sequenciada em paralelo; podem ser usados
arquivos FASTQ da amostra de uma corrida anterior. *
c. Sequenciar bibliotecas de leitura longa completas da lllumina nas plataformas
NovaSeq pode fazer com que a pontuagdo Q30 relatada em uma corrida
fique abaixo da especificagdo NovaSeq. Isso ndo indica um problema
de desempenho com a corrida de sequenciamento ou a biblioteca.

Gerar leituras longas

Leitura longa marcada

Illumina Complete Long Read

Figura 3: Como funciona o ensaio lllumina Complete Long
Reads: O ensaio usa a tagmentag&o® para produzir fragmentos
longos de DNA (> 10 kb), eliminando a necessidade de
cisalhamento ou selegcao de tamanho. Fragmentos longos

7.000

6000 == . == % E3 = &5 sdo "marcadps” na escala de molecula Unica para capturar
5.000 | e preservar informagdes de leitura longa dentro do fragmento

S 4000 (sem codigos de barras ou adaptadores complexos).

Z 3000 Fragmentos longos marcados sao amplificados e, em seguida,
2.000-| uma segunda etapa de tagmentagao prepara as bibliotecas
1.000- para sequenciamento. Durante a analise, o poderoso software

° DRAGEN gera leituras longas e combina os dados com uma

2 i : biblioteca WGS padrao nao marcada (da mesma amostra

% 200mil == = % = & = ' p ( oSt |

2 omi sequenciada separadamente) para produzir leituras longas
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© completas e altamente precisas.
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Figura 2: O ensaio lllumina Complete Long Read fornece
resultados consistentes em quantidades de entrada de DNA:
entradas de DNA de 5 ng a 1.200 ng geram qualidade de dados
semelhante para N50 e bloco de fase N50. N50 é definido como
o comprimento da sequéncia do contig mais curto a 50% do
comprimento total do conjunto. Ele também pode ser usado
como medida do tamanho dos blocos de faseamento.
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Acesso a WGS altamente preciso

Os dados do Illumina Complete Long Read complementam Os dados do Illumina Complete Long Read demonstram
os dados WGS de leitura curta padrao e fornecem genomas maior precisdo de identificagao entre os tipos de variantes
completos mais abrangentes por: em comparag¢ao com os dados de WGS humanos de

alta precisdo gerados usando o lllumina DNA PCR-Free

Prep para preparacado da biblioteca e andlise secundaria

DRAGEN? (Figura 4). Com os conjuntos de dados do

« Resolugéo de variantes estruturais complexas, PrecisionFDA Truth Challenge v2, a pontuacgao F1 que
pseudogenes e grandes delegbes de inserc¢ao (indels) reflete a precisdo e o recall do WGS usando o ensaio

lllumina Complete Long Read foi de 99,90% (Figura 5).91°

« |dentificagdo de variantes em regides dificeis de mapear
com alta homologia ou regides repetitivas

« Variantes de faseamento e identificagcdo de hapldtipos
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Figura 4: O ensaio do lllumina Complete Long Read realiza identificagdes de variantes altamente precisas para regides génicas
desafiadoras: polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) e precisdo de identificagdo de variantes indel medidas como falsos positivos
(FP) e falsos negativos (FN) para genoma em amostras de referéncia humanas de frascos HG002, HG003, e HG004."" Comparagio dos
dados de WGS do ensaio do lllumina Complete Long Read (laranja) e do lllumina DNA PCR-Free Prep (azul) em (A) genoma completo,
(B) regides dificeis de mapear, e (C) a principal regido do complexo de histocompatibilidade (MHC).
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Pontuagéo SNP + Indel F1, todas as regides de referéncia
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Figura 5: Um novo padrdo de precisdo: o lllumina Complete

Long Read Prep, Human oferece precisdo sem precedentes para
identificagdo de variantes, conforme medido pela pontuagao F1
(%), refletindo precisdo e recall para WGS. Dados gerados usando
a amostra de referéncia do PrecisionFDA Challenge v2 HG002.

Fluxo de trabalho escalavel e simplificado
para estudos de alto rendimento

O fluxo de trabalho do lllumina Complete Long Read Prep
é altamente escalavel para suportar WGS abrangente para
mais amostras. O protocolo simples de preparagao de
biblioteca leva aproximadamente oito horas (com cinco
horas de tempo de manuseio), requer apenas equipamentos
de laboratério padréo e é facil de automatizar.

Com o NovaSeq X Plus System, os usuarios podem gerar
até 3.000 genomas de alta precisdo por ano.” O lllumina
Complete Long Reads pode ser usado para aumentar

0s conjuntos de dados WGS existentes ou como uma
ferramenta reflexa para uma descoberta mais profunda
de variantes.

Resumo

Informagd&es de leitura longa podem ajudar a resolver as
regides mais desafiadoras do genoma. O Illumina Complete
Long Read Prep, Human torna o WGS abrangente facilmente
acessivel para laboratdrios de gendmica, permitindo
leituras longas e curtas no mesmo instrumento. O fluxo de
trabalho simplificado e familiar e a sinergia com a quimica
comprovada do lllumina SBS e a andlise DRAGEN oferecem
0 genoma completo mais escaldvel e preciso do mercado.

* Produtividade potencial quando o lllumina Complete Long Read Prep,
Human é usado com o NovaSeq X Plus System, corrida de lamina
de fluxo duplo com laminas de fluxo 25B.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagnostico.

Saiba mais

lllumina Complete Long Read Prep, Human

Tecnologia de sequenciamento de leitura longa

Informacg&es para pedido

N° do

Produto p

catalogo
lllumina Complete Long Read Prep, Human
(24 samples) 20089108
lllumina Complete Long Read Prep, Human
(8 samples) 20086823
lllumina Unique Dual Indexes, LT
(48 indexes, 48 samples) 20098166
[llumina Analytics - 1TiCredit 20042038
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