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Introduccion

Al realizar la secuenciacion del genoma completo (WGS,
Whole-Genome Sequencing) humano, la asignacion de
diversas regiones puede ser dificil solo con lecturas cortas.
La secuenciacién de lectura larga puede complementar
los datos estandar de lectura corta de la WGS para

ayudar a abordar estas regiones de mayor complejidad.

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 secuenciacion de lllumina con un solo proceso de
analisis (figura 1)."2 lllumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human afiade un enfoque selectivo para una
secuenciacion de lectura larga mas rentable.” La quimica
de enriquecimiento de Illumina Complete Long Read
proporciona una alta flexibilidad con objetivos y disefio de
sonda para ayudar a resolver regiones dificiles de asignar
o proporcionar informacién adicional de la secuenciacion
por fase de hebra retrasada.

Diseno de paneles de sondas
de enriguecimiento para
lecturas largas

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human
utiliza una estrategia de disefio de sonda diferente para
capturar fragmentos mas largos (aproximadamente de

7 a 10 kb) que con la estrategia utilizada normalmente

para capturar fragmentos cortos (aproximadamente de 200

* Requiere datos de WGS de lectura corta estandar con una
cobertura de al menos 30x de la misma muestra para el
analisis. Se pueden utilizar archivos FASTQ de una muestra
procesada previamente.

Extraccién de ADN > Preparacion y enriquecimiento >

a 500 pb). El software DesignStudio™ de lllumina es una
herramienta gratuita y facil de usar para disefiar paneles de
sondas de enriquecimiento. El algoritmo de DesignStudio
tiene en cuenta el contenido de GC, la especificidad del
objetivo y la distancia entre sondas, es decir, cuantas
sondas habra en la region objetivo. La distancia estandar
para los paneles de enriquecimiento de lectura corta

de 120-mero es una ventana de sonda de 250 a 350 pb.
Para el disefio de paneles de enriquecimiento de lectura
larga, se analizé la distancia entre sondas en multiples
longitudes y se determiné que una ventana de una kilobase
era optima para una captura rentable y de alta eficiencia.

La eficacia del enriquecimiento de la hibridacion

depende en gran medida de la especificidad de la

sonda. El porcentaje de enriquecimiento selectivo afecta
directamente a la cantidad de secuenciaciones necesaria
para lograr la profundidad de cobertura objetivo. Es mas
dificil lograr una alta especificidad en regiones repetitivas.
Sin embargo, el uso de una ventana de sonda mas amplia
permite una mayor flexibilidad para excluir sondas de bajo
rendimiento, evitar regiones repetidas (hasta un tamafio de
ventana de 1kb) y mantener la eficiencia de enriquecimiento
con menos sondas (figura 2). El algoritmo de DesignStudio
puede utilizar estas consideraciones para recomendar la
colocacién de la sonda. Los paneles de terceros deben
utilizar directrices similares para un mejor rendimiento

y una mejor rentabilidad. La distancia estandar de la sonda
de enriquecimiento también es totalmente compatible.

Flexibilidad en el disefio de sondas
y la estrategia de objetivos

lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human
ofrece una gran flexibilidad para elegir y disefiar paneles
de sonda personalizados que se ajusten a los objetivos del
estudio. Las regiones objetivo individuales pueden abarcar
desde bases individuales hasta cientos de kilobases.

El tamano total del panel puede variar desde paneles
personalizados de tan solo 2,5 Mb hasta mas de 95 Mb.
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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 al menos 30x de la misma muestra para
el analisis. Se pueden utilizar archivos FASTQ de una muestra procesada previamente.
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Los investigadores pueden utilizar lecturas largas selectivas
para mejorar la cobertura en regiones especificas que se

sabe que son dificiles de asignar con datos de lectura corta.

Como alternativa, las lecturas largas pueden estar dirigidas
a cubrir genes completos o incluso regiones multigénicas
largas para permitir la fase de hebra retrasada de variantes
y la llamada de haplotipos.

En la herramienta DesignStudio hay diversos paneles
predisefiados disponibles (tabla 1). Estos paneles si
selectivos de genes complejos de relevancia médica
(CMRG, challenging medically-relevant genes),*

genes a los que suelen dirigirse los ensayos de pruebas
farmacogenéticas (PGx),>7 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)8 0 a la regién completa del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC, major
histocompatibility complex).® El panel lllumina Human
Comprehensive Panel, que se dirige principalmente

a regiones aisladas de baja cobertura dentro de genes
codificantes de proteinas, también esta disponible como
panel predisefiado o prefabricado listo para enviar (lllumina,
N.° de catdlogo 20113836)."%"" El software DesignStudio
admite el disefio de paneles personalizados a partir de
archivos BED' o la modificacién de predisefios existentes.

Profundidad de secuenciacion recomendada
para paneles de sonda personalizados

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human
proporciona un rendimiento muy uniforme y solido. Para los
paneles predisefiados probados, se logré un rendimiento

optimo con aproximadamente 1,5 Gb de datos de secuencias

(unos 5 millones de lecturas «paired-end») por panel
objetivo de 1 Mb de tamafio (figura 3). En el caso de los
paneles de nuevo disefio con una rendimiento desconocido,
se recomiendan 3 Gb de datos de secuencias (unos

10 millones de lecturas «paired-end») por panel objetivo de
1 Mb de tamafio, sujeto a reduccion con mayor optimizacion.

Cobertura de alta precision
y fase de hebra retrasada
de regiones dificiles

Los paneles de sondas de enriquecimiento de lectura
larga centrados en mejorar regiones especificas de baja
cobertura, como Illlumina Human Comprehensive Panel

y el panel de CMRG, mejoran la precisién de las llamadas
de variantes en regiones objetivo complejas (figura 4).

El enriquecimiento de lectura larga con el panel de CMRG
también ayuda a mejorar la integridad de la cobertura

y la deteccién de variantes en las regiones codificantes
de proteinas (figura 5, figura 6).

T BED, formato de datos extensibles del navegador (browser
extensible data).
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Figura 2: La hibridacién de fragmentos largos aumenta la
eficiencia del enriquecimiento. La hibridacion de fragmentos
largos ofrece ventajas respecto a la captura de fragmentos
cortos, incluida (A) la colocacion estratégica de sondas fuera
de regiones dificiles para el disefio de sondas, como contenido
extremo de GC, baja complejidad o repeticiones, y (B) una
menor necesidad de sondas para capturar cada region objetivo.
El algoritmo de DesignStudio realiza una busqueda en regiones
objetivo en secciones de 1 kb para obtener un contenido éptimo
de GC y las regiones de mayor especificidad para la colocacién
de sondas.
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Figura 3: Requisitos de secuenciacién para paneles de sondas
personalizados. La valoracion de los datos de secuenciacion
necesarios para un N50 maximo muestra que 1,5 Gb (unos

5 millones de lecturas «paired-end») por region objetivo de

1 Mb resuelve de forma eficiente las regiones objetivo para

la generacion de datos con lllumina Complete Long Read.
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Tabla 1: Paneles de sondas de enriquecimiento predisefiados para Illumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human

Paneles? Panel de CMRG Panel de PGx Panel de ACMG Panel de MHC
391 genes médicamente 98 genes a los que 78 genes unicos de >140 genes en la

Genes obietivo relevantes que se sabe que suelen dirigirse los la lista de hallazgos regiéon completa del

) son dificiles de resolver ensayos de pruebas  secundarios del ACMG  MHC en el conjunto
con lecturas cortas® farmacogenéticas®® (ACMG SF v3.1)° GRCh38.p14"

Tamafo de la region objetivoP® 22,5 Mb 8,1 Mb 7 Mb 4,9 Mb

REmelmIEits o ~67,5Gb ~24,3 Gb ~21Gb ~14,7 Gb

secuenciacion por muestra® ! ! !

N.° de sondas ~22 500 ~8200 ~6900 ~5000

N50¢ 6,1kb 7,3 kb 7,3 kb 7,3 kb

e 2540 sa450 satso 5740

Tamafio medio de la regién

objetivos 58 kb 83 kb 88 kb 5000 kb

Uniformidad®f 97,9 % 99,0 % 99,5 % 97,8 %

Egmﬁgg‘ﬁ?to de lectura 80,1 % 79,3 % 66,3 % 67,5 %

% de SNV heterocigoticas 98,9 % 98,9 % 99.6 % 98.6 %

en fase de hebra retrasada®

a. CMRG, genes complejos de relevancia médica; PGx, farmacogendmica; ACMG, Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica; MHC, complejo principal
de histocompatibilidad.

b. Eltamafio de la regién objetivo es la suma de las longitudes de ubicacién de la sonda completada, fusionadas donde se superponen.

c. 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 region objetivo, lo que genera una
cobertura final de aproximadamente 30x de las 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 funcion del rendimiento del panel.

d. Datos generados con 50 ng de ADN genémico de HGOO2 (Corielle, n.° de catdlogo NA24385). El rendimiento puede variar en funcién de la entrada de ADN y la calidad
de la muestra.

e. Lostamafios de los bloques de fase de hebra retrasada se limitan a los tamafios de las regiones objetivo contiguas individuales.

f. Uniformidad de la cobertura calculada como % >0,2 * media. Enriquecimiento de lectura completada calculado como 100 * (lecturas completadas alineadas con el objetivo/
lecturas alineadas totales).
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Falso positivo (FP) de lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment [ Falso positivo (FP) de WGS de lectura corta estandar

Figura 4: 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 5: Las lecturas largas selectivas mejoran las regiones de baja cobertura. Gréficos de Integrative Genomics Viewer (IGV)
a partir de la secuenciacion de lectura larga de HBGT con lllumina Complete Long Read Prep, Human WGS (arriba) e lllumina Complete
Long Read Prep with Enrichment, Human y el panel de CMRG (centro) en comparacién con la WGS de lectura corta estandar (abajo).
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Figura 6: Clara resolucién de los bordes de delecidn con lecturas largas selectivas. Graficos de IGV a partir de la secuenciacion de
lectura larga y fase de hebra retrasada de CYP4F3 con lllumina Complete Long Read Prep, Human WGS (arriba) e lllumina Complete
Long Read Prep with Enrichment, Human y el panel de CMRG (centro) en comparacién con la WGS de lectura corta estandar (abajo).
Alelo 1 en azul, alelo 2 en rosa.
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Blogues de fase de hebra retrasada larga
para resolver haplotipos

El bloque de fase de hebra retrasada N50* de cada

panel esta relacionado con la longitud contigua de las
regiones objetivo (figura 7, tabla 1). Los paneles de CMRG,
PGx y ACMG estén disefiados para dirigirse a genes de
interés de longitud completa y produjeron un bloque de fase
de hebra retrasada N50 medio de entre unas 80y 95 kb
para permitir la fase de hebra retrasada completa de

alelos heterocigoticos (figura 8). El panel de MHC se dirige
a una Unica region contigua de aproximadamente 4,9 Mb

y produjo un bloque de fase de hebra retrasada N50 medio
de mas de 350 kb para permitir la resolucién de la region
génica de longitud completa (figura 9).

1 Elbloque de fase de hebra retrasada N50 refleja la longitud
del bloque mas corto de secuencia contigua al 50 % de
la longitud total de ensamblaje de las regiones objetivo.
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Figura 7: El bloque de fase de hebra retrasada N50 depende

de la longitud de las regiones objetivo contiguas. Los paneles
de CMRG, PGx y ACMG se dirigen a genes de interés de longitud
completa y produjeron un bloque de fase de hebra retrasada N50
medio de unas 80 a 95 kb. El panel de MHC se dirige a la region
génica completa del complejo principal de histocompatibilidad

y produjo un bloque de fase de hebra retrasada N50 medio de
mas de 350 kb. El tamafio medio de la regidn objetivo es de

58 kb para el panel de CMRG, 83 kb para el panel de PGx, 88 kb
para el panel de ACMG y 5000 kb para el panel de MHC.
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Figura 8: Las lecturas largas selectivas permiten la fase de hebra retrasada de regiones con SNV heterocigéticas. Los gréaficos de
IGV de la secuenciacion de lectura larga muestran la fase de hebra retrasada completa en un bloque de fase de hebra retrasada para
TMEM17, un gen de 21 kb, utilizando lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human y el panel de ACMG. Alelo 1 en amarillo.

Alelo 2 en azul.
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Figura 9: Las lecturas largas selectivas ayudan a resolver haplotipos en genes polimdrficos. Graficos de IGV de secuenciacion de
lectura larga utilizando Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human. 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.

Resumen

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human
complementa la WGS de lectura corta probada de Illlumina
y se centra en la secuenciacion de lectura larga, donde
proporciona el mayor valor. Los investigadores tienen una
gran flexibilidad a la hora de elegir paneles predisefiados
o utilizar el algoritmo DesignStudio para disefiar paneles
personalizados para un enriguecimiento selectivo de
lectura larga. Los paneles de sonda de enriquecimiento se
pueden dirigir de forma selectiva para mejorar la cobertura
o aportar informacion mediante la fase de hebra retrasada
de genes completos para una WGS rentable y de alta
precisién con una solucion de flujo de trabajo completa.

Informacion adicional
[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human
Herramienta de disefio de ensayos DesignStudio

Tecnologia de secuenciacion de lectura larga

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