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Einleitung

Bei der Sequenzierung des Humangenoms (WGS, Whole-
Genome Sequencing) lassen sich bestimmte Regionen unter
Umstanden mit Short-Reads allein nur schwer mappen.

Die Long-Read-Sequenzierung kann mit der herkémmlichen
Short-Read-WGS gewonnene Daten erganzen, sodass sich
diese schwierigen Regionen erfolgreich analysieren lassen.
Die lllumina Complete Long Reads-Technologie generiert
im Rahmen eines herkdmmlichen NGS-Workflows (Next-
Generation Sequencing, Sequenzierung der nachsten
Generation) auf lllumina-Sequenziersystemen anhand

einer einzigen Analysepipeline zusammenhangende
Long-Read-Sequenzen (Abbildung 1)."-* Zusatzlich macht
[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,

Human die Long-Read-Sequenzierung dank eines

gezielten Verfahrens kostengunstiger.” Die lllumina
Complete Long Read-Anreicherungschemie bietet hohe
Flexibilitat bei Targets und Sondendesign, sodass sich
schwer zu mappende Regionen analysieren oder anhand
einer phasierten Sequenzierung zusatzliche Erkenntnisse
gewinnen lassen.

Design von Anreicherungs-
sondenpanels far Long-Reads

Bei lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human kommt zur Erfassung langerer Fragmente

(ca. 7-10 kb) eine andere Sondendesignstrategie zum
Einsatz als beim herkémmlichen Verfahren fir kurze
Fragmente (ca. 200—-500 bp). Die lllumina DesignStudio™-
Software ist ein kostenloses, anwenderfreundliches

Tool fur das Design von Anreicherungssondenpanels.

* Erfordert herkdmmliche Short-Read-WGS-Daten mit
> 30-facher Coverage aus derselben Probe fir die Analyse.
Es kénnen FASTQ-Dateien einer Probe aus einem vorherigen
Lauf verwendet werden.

DNA extrahieren

> Vorbereiten und anreichern >

Der DesignStudio-Algorithmus bertcksichtigt GC-Gehalt,
Zielspezifitat und Sondenabstand, d. h., wie viele Sonden
sich im Zielbereich befinden. Der Standardabstand

fur Short-Read-Anreicherungspanels (120 mer) ist ein
Sondenfenster von 250-350 bp. Fur das Design des Long-
Read-Anreicherungspanels wurden unterschiedliche
Sondenabstande getestet, wobei sich ein Fenster mit der
Lange von einer Kilobase als optimal fur die kostengtinstige,
hocheffiziente Erfassung erwiesen hat.

Die Wirksamkeit der Hybridisierungsanreicherung hangt
stark von der Sondenspezifitat ab. Der prozentuale Anteil
der On-Target-Anreicherung wirkt sich direkt darauf aus,
in welchem Umfang eine Sequenzierung erforderlich

ist, um die angestrebte Coverage-Tiefe zu erreichen.

Bei repetitiven Regionen ist es schwieriger, eine hohe
Spezifitat zu erreichen. Das groBere Sondenfenster
ermaoglicht jedoch eine hdhere Flexibilitdt zum Ausschluss
von Sonden mit unzureichender Leistung, zur Vermeidung
von Wiederholungsregionen (bis zur FenstergroBRe von
1kb) und zur Aufrechterhaltung der Anreicherungseffizienz
mit weniger Sonden (Abbildung 2). Der DesignStudio-
Algorithmus kann auf Basis dieser Faktoren die
Sondenplatzierung empfehlen. Panels von Drittanbietern
sollten zur Optimierung von Leistung und Kosteneffizienz
ahnliche Richtlinien verwenden. Der Standardabstand fur
Anreicherungssonden ist ebenfalls vollstandig kompatibel.

Flexibilitat bei Sondendesign und Zielstrategie

lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human
bietet eine hohe Flexibilitat bei der Auswahl und dem Design
anwendungsspezifischer Sondenpanels fur bestimmte
Studienziele. Die einzelnen Zielregionen kénnen dabei

von einzelnen Basen bis hin zu Hunderten von Kilobasen
reichen. Die GesamtgréBe anwendungsspezifischer Panels
kann von nur 2,5 Mb bis hin zu > 95 Mb reichen. Forscher
konnen anhand von gezielten Long-Reads die Coverage

in bestimmten Regionen erhdhen, die mit Short-Read-
Daten nur eine geringe Mapping-Fahigkeit aufweisen.

Sequenzieren > Daten analysieren
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Protokolle, Scherung
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lllumina Complete Long
Read Prep with Enrichment
und vordefiniertes oder
anwendungsspezifisches
Panel
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NovaSeq X Series oder
NovaSeq 6000 System

—
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Read with Enrichment,
DRAGEN-Cloudanalyse

Abbildung 1: Teil eines integrierten Workflows: Zugriff auf kostenglnstige, zielgerichtete Long-Read-WGS-Daten mithilfe eines
skalierbaren, optimierten Bibliotheksvorbereitungsprotokolls mit Anreicherung, bewahrter lllumina-Sequenzierungschemie und
DRAGEN-Sekundaranalyse. Erfordert herkdmmliche Short-Read-WGS-Daten mit = 30-facher Coverage aus derselben Probe fir
die Analyse. Es kdnnen FASTQ-Dateien einer Probe aus einem vorherigen Lauf verwendet werden.
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Alternativ kdnnen Long-Reads sich auch Uber gesamte
Gene oder Multigenregionen erstrecken, was die
Phasierung von Varianten und das Haplotypen-

Calling ermdglicht.

Das DesignStudio-Tool enthalt mehrere vordefinierte
Panels (Tabelle 1). Diese Panels untersuchen CMRG
(Challenging Medically Relevant Genes, schwierige
medizinisch relevante Gene)*, Gene, die Ublicherweise

mit pharmakogenetischen (PGx, Pharmacogenetics)
Testassays untersucht werden®”, Gene auf der Liste der
Sekundarergebnisse (ACMG SF v3.1)8 des American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) oder die
gesamte Region des Haupthistokompatibilitdtskomplexes
(MHC, Major Histocompatibility Complex)®. Das lllumina
Human Comprehensive Panel, das primar diskrete Regionen
mit geringer Coverage innerhalb proteincodierender Gene
untersucht, ist auch als vordefiniertes oder versandfertiges
vorgefertigtes Panel (lllumina, Katalog-Nr. 20113836)
erhaltlich.®™" Die DesignStudio-Software ermdglicht das
Design von anwendungsspezifischen Panels anhand von
BED-Dateien® bzw. die Anpassung vordefinierter Panels.

Empfohlene Sequenzierungstiefe fur
anwendungsspezifische Sondenpanels

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human zeichnet sich durch eine hochgradig konsistente
und robuste Leistung aus. FUr die getesteten vordefinierten
Panels wurde eine optimale Leistung mit ca. 1,5 Gb
Sequenzdaten (ca. 5 Mio. Paired-End-Reads) pro

1 Mb ZielpanelgroBe erreicht (Abbildung 3). Fur neu
erstellte Panels mit unbekannter Leistung werden 3 Gb
Sequenzdaten (ca. 10 Mio. Paired-End-Reads) pro

1 Mb ZielpanelgroBe als Ausgangspunkt empfohlen.

Im Rahmen einer weiteren Optimierung ist dabei eine
Reduzierung maoglich.

Hochgenaue Coverage
und Phasierung schwieriger
Regionen

Long-Read-Anreicherungssondenpanels zur Optimierung
der Analyse bestimmter Regionen mit geringer Coverage,
z. B. lllumina Human Comprehensive Panel und CMRG-
Panel, verbessern die Genauigkeit des Varianten-Callings
in schwierigen Zielregionen (Abbildung 4). Die Long-Read-
Anreicherung mit dem CMRG-Panel optimiert zudem

die Vollstandigkeit der Coverage und den Nachweis von
Varianten in proteincodierenden Regionen (Abbildung 5,
Abbildung 6).

T BED, Browser Extensible Data (browsererweiterbare Daten),
ein Datenformat.
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Strategische Sondenplatzierung
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Abbildung 2: Die Hybridisierung mit langen Fragmenten

erhoht die Effizienz der Anreicherung: Die Hybridisierung

mit langen Fragmenten bietet gegenutber der Erfassung

kurzer Fragmente Vorteile, darunter die (A) strategische
Platzierung von Sonden auBerhalb schwieriger Regionen flr das
Sondendesign wie solchen mit extremem GC-Gehalt, geringer
Komplexitat oder Wiederholungen und die (B) Erfassung der
Zielregionen mit weniger Sonden. Der DesignStudio-Algorithmus
sucht zur Platzierung von Sonden in 1-kb-Abschnitten der
Zielregionen nach Regionen mit optimalem GC-Gehalt und

der héchsten Spezifitat.
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Abbildung 3: Sequenzierungsanforderungen fur anwendungs-
spezifische Sondenpanels: Die aus der Titration resultierenden
Sequenzierungsdaten, die fur einen maximalen N50-Wert
erforderlich sind, zeigen, dass 1,5 Gb (ca. 5 Mio. Paired-End-
Reads) pro Mb-Zielregion zur Analyse von Zielregionen mit
lllumina Complete Long Read geeignet sind.
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Tabelle 1: Vordefinierte Sondenpanels fur lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human

Panels? CMRG-Panel PGx-Panel ACMG-Panel MHC-Panel
fg;\gi?:g‘;ceh 98 Geneg, 78 eindeutige > 140 Gene in

von denen bekan'nt die haufig mit Gene aus der der gesamten

Zielgene ist_ dass sie mit pharmakogenetischen ACMG-Liste der MHC-Region
! Test-Assays Sekundarergebnisse in der GRCh38.

Short-Reads schwer
zu analysieren sind®

untersucht werden®-8 (ACMG SF v3.1)° pl4-Assemblierung™

GroBe der Zielregion® 22,5Mb 8,1 Mb 7 Mb 4,9 Mb
Sequenzierungsausgabe

e Probec ca. 67,5Gb ca, 24,3 Gb ca.21Gb ca. 14,7 Gb
Anzahl der Sonden ca. 22.500 ca. 8.200 ca. 6.900 ca. 5.000
N50¢ 6,1kb 7,3 kb 7,3 kb 7,3 kb
Phasenblock N50¢¢ 82,8 kb 94,4 kb 94,4 kb 357 kb
Mittlere GréBe der Zielregion® 58 kb 83 kb 88 kb 5.000 kb
Einheitlichtkeitd f 97,9 % 99,0 % 99,5 % 97,8 %
Padded-Read-Anreicherung o o o o
(PRE, Padded Read Enrichment)e. 80,1 % 79,3 % 66,3 % 67,5 %
Anteil phasierter heterozygoter 98,9 % 98,9 % 99,6 % 98,6 %

SNVin %¢

a. CMRG, Challenging Medically Relevant Genes (schwierige medizinisch relevante Gene); PGx, Pharmacogenomics (Pharmakogenomik); ACMG, American College of Medical
Genetics and Genomics; MHC, Major Histocompatibility Complex (Haupthistokompatibilitdtskomplex).

b. Die GréBe der Zielregion ist die Summe der Sondenpositionslangen mit Auffillung, die an der Uberlappung zusammengefihrt werden.

c. Erfordert einen Sequenzierungslauf mit 2 x 150 bp und 5 Mio.~10 Mio. Paired-End-Reads (ca. 1,5-3 Gb-Daten) pro Mb-Zielregion, wodurch die finale ca. 30-fache Coverage
von lllumina Complete Long Reads generiert wird. Bei den Anforderungen hinsichtlich der Daten je Probe fiir anwendungsspezifische Panels handelt es sich lediglich um
einen empfohlenen Ausgangspunkt. Anwender kénnen zugewiesene Daten abhéngig von der Panelleistung optimieren.

d. Daten, die mit 50 ng genomischer HG002-DNA (Corielle, Katalog-Nr. NA24385) generiert wurden. Die Leistung kann je nach DNA-Zugabe und Probenqualitat variieren.

e. Die PhasenblockgréBen sind auf die GroBen einzelner zusammenhéngender Zielregionen begrenzt.

f. Coverage-Einheitlichkeit berechnet als % > 0,2 * Mittelwert. PRE berechnet als 100 * (alignierte Padded-Target-Reads / insgesamt alignierte Reads).

A. B.
Zielregionen des lllumina Human Comprehensive Panel Zielregionen des CMRG-Panels
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I lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment - falsch negativ (FN)
llumina Complete Long Read Prep with Enrichment - falsch positiv (FP)

W Herkdmmliche Short-Read-WGS - falsch negativ (FN)
1 Herkédmmliche Short-Read-WGS - falsch positiv (FP)

Abbildung 4: Zielgerichtete Long-Reads zur Verbesserung der Genauigkeit des Varianten-Callings in schwierigen Regionen:
Falsch negative (FN) und falsch positive (FP) Varianten-Calls fir Einzelnukleotid-Varianten (SNVs, Single-Nucleotide Variants) und
Insertionen/Deletionen (Indels) in genetischen HG002-Regionen, die mit dem (A) Human Comprehensive Panel oder dem (B) CMRG-
Panel untersucht wurden, wobei lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment (orange) im Vergleich zur herkémmlichen Short-

Read-WGS (blau) verwendet wurde.

4 | M-GL-02189 DEU v1.0

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.



PANEL DESIGN FOR ILLUMINA COMPLETE LONG READS ENRICHMENT

— e — W — Se—m g

Sowpn N BN Em— B NN S S E—
154 5153 BB p3 plat 13 P12 FHZ pit12  at1 qi21 B2 a1 B33 qiaé  qiab q1a1 T a3 @r a2 e @I awd a@Z s a3

1,849bp
520820009 52080009 5208600 0p 520880005 5268000 bp 5208200 8p 520800 p 5208600 p 5288800 bp 52

HBG1

chri1:5251020

WGS mit lllumina
Complete Long
Read Prep

lllumina Complete
Long Read Prep
with Enrichment

Herkdmmliche
Short-Read-
WGS

Abbildung 5: Gezielte Long-Reads optimieren die Analyse von Regionen mit geringer Coverage: Integrative Genomics Viewer(IGV)-
Plots aus der Long-Read-Sequenzierung von HBGT unter Verwendung von WGS mit lllumina Complete Long Read Prep, Human (oben),
lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human und CMRG-Panel (Mitte) im Vergleich zur herkdbmmlichen Short-Read-
WGS (unten).
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Abbildung 6: Klare Analyse von Deletionsgrenzen mit gezielten Long-Reads: IGV-Plots aus der Long-Read-Sequenzierung und
Phasierung von CYP4F3 unter Verwendung von WGS mit lllumina Complete Long Read Prep, Human (oben), lllumina Complete Long
Read Prep with Enrichment, Human und CMRG-Panel (Mitte) im Vergleich zur herkdmmlichen Short-Read-WGS (unten). Allel 1in Blau,
Allel 2 in Rosa.
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Lange Phasenblocke zur Analyse Phasenblock N50
von Haplotypen

5 400
X

Der Phasenblock N50* der einzelnen Panels steht in é 350 =
Bezug zur zusammenhangenden Lange der Zielregionen Z 300
(Abbildung 7, Tabelle 1). Die CMRG-, PGx- und ACMG- —g 250
Panels untersuchen Gene von Interesse in voller Lange 2
und ergaben einen mittleren Phasenblock N50 von ca. $ 200
80-95 kb fur die vollstandige Phasierung heterozygoter § 150
Allele (Abbildung 8). Das MHC-Panel untersucht eine %
einzelne zusammenhangende Region von ca. 4,9 Mb und 3 100 B - —
ergab einen mittleren Phasenblock N50 von Gber 350 kb, g 50
was die Analyse der Genregion in voller Ldnge ermdglicht § 0
(Abbildung 9). CMRG PGX ACMG MHC

N Abbildung 7: Phasenblock N50 ist abhangig von der Lange
T Phasenblock N50 bezeichnet die Lange des kirzesten Blocks zusammenhangender Zielregionen: Die CMRG-, PGx- und

einer zusammenhangenden Sequenz bei 50 % der Gesamt- ACMG-Panels untersuchen Gene von Interesse in voller Lange
Assemblierungslange der Zielregionen. und ergaben einen mittleren Phasenblock N50 von ca. 80-95 kb.

Das MHC-Panel untersucht die gesamte Genregion des
Haupthistokompatibilitatskomplexes und ergab einen mittleren
Phasenblock N50 von Uber 350 kb. Die mittlere GroBe der
Zielregionen betragt beim CMRG-Panel 58 kb, beim PGx-Panel
83 kb, beim ACMG-Panel 88 kb und beim MHC-Panel 5.000 kb.
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Abbildung 8: Gezielte Long-Reads ermdglichen die Phasierung von Regionen mit heterozygoten SNVs: IGV-Plots aus der Long-Read-
Sequenzierung zeigen bei lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human und dem ACMG-Panel fir TMEM17 (Gen mit 21 kb)
die vollstandige Phasierung in einem Phasenblock. Allel 1in Gelb. Allel 2 in Blau.
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Abbildung 9: Zielgerichtete Long-Reads unterstitzen die Analyse von Haplotypen mit polymorphen Genen: IGV-Plots aus der
Long-Read-Sequenzierung mit lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human. Phasierung tUber eine Region von 722 kb
im MHC-Locus. Eine Region von 580 kb (rosa) ist in einem Phasenblock eingekapselt.
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