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Introduction

Lors de la réalisation du séquengage du génome entier
(WGS, Whole-genome Sequencing) humain, plusieurs
régions peuvent étre difficiles a cartographier avec
seulement des lectures courtes. Le séquengage a lectures
longues peut compléter les données de WGS a lectures
courtes standard pour aider a traiter ces régions complexes.
La technologie lllumina Complete Long Reads utilise un

flux de travail de séquengage de nouvelle génération

(SNG) standard pour produire des séquences contigués de
lectures longues sur les systemes de séquengage d’lllumina
avec un seul pipeline d'analyse (figure 1)-2. lllumina
Complete Long Read Prep with Enrichment, Human ajoute
une approche ciblée pour un séquengage a lectures
longues plus rentable’. La chimie d’enrichissement
d’lllumina Complete Long Read offre une grande flexibilité
avec les cibles et la conception des sondes pour aider

a surmonter les difficultés posées par les régions

difficiles a cartographier ou fournir des renseignements
supplémentaires a partir du séquengage par mise en phase.

Conception de panels de
sondes d’enrichissement
pour les lectures longues

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human utilise une stratégie de conception de sonde
différente pour capturer des fragments plus longs

(~ 7 a10 kb) que l'approche généralement utilisée
pour capturer des fragments courts (~ 200 a 500 pb).

* 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.

Extraction de 'ADN > Préparation et enrichissement

Le logiciel DesignStudio™ d’lllumina est un outil gratuit
et convivial pour la conception de panels de sondes
d’enrichissement. Lalgorithme DesignStudio prend

en compte la teneur en GC, la spécificité du résultat

et 'espacement des sondes, c’est-a-dire le nombre de
sondes qui se trouveront dans la région cible. L'espacement
standard pour les panels d’enrichissement a lectures
courtes de 120 mer est une fenétre de sonde de 250

a 350 pb. Pour la conception de panels d’enrichissement
alectures longues, I'espacement des sondes a été

testé a plusieurs longueurs et une fenétre d'un kilobase
s'est avérée optimale pour une capture rentable et

a grande efficacité.

Lefficacité de I'enrichissement par hybridation dépend
fortement de la spécificité de la sonde. Le pourcentage
d’enrichissement sur cible affecte directement le nombre

de séquengage nécessaire pour atteindre la profondeur

a atteindre pour les régions répétitives. Cependant,
I'utilisation d’'une fenétre de sonde plus grande offre une
meilleure flexibilité pour exclure les sondes peu performantes,
éviter les régions de répétition (jusqu’a la taille de fenétre de
1kb) et maintenir I'efficacité de I'enrichissement avec moins
de sondes (figure 2). L'algorithme DesignStudio peut utiliser
ces considérations pour recommander le positionnement

de la sonde. Les panels tiers doivent utiliser des directives
similaires pour une meilleure performance et une meilleure
rentabilité. Lespacement des sondes d’enrichissement
standard est également entierement compatible.

Flexibilité dans la conception des sondes
et la stratégie cible

lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human offre une grande flexibilité pour choisir et concevoir
des panels de sondes personnalisés pour s'adapter aux
objectifs de I'étude. Les régions ciblées individuelles
peuvent couvrir des bases uniques jusqu’a des centaines
de kilobases. La taille totale du panel peut aller de panels
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Figure 1: Elément d’un flux de travail intégré : accédez & 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 séquengage lllumina éprouvée et d'une analyse secondaire
DRAGEN. Requiert = 30x plus de données du génome entier 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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personnalisés de 2,5 Mb a > 95 Mb. Les chercheurs
peuvent utiliser des lectures longues ciblées pour améliorer
la couverture dans des régions spécifiqgues connues pour
avoir une faible cartographiabilité avec des données

a lectures courtes. Les lectures longues peuvent également
étre ciblées pour couvrir des géenes entiers jusqu’a de
longues régions multigéniques pour permettre la mise

en phase des variants et la définition des haplotypes.

Plusieurs panels précongus sont disponibles dans 'outil
DesignStudio (tableau 1). Ces panels ciblent des génes
complexes pertinents sur le plan médical (CMRG, Challenging
Medically Relevant Genes)*, des genes fréquemment ciblés
par des tests pharmacogénétiques (PGx)>”, des génes sur

la liste des résultats secondaires de I'’American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) (ACMG SF v3.1)8 ou
la région complete du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH)®. lllumina Human Comprehensive Panel, qui cible
principalement les régions discrétes a faible couverture dans
les genes codant les protéines, est également disponible

en tant que panel précongu ou préfabriqué prét a étre
expédié (lllumina, référence n° 20113836)°"". Le logiciel
DesignStudio prend en charge la conception de panels
personnalisés a partir de fichiers BED' ou la modification

de préconceptions existantes.

Profondeur de séquengage recommandée
pour les panels de sondes personnalisés

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human fournit des performances hautement uniformes et
fiables. Pour les panels précongus testés, une performance
optimale a été obtenue avec environ 1,5 Gb de données
de séquence (environ 5 millions de lectures appariées)
pour un panel cible de 1 Mb (figure 3). Pour les nouveaux
panels dont les performances sont inconnues, il est
recommandé d’utiliser 3 Gb de données de séquence
(environ 10 millions de lectures appariées) pour un panel
cible de 1 Mb, sous réserve d’une réduction avec une
optimisation supplémentaire.

Couverture et mise en phase
de haute précision des
régions difficiles

Les panels de sondes d’enrichissement a lectures longues
axés sur I'amélioration de régions spécifiques a faible
couverture, comme Illumina Human Comprehensive

Panel et le panel CMRG, améliorent la précision de I'appel
des variants dans les régions complexes ciblées (figure 4).
L'enrichissement a lectures longues avec le panel CMRG
permet également d’améliorer I'exhaustivité de la
couverture et la détection des variants dans les régions
codant les protéines (figure 5, figure 6).

T BED, format Browser Extensible Data.
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Figure 2 : L'hybridation de fragments longs augmente l'efficacité
de 'enrichissement : I'hybridation de fragments longs offre
des avantages par rapport a la capture de fragments courts,
notamment (A) le positionnement stratégique de sondes en
dehors des régions difficiles pour la conception de sondes,
comme la teneur en GC extréme, la faible complexité ou les
répétitions, et (B) moins de sondes sont nécessaires pour
capturer chaque région cible. L'algorithme DesignStudio
recherche une teneur en GC optimale dans des sections

de 1kb dans les régions cibles et les régions a la spécificité
la plus élevée pour positionner les sondes.
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Figure 3 : Exigences de séquengage pour les panels de

sondes personnalisés : le titrage des données de séquengage
requises pour un N50 maximal montre que 1,5 Gb (~ 5 millions de
lectures appariées) par Mb de région cible résout efficacement
les régions ciblées pour la génération de données lllumina
Complete Long Read.
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Tableau 1: Panels de sondes d’enrichissement précongus pour Illlumina Complete Long Read Prep with

Enrichment, Human

Panels?®

Panel CMRG

Panel PGx

Panel ACMG

Panel du CMH

391 génes pertinents sur

le plan médical connus

98 genes fréquemment

78 genes uniques de
la liste des résultats

> 140 genes dans
la région compléte

Genes ciblés pour poser des difficultés ciblés par des tests secondaires du CMH dans
difficiles a surmonter avec pharmacogénétiques®® de 'ACMG I'assemblage
des lectures courtes® (ACMG SF v3.1)? GRCh38.p14'°
Taille de la région cible® 22,5 Mb 8,1 Mb 7 Mb 4,9 Mb
Débit de séquencage N N N N
par échantillon® 67,5 Gb 24,3 Gb 21Gb 14,7 Gb
Nbre de sondes ~ 22500 ~ 8200 ~ 6900 ~5000
N50¢ 6,1 kb 7.3 kb 7.3 kb 7.3 kb
Bloc de phase N50¢¢ 82,8 kb 94,4 kb 94,4 kb 357 kb
Taille moyenne de
la région cibles 58 kb 83 kb 88 kb 5000 kb
Uniformitédf 97,9 % 99,0 % 99,5 % 97,8 %
Enrichissement par lectures o o o o
Slargiess! 80,1 % 79,3 % 66,3 % 67,5 %
% de SNV hétérozygotes 98.9 % 989 % 996 % 986 %

mis en phase?

a. CMRG, génes complexes pertinents sur le plan médical; PGx, pharmacogénomique; ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics; CMH, complexe majeur
d’histocompatibilité.

b. La taille de la région cible est la somme des longueurs d’emplacement de sonde élargies, fusionnées la ou elles se chevauchent.

c. Requiert une analyse de séquengage de 2 x 150 pb et 5 a 10 millions de lectures appariées (~ 1,5 a 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.

d. Données générées a l'aide de 50 ng d’ADN génomique HG002 (Corielle, référence n° NA24385). Les performances peuvent varier en fonction de I'entrée d’ADN et de
la qualité de I'échantillon.

e. Les tailles des blocs de phase sont limitées aux tailles des régions cibles contigués individuelles.

f. Uniformité de la couverture calculée en % > 0,2x la moyenne. Enrichissement par lectures élargies calculé comme 100 * (lectures élargies alignées sur la cible/nombre
total de lectures alignées).
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Figure 4 : 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 variants mononucléotidiques (SNV, Single Nucleotide Variant) et les insertions/
suppressions (indels) dans les régions géniques HG0OO02 ciblées par (A) Human Comprehensive Panel ou (B) le panel CMRG, a I'aide
d’lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment (orange) par rapport au WGS a lectures courtes standard (bleu).
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Figure 5 : Les lectures longues ciblées améliorent les régions a faible couverture : les tracés d’'Integrative Genomics Viewer (IGV)
du séquengage a lectures longues de HBGT a I'aide du WGS d’lllumina Complete Long Read Prep, Human (en haut) et lllumina Complete
Long Read Prep with Enrichment, Human et du panel CMRG (au milieu) par rapport au WGS a lectures courtes standard (en bas).
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Figure 6 : Résolution claire des limites de suppression avec des lectures longues ciblées : tracés d’IGV a partir du séquengage

a lectures longues et de la mise en phase de CYP4F3 a l'aide du WGS d'lllumina Complete Long Read Prep, Human (en haut) et lllumina
Complete Long Read Prep with Enrichment, Human et du panel CMRG (au milieu) par rapport au WGS a lectures courtes standard

(en bas). Allele 1 en bleu, alléle 2 en rose.
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Blocs de phase longs pour définir les
haplotypes

Le bloc de phase N50* de chaque panel est associé a la
longueur contigué des régions cibles (figure 7, tableau 1).
Les panels CMRG, PGx et ACMG sont congus pour cibler
les génes d'intérét pleine longueur et ont généré un bloc
de phase N50 moyen d’environ 80 a 95 kb pour permettre
la mise en phase compléete des alleles hétérozygotes
(figure 8). Le panel du CMH cible une seule région contigué
d’environ 4,9 Mb et a généré un bloc de phase N50 moyen
de plus de 350 kb pour permettre la résolution de la région
génigue pleine longueur (figure 9).

T Le bloc de phase N50 reflete la longueur du bloc le plus
court de la séquence contigué a 50 % de la longueur
totale de I'ensemble des régions cibles.

252 p2a3  p2ed  p232 p23 p22d 163 pi6t Pia 132 p12

PTZ pi4 qiiz a2z

Bloc de phase N50
400
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200
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+
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Longueur du bloc de phase N50 (kb)

CMRG PGx ACMG CMH

Figure 7 : Le bloc de phase N50 dépend de la longueur des
régions cibles contigués : les panels CMRG, PGx et ACMG
ciblent les genes d'intérét pleine longueur et ont généré un bloc
de phase N50 moyen d’environ 80 a 95 kb. Le panel du CMH
cible la région génique du complexe majeur d’histocompatibilité
et a généré un bloc de phase N50 moyen de plus de 350 kb.

La taille moyenne de la région cible est de 58 kb pour le panel
CMRG, de 83 kb pour le panel PGx, de 88 kb pour le panel
ACMG et de 5000 kb pour le panel du CMH.
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Figure 8 : Les lectures longues ciblées permettent la mise en phase de régions avec des SNV hétérozygotes : les tracés d’IGV du
séquengage a lectures longues montrent la mise en phase compléte dans un bloc de phase pour TMEM17, un gene de 21 kb, a l'aide
d’lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human et du panel ACMG. Alléle 1 en jaune. Allele 2 en bleu.
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Figure 9 : Les lectures longues ciblées aident a définir les haplotypes dans les génes polymorphiques : tracés d'IGV du séquencage
a lectures longues a l'aide d’lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human. 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.
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