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Introduzione

Quando si esegue il sequenziamento dell'intero genoma
(WGS, whole-genome sequencing) umano, molte regioni
potrebbero essere difficili da mappare solo con letture
brevi. Il sequenziamento a lettura lunga puo integrare i dati
WGS standard a lettura breve per aiutare a risolvere queste
regioni difficili. La tecnologia lllumina Complete Long Reads
utilizza un flusso di lavoro standard di sequenziamento di
nuova generazione (NGS, next-generation sequencing)

per generare sequenze a lettura lunga contigue sui sistemi
di sequenziamento Illumina con una singola pipeline di
analisi (Figura 1)."2 lllumina Complete Long Read Prep

with Enrichment, Human aggiunge un approccio mirato

per un sequenziamento a lettura lunga pit conveniente.”

La chimica di arricchimento dell'lllumina Complete Long
Read fornisce un'elevata flessibilita con target e design
sonda volti ad aiutare a risolvere regioni difficili da mappare
o a fornire informazioni aggiuntive dal sequenziamento

con determinazione delle fasi.

Progettazione di pannelli
sonda di arricchimento
per letture lunghe

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human
utilizza una strategia di progettazione della sonda diversa al
fine di acquisire frammenti pit lunghi (circa 7-10 kb) rispetto
all'approccio tipicamente utilizzato per acquisire frammenti

* Per I'analisi richiede almeno 30x di dati WGS standard
a lettura breve dallo stesso campione. E possibile utilizzare
i file FASTQ di un campione precedentemente analizzato.

Estrazione DNA >  Preparazione e arricchimento

corti (circa 200-500 bp). Il software lllumina DesignStudio™
€ uno strumento gratuito e intuitivo per la progettazione di
pannelli sonda di arricchimento. L'algoritmo DesignStudio
considera il contenuto in GC, la specificita del target e la
spaziatura delle sonde, ovvero quante sonde ci saranno
nella regione target. La spaziatura standard per i pannelli di
arricchimento a lettura breve da 120 mer & una finestra della
sonda da 250-350 bp. Per la progettazione del pannello

di arricchimento a lettura lunga, la spaziatura delle sonde

¢ stata testata su pit lunghezze ed € risultato che una
finestra a un solo chilobase € ottimale per un'acquisizione
conveniente e ad alta efficienza.

L'efficacia dell'arricchimento dell'ibridazione dipende
fortemente dalla specificita della sonda. La percentuale di
arricchimento sul target influisce direttamente sulla quantita
di sequenziamento necessaria per raggiungere la profondita
di copertura target. L'elevata specificita & piu difficile

da ottenere per le regioni ripetitive. Tuttavia, utilizzando

una finestra della sonda piu grande si ha una maggiore
flessibilita per escludere le sonde con prestazioni scarse,
evitare regioni ripetute (fino alla dimensione della finestra

di 1 kb) e garantire I'efficienza di arricchimento con meno
sonde (Figura 2). L'algoritmo DesignStudio puo utilizzare
queste considerazioni per raccomandare il posizionamento
della sonda. | pannelli di terze parti devono utilizzare

linee guida simili per assicurare le migliori prestazioni e la
convenienza. Anche la spaziatura standard della sonda

di arricchimento € completamente compatibile.

Flessibilita nella progettazione della
sonda e nella strategia target

lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human offre un'elevata flessibilita per scegliere

e progettare pannelli di sonde personalizzati in base
agli obiettivi dello studio. Le singole regioni mirate
possono coprire singole basi fino a centinaia di kilobasi.

> Sequenziamento > Analisi dei dati
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Nessun protocollo
specializzato, nessuna
frammentazione
(shearing) e selezione
della dimensione

lllumina Complete Long
Read Prep with
Enrichment e pannello
pre-progettato o
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Pl
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Figura 1: parte di un flusso di lavoro integrato. Consente di accedere ai dati WGS a lettura lunga mirati e convenienti utilizzando un
protocollo scalabile e ottimizzato per la preparazione delle librerie con arricchimento, la comprovata chimica di sequenziamento
[llumina e I'analisi secondaria DRAGEN. Per I'analisi richiede almeno 30x di dati WGS standard a lettura breve dallo stesso campione.
E possibile utilizzare i file FASTQ di un campione precedentemente analizzato.
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La dimensione totale del pannello personalizzato pud
variare da 2,5 Mb a piu di 95 Mb. | ricercatori possono
utilizzare letture lunghe mirate per migliorare la copertura

in regioni specifiche notoriamente a bassa mappabilita con
dati di lettura breve. In alternativa, le letture lunghe possono
essere mirate per coprire interi geni fino a lunghe regioni
multigeniche per consentire la determinazione delle fasi
delle varianti e l'identificazione degli aplotipi.

Diversi pannelli pre-progettati sono disponibili nello
strumento DesignStudio (Tabella 1). Questi pannelli si
occupano di geni rilevanti dal punto di vista medico (CMRG,
challenging medically relevant gene),* di geni comunemente
coperti dai saggi di analisi farmacogenetica (PGx,
pharmacogenetic),>” di geni presenti nell'elenco dei risultati
secondari dell’American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) (ACMG SF v3.1)8 o dell'intera regione

del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC,

major histocompatibility complex).® L'lllumina Human
Comprehensive Panel, che si occupa principalmente

di regioni separate a bassa copertura all'interno dei

geni codificanti le proteine, € disponibile anche come
pannello pre-progettato o pre-fabbricato pronto per

la spedizione (lllumina, N. di catalogo 20113836).10™

Il software DesignStudio supporta la progettazione di
pannelli personalizzati da file BED' o la modifica di progetti
predefiniti esistenti.

Profondita di sequenziamento consigliata
per i pannelli sonda personalizzati

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human fornisce prestazioni solide e altamente coerenti.
Per i pannelli pre-progettati testati, le prestazioni ottimali
sono state ottenute con circa 1,5 Gb di dati di sequenza
(circa 5 milioni di letture paired-end) per 1 Mb di dimensione
del pannello target (Figura 3). Per i pannelli di nuova
progettazione con prestazioni sconosciute, 3 Gb di dati
di sequenza (circa 10 milioni di letture paired-end) per

1 Mb di dimensione del pannello target rappresentano

il punto di inizio raccomandato, soggetto a riduzione

con ulteriore ottimizzazione.

Copertura e determinazione
delle fasi ad alta precisione
delle regioni difficili

| pannelli delle sonde di arricchimento a lettura lunga
dedicati al miglioramento di specifiche regioni a bassa
copertura, come I'lllumina Human Comprehensive

Panel e il pannello CMRG, migliorano I'accuratezza di
identificazione di varianti in regioni difficili mirate (Figura 4).

T BED, formato dati estensibile del browser.
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Figura 2: I'ibridazione a frammenti lunghi aumenta I'efficienza
di arricchimento. L'ibridazione a frammenti lunghi offre

vantaggi rispetto all'acquisizione di frammenti corti, tra cui (A)

il posizionamento strategico delle sonde al di fuori delle regioni
difficili per la progettazione delle sonde, come contenuto in GC
estremo, bassa complessita o ripetizioni, e (B) la necessita di un
numero inferiore di sonde per acquisire ciascuna regione target.
L'algoritmo DesignStudio cerca tra le regioni target in sezioni

da 1kb per ottenere un contenuto ottimale in GC e regioni con
la massima specificita per posizionare le sonde.
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Figura 3: requisiti di sequenziamento per pannelli di sonde
personalizzati. La titolazione dei dati di sequenziamento richiesti
per massimo N50 mostra che 1,5 Gb (circa 5 milioni di letture
paired-end) per regione target Mb risolvono in modo efficiente
le regioni target per la generazione di dati lllumina Complete
Long Read.
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Tabella 1: pannelli di sonde di arricchimento pre-progettati per lllumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human

Pannelli@ Pannello CMRG Pannello PGx Pannello ACMG Pannello MHC
391 geni clinicamente 98 geni comunemente 78 geni unici Piu di 140 geni
Cen tEreEt rilevanti notoriamente coperti dai dall'elenco dei risultati nella regione MHC
9 difficili da risolvere saggi di analisi secondari dellACMG completa nel gruppo
con letture brevi® farmacogenetica®® (ACMG SF v3.1)° GRCh38.p14™
Dimensione regione target® 22,5 Mb 8,1 Mb 7 Mb 4,9 Mb
Oiglte € SEaTEAE RS Circa 67,5 Gb Circa 24,3 Gb Circa 21 Gb Circa 14,7 Gb
per campione® ! ! !
N. di sonde Circa 22.500 Circa 8.200 Circa 6.900 Circa 5.000
N50¢9 6,1kb 7,3 kb 7,3 kb 7,3 kb
Blocco di fase N50¢¢ 82,8 kb 94,4 kb 94,4 kb 357 kb
Dimensione media della
regione targete 58 kb 83 kb 88 kb 5.000 kb
Uniformitadf 97,9% 99,0% 99,5% 97,8%
Arricchimento della lettura o o o o
"padded" (PRE)a! 80,1% 79,3% 66,3% 67,5%
% di SNV eterozigote a fasi? 98,9% 98,9% 99,6% 98,6%

a. CMRG, geni rilevanti dal punto di vista medico; PGx, farmacogenomica; ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics; MHC, complesso maggiore
diistocompatibilita.
b. Ladimensione della regione target corrisponde alla somma delle lunghezze della posizione della sonda "padded", unite dove si sovrappongono.
c. Richiede una corsa di sequenziamento di 2 x 150 bp e 5-10 milioni di letture paired-end (circa 1,5-3 Gb di dati) per regione target Mb, generando circa 30x di copertura
finale di lllumina Complete Long Read. | requisiti relativi ai dati del pannello personalizzato per campione rappresentano solo il punto di partenza raccomandato.
E possibile ottimizzare i dati assegnati in base alle prestazioni del pannello.
d. Datigenerati utilizzando 50 ng di DNA genomico HG002 (Corielle, n. di catalogo NA24385). Le prestazioni possono variare in base all'input di DNA e alla qualita del campione.
e. Le dimensioni dei blocchi di fase sono limitate alle dimensioni delle singole regioni target contigue.
f. Uniformita della copertura calcolata come % >0,2 * media. PRE calcolato come 100 * (letture allineate target "padded"/letture allineate totali).
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Figura 4: letture lunghe mirate per migliorare I'accuratezza dell'identificazione di varianti nelle regioni difficili. Identificazioni

di varianti false negative (FN) e false positive (FP) per le varianti di singolo nucleotide (SNV, single nucleotide variant) e delezione/
inserzione (indel) nelle regioni geniche HG002 coperte (A) dallo Human Comprehensive Panel o (B) dal pannello CMRG, utilizzando
[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment (arancione) rispetto al WGS standard a lettura breve (blu).
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Figura 5: le letture lunghe mirate migliorano le regioni a bassa copertura. Grafici Integrative Genomics Viewer (IGV) relativi al
sequenziamento a lettura lunga di HBGT utilizzando lllumina Complete Long Read Prep, Human WGS (in alto) e lllumina Complete
Long Read Prep with Enrichment, Human e il pannello CMRG (al centro) rispetto al WGS standard a lettura breve (in basso).
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Figura 6: risoluzione chiara dei bordi di delezione con letture lunghe mirate. Grafici IGV dal sequenziamento a lettura lunga e dalla
determinazione delle fasi di CYP4F3 utilizzando Illumina Complete Long Read Prep, Human WGS (in alto) e lllumina Complete Long
Read Prep with Enrichment, Human e il pannello CMRG (al centro) rispetto al WGS standard a lettura breve (in basso). Allele 1in blu,
allele 2 in rosa.
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L'arricchimento a lettura lunga con il pannello CMRG
contribuisce anche a migliorare la completezza della
copertura e il rilevamento delle varianti nelle regioni
codificanti le proteine (Figura 5, Figura 6).

Blocchi di fase lunghi per risolvere gli aplotipi

Il blocco di fase N50* di ciascun pannello e correlato alla
lunghezza contigua delle regioni target (Figura 7, Tabella 1).
| pannelli CMRG, PGx e ACMG sono stati progettati per
occuparsi dei geni di interesse a lunghezza intera e hanno
prodotto un blocco di fase medio N50 di circa 80-95 kb
per consentire la determinazione completa delle fasi degli
alleli eterozigoti (Figura 8). Il pannello MHC si occupa di
una singola regione contigua di circa 4,9 Mb e ha prodotto
un blocco di fase medio N50 di oltre 350 kb per consentire
la risoluzione della regione genica a lunghezza intera
(Figura 9).

1 Il blocco difase N50 riflette la lunghezza del blocco piu
breve della sequenza contigua al 50% della lunghezza
totale del gruppo delle regioni target.
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Figura 7: il blocco di fase N50 dipende dalla lunghezza delle
regioni target contigue. | pannelli CMRG, PGx e ACMG si
occupano dei geni di interesse a lunghezza intera e hanno
prodotto un blocco di fase medio N50 di circa 80-95 kb.

I pannello MHC si occupa dell'intera regione genica del
complesso maggiore di istocompatibilita e ha prodotto un
blocco di fase medio NS5O di oltre 350 kb. La dimensione media
della regione target € di 58 kb per il pannello CMRG, 83 kb per
il pannello PGx, 88 kb per il pannello ACMG e 5.000 kb per

il pannello MHC.
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Figura 8: le letture lunghe mirate consentono la determinazione delle fasi delle regioni con SNV eterozigoti. | grafici IGV dal
sequenziamento a lettura lunga mostrano la determinazione delle fasi completa in un blocco di fase per TMEM17, un gene da 21 kb,
utilizzando lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human e il pannello ACMG. Allele 1in giallo. Allele 2 in blu.
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Figura 9: le letture lunghe mirate aiutano a risolvere gli aplotipi nei geni polimorfici. Grafici IGV del sequenziamento a lettura lunga
con lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human. Determinazione delle fasi su una regione di 722 kb nel locus MHC.

Una regione da 580 kb (rosa) e incapsulata in un blocco di fase.

Riepilogo

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human integra il comprovato WGS a lettura breve lllumina
e utilizza il sequenziamento a lettura lunga laddove questo
fornisce il massimo valore. | ricercatori hanno un'elevata
flessibilita poiché possono scegliere pannelli pre-progettati
o utilizzare l'algoritmo DesignStudio per progettare pannelli
personalizzati per un arricchimento mirato a lettura lunga.

| pannelli sonda di arricchimento possono essere utilizzati
per migliorare la copertura o aggiungere informazioni
tramite la determinazione delle fasi di geni interi per un
WGS conveniente e altamente accurato con una soluzione
completa per il flusso di lavoro.

Maggiori informazioni
[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human
Strumento di progettazione del saggio DesignStudio

Tecnologia di sequenziamento delle letture lunghe
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