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Illumina 
Complete Long 
Read Prep with 
Enrichment, 
Human
Flexible, kosteneffektive und 
genaue Long-Reads auf Ihrem 
Illumina-Sequenziersystem

DATENBLATT

• Zielgerichtete Long-Reads in Verbindung mit Short-Reads 
für komplementäre, verbesserte Humangenomerkenntnisse

• Skalierbare, robuste Bibliotheksvorbereitung mit 
zuverlässigen Ergebnissen bei geringer DNA-Zugabe

• Für die Automatisierung geeigneter, zweitägiger 
Workflow für die Bibliotheksvorbereitung, ohne dass 
Spezialausstattung erforderlich ist
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Einleitung
Bewährte SBS-Chemie (Sequencing by Synthesis, 
Sequenzierung durch Synthese) von Illumina liefert 
in Kombination mit der preisgekrönten DRAGENTM-
Sekundäranalyse Genomsequenzierungsdaten 
(wGS, whole-Genome Sequencing) von herausragender 
Genauigkeit.1, 2 Kleine Genomabschnitte, einschließlich 
hochgradig homologer oder repetitiver Regionen, 
sind mit Short-Reads allein jedoch weiterhin schwer 
zu mappen. In diesen Fällen kann die Long-Read-
Sequenzierung die Short-Read-wGS-Standarddaten 
ergänzen. Die gemeinsame Verwendung hochpräziser 
Short- und Long-Reads kann eine höhere Auflösung sowie 
ein genaueres Mapping dieser bislang anspruchsvollen 
Regionen ermöglichen. 

Bisher war die Long-Read-Sequenzierung aufgrund der 
strengen Anforderungen hinsichtlich DNA-Qualität und 
Zugabemengen mit vielen probentypen nicht kompatibel.3–6 
Die Illumina Complete Long Reads-Technologie macht 
die Long-Read-Sequenzierung nun für Genomiklabore 
zugänglich, indem sie die Erforschung von sowohl 
Short-Reads als auch komplementären Long-Reads auf 
demselben System mit einer einzigen Analysepipeline 
ermöglicht. Zur Generierung zusammenhängender Long-
Read-Sequenzen nutzt dieser Hochleistungs-Assay einen 
NGS-Standardworkflow (Next-Generation Sequencing, 
Sequenzierung der nächsten Generation) von Illumina. 
Es ist eine DNA-Zugabe von nur 10 ng ohne spezielle 
Extraktionen, Scherung oder Größenauswahl erforderlich 
(Abbildung 1). 

Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human stellt eine kosteneffektive, flexible Lösung für 
die gezielte Long-Read-Sequenzierung dar. Die effiziente, 
zweitägige Bibliotheksvorbereitung mit Anreicherung 
ist für die Automatisierung geeignet und lässt sich 
für hochdurchsatzstudien einfach skalieren. 

Mithilfe zielgerichteter Long-Reads lassen sich Regionen 
untersuchen, die bekanntermaßen mit der Short-Read-
Standardsequenzierung eine geringe Mapping-Fähigkeit 
aufweisen. Alternativ können zielgerichtete Long-Reads auf 
ganze Gene oder Regionen angewendet werden, um bei der 
Analyse von Haplotypen eine phasierte Sequenzierung von 
bis zu hunderten von Kilobasen zu ermöglichen. Mit Illumina 
Complete Long Read Prep with Enrichment, Human lassen 
sich vorhandene wGS-Datensätze als Reflex-tool für eine 
weitreichendere Variantenerkennung ergänzen. 

Zielgerichtete, hochwertige 
Long-Reads von Ihrem 
NovaSeq™-Gerät
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human ist für die Verwendung mit den Sequenziersystemen 
NovaSeq X plus, NovaSeq X, NovaSeq 6000 und 
NovaSeq 6000Dx (RUo-Modus) validiert. Der flexible 
Assay liefert bei proben unterschiedlicher Qualität 
konsistente Ergebnisse und kommt dabei im Vergleich zu 
anderen Long-Read-Sequenzierungslösungen mit einer 
um 90 % geringeren DNA-Zugabe aus. Illumina empfiehlt die 
Zugabe von 50 ng DNA, zuverlässige Ergebnisse werden 
jedoch bereits ab 10 ng erzielt. Die Illumina Complete Long 
Read-Technologie ist unempfindlich gegenüber gängigen 
Inhibitoren und Verunreinigungen und ist für DNA aus 
Blut, Speichel oder Gewebe geeignet.7, 8 Dies ermöglicht 
umfassende Erkenntnisse aus mehr Probentypen als 
mit anderen Long-Read-Lösungen.

Illumina Complete Long Reads vereint einen proprietären 
Assay zur Bibliotheksvorbereitung, die bewährte 
Illumina-SBS-Chemie und die leistungsstarke DRAGEN-
Sekundäranalyse zur Generierung hochgenauer 

Abbildung 1: Illumina Complete Long Reads with Enrichment-Workflow:  Zugriff auf kostengünstige, zielgerichtete Long-Read-
wGS-Daten mithilfe eines skalierbaren, optimierten Bibliotheksvorbereitungsprotokolls, bewährter Illumina-Sequenzierungschemie 
und DRAGEN-Sekundäranalyse. Erfordert herkömmliche Short-Read-wGS-Daten mit ≥ 30-facher Coverage aus derselben probe 
für die Analyse. Es können FAStQ-Dateien einer probe aus einem vorherigen Lauf verwendet werden.
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Long-Read-Daten (Abbildung 2). Lange Einzelmolekül-DNA-
Fragmente werden mit eindeutigen Mustern (sogenannten 
„Land-Marks“) gekennzeichnet und anschließend 
amplifiziert, angereichert sowie sequenziert. Durch einen 
zusätzlichen Schritt für die Hybrid-Capture-Anreicherung 
mit gezielten Sondenpanels lässt sich die Sequenzierung 
auf Regionen konzentrieren, die für Long-Read-Daten 
am geeignetsten sind. Die „Land-Marks“ ermöglichen die 
Differenzierung von repetitiven oder schwer zu mappenden 
Regionen, um Long-Reads mit einem N50 von 5–7 kb zu 
generieren.7 Long-Read-Daten werden mit einer wGS-
Standardbibliothek ohne Kennzeichnung kombiniert, 
um lange zusammenhängende Reads zu generieren, 
die eine vollständige und genaue Repräsentation der 
gezielten original-Einzelmolekülfragmente darstellen.

Long-Reads an der 
richtigen Stelle
Durch die Kombination von zielgerichteten Long-
Reads mit hochgenauen Short-Read-wGS-Daten 
können Forscher Sequenzierungsinvestitionen auf 
bislang nur schwer zu analysierende Genomregionen 
konzentrieren. Zielgerichtete Long-Reads bieten dank 
der Illumina DesignStudioTM-Software, einem kostenlosen, 
anwenderfreundlichen Assay-Design-Tool mit mehreren 
vordefinierten Panels oder anwendungsspezifischen 
panels (Tabelle 1, tabelle 2), eine hohe Flexibilität. 
Wählen Sie das Anreicherungssondenpanel, das Ihren 
Forschungsanforderungen am besten entspricht: 
zur optimierung von Regionen mit geringer Coverage 
oder zur Phasierung von Genomregionen.

Illumina Human Comprehensive Panel

Das umfangreiche Illumina Human Comprehensive Panel 
ist auf den kleinen Teil genetischer Regionen ausgerichtet, 
der von Long-Reads profitieren würde, und zielt auf Spots 
mit geringer Coverage in über 6.500 proteincodierenden 
Genen ab.9 Bei der Entwicklung dieses Panels wurde 
von Illumina der gesamte Satz von über 20.000 
proteincodierenden Genen auf Zielregionen mit geringer 
Mapping-Fähigkeit untersucht. Gene, die allein durch 
Short-Reads umfassend abgedeckt sind, wurden nicht 
berücksichtigt. Das human Comprehensive panel bietet 
über Zielregionen hinweg eine verbesserte Coverage 
und ein verbessertes Varianten-Calling (Abbildung 3A). 
Dieses Panel ist vorgefertigt für die optimierte Verwendung 
mit Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human erhältlich oder als vordefiniertes Panel, das im 
DesignStudio-tool angepasst werden kann. 

Vordefinierte Panels in der DesignStudio-Software

Als kostengünstigere option mit höherem Durchsatz 
stehen Forschern fokussierte Panels für die Long-
Read-Anreicherung zur Verfügung (Tabelle 1). 

Abbildung 2: Funktionsweise des Illumina Complete Long 
Reads-Assays:  Der Assay generiert anhand von Tagmentierung 
lange DNA-Fragmente (> 10 kb), wodurch die Notwendigkeit 
der Scherung oder Größenauswahl entfällt. Lange Fragmente 
werden auf Einzelmolekülebene mit „Land-Marks“ versehen, 
sodass Long-Read-Informationen innerhalb des Fragments 
erfasst werden und erhalten bleiben können (ohne komplexe 
Barcodes oder Adapter). Lange Fragmente mit „Land-Marks“ 
werden für Zielregionen mit einem Hybrid-Capture-Sondenpanel 
angereichert. Anschließend werden die angereicherten langen 
Fragmente ein weiteres Mal in einer sequenzierfähigen Bibliothek 
tagmentiert. Die Analyse generiert Long-Reads und kombiniert 
die Daten mit einer herkömmlichen wGS-Bibliothek ohne 
Kennzeichnung (aus derselben, separat sequenzierten probe), 
was hochpräzise Illumina Complete Long Reads ergibt.
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https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/designstudio.html
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In der DesignStudio-Software sind mehrere vordefinierte 
panels verfügbar, die sich anpassen lassen (tabelle 2). 
Diese panels berücksichtigen CMRGs (Challenging 
Medically Relevant Genes, schwierige medizinisch relevante 
Gene)10, Gene, die üblicherweise mit pharmakogenetischen 
(pGx, pharmacogenetics) test-Assays untersucht 
werden11–13, Gene auf der Liste der Sekundärergebnisse 
(ACMG SF v3.1)14 des American College of Medical Genetics 
and Genomics (ACMG) oder die gesamte Region des 
haupthistokompatibilitätskomplexes (MhC, Major 
Histocompatibility Complex)15.

Anwendungsspezifische Panels

Benutzer können auf Grundlage eigener Kenntnisse ein 
eindeutiges Panel erstellen, das sich auf eine bestimmte 
Untergruppe von Genen konzentriert. Das DesignStudio-
Tool unterstützt das Design anwendungsspezifischer 
Panels mit einem Algorithmus, der auf die Anreicherung 
von langen Fragmenten abgestimmt ist. Auch oligo-panels 
von Drittanbietern sind mit Illumina Complete Long Read 
Prep with Enrichment, Human kompatibel.

Skalierbarer Workflow mit hohem 
Durchsatz
Der Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human-Workflow lässt sich einfach automatisieren, 
erfordert lediglich Standardlaborausstattung, ist hochgradig 
skalierbar und eignet sich so für die umfassende 
wGS von mehr proben (Abbildung 1). Das einfache 
Bibliotheksvorbereitungsprotokoll nimmt am ersten Tag 
ca. 6,5 Stunden in Anspruch (bei ca. 3 Stunden manuellem 
Aufwand), gefolgt von einer Hybridisierungsreaktion über 
Nacht und 5,5 Stunden am zweiten tag (bei ca. 3 Stunden 
manuellem Aufwand). 

Die NovaSeq X Series 10B- oder 25B-Fließzelle bietet 
höheren Durchsatz bei größeren Kohorten und ein 
besseres preis-Leistungs-Verhältnis bei größeren panels 
(Tabelle 1). Mit dem NovaSeq X plus System können 
Anwender bis zu 15.000 optimierte, hochgenaue Genome 
pro Jahr generieren. Für kleinere panels und geringere 
Anforderungen hinsichtlich der Batcherstellung bieten 
sich Verbrauchsmaterialien für geringeren Durchsatz 
wie die NovaSeq X Series 1.5B-Fließzelle an.

tabelle 1: Empfohlener probendurchsatz zur Generierung einer finalen 30-fachen Coverage für Illumina Complete 
Long Read Prep with Enrichment, Humana, b, c

Illumina Human 
Comprehensive Panel

Großes 
Panel

Mittelgroßes 
Panel

Kleines 
Panel

Größe der Zielregiond > 95 Mb ca. 20 Mb ca. 10 Mb ca. 5 Mb

Empfohlene Daten pro Probea 90–120 Gb 30–60 Gb 15–30 Gb 7,5–15 Gb

Reagenzien-Kits für 300 Zyklen Anzahl der proben pro Fließzellee Ausgabe 
pro Fließzelle Laufzeit

NovaSeq 6000 Sp Reagents 2 8 16 32 ca. 250 Gb ca. 25 h

NovaSeq 6000 S1 Reagents 4 16 32 66 ca. 500 Gb ca. 25 h

NovaSeq 6000 S2 Reagents 10 40 82 166 ca. 1,25 tb ca. 36 h

NovaSeq 6000 S4 Reagents 24 100 200 400f ca. 3 tb ca. 44 h

NovaSeq X Series 1.5B Reagents 4 16 32 66 ca. 500 Gb ca. 21 h

NovaSeq X Series 10B Reagents 24 100 200 400f ca. 3 tb ca. 25 h

NovaSeq X Series 25B Reagents 64 266 532f 1.066f ca. 8 tb ca. 48 h

a. Erfordert einen Sequenzierungslauf mit 2 × 150 bp und 5 Mio.–10 Mio. paired-End-Reads (ca. 1,5–3 Gb Daten) pro Mb der Zielregion, wodurch die finale ca. 30-fache 
Coverage von Illumina Complete Long Reads generiert wird. Bei den Anforderungen hinsichtlich der Daten je probe für anwendungsspezifische panels handelt es sich 
lediglich um einen empfohlenen Ausgangspunkt. Anwender können zugewiesene Daten abhängig von der panelleistung optimieren.

b. Erfordert herkömmliche Short-Read-Humangenomdaten mit ≥ 30-facher Coverage aus derselben probe für die Analyse. Illumina DNA pCR-Free prep wird empfohlen. 
wGS-Kits von Drittanbietern sind ebenfalls geeignet. Die Bibliothek ohne Kennzeichnung muss nicht parallel vorbereitet oder sequenziert werden. Die Verwendung von 
FAStQ-Dateien einer probe aus einem vorherigen Lauf ist möglich.

c. Bei der Sequenzierung von Illumina Complete Long Reads-Bibliotheken auf NovaSeq-Geräten kann der gemeldete Q30-Score eines Laufs unter der NovaSeq-Spezifikation 
liegen. Dies deutet nicht auf Leistungsprobleme in Zusammenhang mit dem Sequenzierungslauf oder der Bibliothek hin.

d. Die Größe der Zielregion ist die Summe der Sondenpositionslängen mit Auffüllung, die an der Überlappung zusammengeführt werden.
e. Beispiel für den probendurchsatz, berechnet für 5 Mio. paired-End-Reads (1,5 Gb Daten) pro Mb der Zielregion.
f. Es sind max. 384 eindeutige doppelte Indizes verfügbar. Bei der NovaSeq X Series ermöglicht das unabhängige Laden von Lanes das Multiplexing von mehr proben. 

Verwenden Sie den NovaSeq 6000 Xp-workflow für das unabhängige Beladen von Lanes auf dem NovaSeq 6000 System.

https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html


 | 5M-GL-02188 DEU v1.0Nur für Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

ILLUMINA CoMpLEtE LoNG READ pREp wIth ENRIChMENt, hUMAN

optimierte, umfassende Analyse

Die Datenanalyse für Illumina Complete Long Read 
Prep with Enrichment, Human ist mit einer BaseSpaceTM 
Sequence Hub-App oder über Illumina Connected Analytics 
möglich. Die einzelne DRAGEN-pipeline analysiert sowohl 
Short- als auch Long-Reads und liefert umfassende wGS-
Ergebnisse. Die Ergebnisse werden in einem einzigen Satz 
an Ausgabedateien zusammengeführt, in dem auch gezielte 
DRAGEN-Caller enthalten sind.16

Zugang zu hochpräziser wGS 
mit Daten für angereicherte 
Long-Reads
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human-Daten weisen in anspruchsvollen Zielregionen 
im Vergleich zur herkömmlichen Short-Read-wGS eine 
verbesserte Coverage und Genauigkeit auf (Abbildung 3, 
Abbildung 4). Mit der zielgerichteten Illumina Complete 
Long Reads-technologie lassen sich außerdem 
haplotypen vollständiger Gene analysieren und große 
Blöcke hochgradig polymorpher Regionen wie der 
MhC phasieren (Abbildung 5).

Zusammenfassung
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human ist eine flexible, kostengünstige Lösung, die 
bewährte Illumina-wGS ergänzt und sich auf Long-Reads 
stützt, wo diese den größten Vorteil bieten. Illumina 
Complete Long Reads ermöglicht Genomiklaboren die 
unkomplizierte Durchführung umfassender wGS-Studien, 
da sich sowohl Long- als auch Short-Reads auf demselben 
Gerät mit einer einzelnen DRAGEN-Analysepipeline 
bearbeiten lassen. Der optimierte, vertraute workflow 
bietet den skalierbarsten und genauesten Genom-Assay 
auf dem Markt.

Weitere Informationen
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human

Human Comprehensive Panel

Technologie für die Long-Read-Sequenzierung

tabelle 2: Hybrid-Capture-Sondenpanels für Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human

Panel Gene oder Regionen, die untersucht werden panelgröße

Illumina Human 
Comprehensive Panela Spots mit geringer Coverage in > 6.500 proteincodierenden Genen9 > 95 Mb

CMRG-panelb
391 medizinisch relevante Gene, von denen bekannt ist, dass sie mit Short-Reads 
schwer zu analysieren sind10 22,5 Mb

pGx-panelb 98 Gene, die häufig mit pharmakogenetischen test-Assays untersucht werden11–13 8,1 Mb

ACMG-panelb 78 eindeutige Gene aus der ACMG-Liste der Sekundärergebnisse (ACMG SF v3.1)14 7 Mb

MhC-panelb Die gesamte MhC-Region (> 140 Gene) in der Assemblierung GRCh38.p1415 4,9 Mb

a. Vorgefertigtes, optimiertes panel.
b. In der DesignStudio-Software sind vordefinierte und anwendungsspezifische panels verfügbar. CMRG, Challenging Medically Relevant Genes (schwierige medizinisch 

relevante Gene); pGx, pharmacogenomics (pharmakogenomik); ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics; MhC, Major histocompatibility Complex 
(haupthistokompatibilitätskomplex).

https://illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/complete-long-read-prep-enrichment-human.html
https://illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/human-comprehensive-panel.html
https://www.illumina.com/products/by-brand/complete-long-reads-portfolio.html
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Abbildung 4: Erzielung einer kostengünstigen Coverage bei der Sequenzierung des humangenoms für schwierige Regionen: 
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human hilft bei der Verbesserung der Coverage in schwierigen genetischen 
Regionen wie denen im RHCE-Gen und ergänzt die herkömmliche Short-Read-wGS des humangenoms. Integrative Genomics 
Viewer(IGV)-plot der RHCE-Sequenzierung mit herkömmlicher Short-Read-wGS (oben) und Illumina Complete Long Read prep 
with Enrichment (unten). Zielregionen rot markiert.

Abbildung 3: Zielgerichtete Long-Reads zur Verbesserung der Genauigkeit des Varianten-Callings in schwierigen Regionen: 
 Falsch negative (FN) und falsch positive (Fp) Varianten-Calls für SNVs und Indels in genetischen hG002-Regionen, die mit dem 
(A) Illumina human Comprehensive panel oder dem (B) CMRG-panel untersucht wurden, wobei Illumina Complete Long Read prep 
with Enrichment (orange) im Vergleich zur herkömmlichen Short-Read-wGS (blau) verwendet wurde.
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580 kb

Abbildung 5: Zielgerichtete Long-Reads unterstützen die Analyse von haplotypen mit polymorphen Genen: IGV-plots aus der Long-
Read-Sequenzierung mit Illumina Complete Long Read prep with Enrichment, human. (A) phasierung über eine Region von 722 kb 
im MhC-Locus. Eine Region von 580 kb (rosa) ist in einem phasenblock eingekapselt. (B) Das HLA-C-Gen ist vollständig phasiert. 
Reads werden nach haplotyp getrennt.

A.

B.
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Bestellinformationen

Produkt Katalog-Nr.

Illumina Complete Long Read Prep with 
Enrichment, human (24 samples) 20113832

Illumina Complete Long Read Prep with 
Enrichment, human (96 samples) 20113833

Illumina Complete Long Read Prep with 
Enrichment, Human Comprehensive Panel 
(24 samples)

20113834

Illumina Complete Long Read Prep with 
Enrichment, Human Comprehensive Panel 
(96 samples)

20113835

Illumina Human Comprehensive Panel 
(24 samples) 20113836

Illumina Human Comprehensive Panel 
(96 samples) 20113837

Illumina Custom Enrichment panel v2 
(32 µl, 120 bp) 20073953

Illumina Custom Enrichment panel v2 
(384 µl, 120 bp) 20073952

Illumina Custom Enrichment panel v2 
(1536 µl, 120 bp) 20111339

Bestellinformationen

Produkt Katalog-Nr.

Illumina Unique Dual Indexes, Lt 
(48 indexes, 48 samples) 20098166

Illumina DNA/RNA UD Indexes Set A, 
tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091654

Illumina DNA/RNA UD Indexes Set B, 
tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091656

Illumina DNA/RNA UD Indexes Set C, 
tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091658

Illumina DNA/RNA UD Indexes Set D, 
tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091660
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