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lHlumina
Complete Long
Read Prep with
Enrichment,
Human

Flexible, kosteneffektive und
genaue Long-Reads auf lhrem
lllumina-Sequenziersystem

« Zielgerichtete Long-Reads in Verbindung mit Short-Reads
flr komplementére, verbesserte Humangenomerkenntnisse

« Skalierbare, robuste Bibliotheksvorbereitung mit
zuverlgssigen Ergebnissen bei geringer DNA-Zugabe

< Fur die Automatisierung geeigneter, zweitagiger
Workflow fir die Bibliotheksvorbereitung, ohne dass
Spezialausstattung erforderlich ist

illumina
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Einleitung

Bewahrte SBS-Chemie (Sequencing by Synthesis,
Sequenzierung durch Synthese) von lllumina liefert

in Kombination mit der preisgekronten DRAGEN™-
Sekundéranalyse Genomsequenzierungsdaten

(WGS, Whole-Genome Sequencing) von herausragender
Genauigkeit." 2 Kleine Genomabschnitte, einschlieBlich
hochgradig homologer oder repetitiver Regionen,

sind mit Short-Reads allein jedoch weiterhin schwer

zu mappen. In diesen Fallen kann die Long-Read-
Sequenzierung die Short-Read-WGS-Standarddaten
erganzen. Die gemeinsame Verwendung hochpréaziser
Short- und Long-Reads kann eine hdhere Auflésung sowie
ein genaueres Mapping dieser bislang anspruchsvollen
Regionen ermaoglichen.

Bisher war die Long-Read-Sequenzierung aufgrund der
strengen Anforderungen hinsichtlich DNA-Qualitat und
Zugabemengen mit vielen Probentypen nicht kompatibel.®®
Die lllumina Complete Long Reads-Technologie macht
die Long-Read-Sequenzierung nun fur Genomiklabore
zuganglich, indem sie die Erforschung von sowohl
Short-Reads als auch komplementéren Long-Reads auf
demselben System mit einer einzigen Analysepipeline
ermoglicht. Zur Generierung zusammenhangender Long-
Read-Sequenzen nutzt dieser Hochleistungs-Assay einen
NGS-Standardworkflow (Next-Generation Sequencing,
Sequenzierung der nachsten Generation) von lllumina.

Es ist eine DNA-Zugabe von nur 10 ng ohne spezielle
Extraktionen, Scherung oder GréBenauswahl erforderlich
(Abbildung 1).

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human stellt eine kosteneffektive, flexible Losung fur

die gezielte Long-Read-Sequenzierung dar. Die effiziente,
zweitagige Bibliotheksvorbereitung mit Anreicherung

ist fUr die Automatisierung geeignet und Iasst sich

fur Hochdurchsatzstudien einfach skalieren.

DNA extrahieren

> Vorbereiten und anreichern > Sequenzieren

Mithilfe zielgerichteter Long-Reads lassen sich Regionen
untersuchen, die bekanntermaBen mit der Short-Read-
Standardsequenzierung eine geringe Mapping-Fahigkeit
aufweisen. Alternativ kdnnen 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 ermdglichen. Mit lllumina
Complete Long Read Prep with Enrichment, Human lassen
sich vorhandene WGS-Datensétze als Reflex-Tool fur eine
weitreichendere Variantenerkennung erganzen.

Zielgerichtete, hochwertige
Long-Reads von Ihrem
NovaSeq™-Gerat

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,

Human ist flr 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 Qualitat
konsistente Ergebnisse und kommt dabei im Vergleich zu
anderen Long-Read-Sequenzierungslosungen mit einer

um 90 % geringeren DNA-Zugabe aus. lllumina empfiehlt die
Zugabe von 50 ng DNA, zuverlassige Ergebnisse werden
jedoch bereits ab 10 ng erzielt. Die lllumina Complete Long
Read-Technologie ist unempfindlich gegentber gangigen
Inhibitoren und Verunreinigungen und ist fir DNA aus

Blut, Speichel oder Gewebe geeignet.” 8 Dies ermdglicht
umfassende Erkenntnisse aus mehr Probentypen als

mit anderen Long-Read-Ldsungen.

[llumina Complete Long Reads vereint einen proprietaren
Assay zur Bibliotheksvorbereitung, die bewahrte
[llumina-SBS-Chemie und die leistungsstarke DRAGEN-
Sekundaranalyse zur Generierung hochgenauer

> Daten analysieren

&&
nd

Ohne spezielle
Protokolle, Scherung
oder GréBenauswahl

lllumina Complete Long
Read Prep with
Enrichment und
Auswahl des
Sondenpanels

10 ==

lllumina Complete Long
Read with Enrichment,
DRAGEN-Cloudanalyse

NovaSeq X Series oder
NovaSeq 6000 System

Abbildung 1: lllumina Complete Long Reads with Enrichment-Workflow: Zugriff auf kostenglnstige, zielgerichtete Long-Read-
WGS-Daten mithilfe eines skalierbaren, optimierten Bibliotheksvorbereitungsprotokolls, bewahrter lllumina-Sequenzierungschemie
und DRAGEN-Sekundaranalyse. Erfordert herkdmmliche Short-Read-WGS-Daten mit = 30-facher Coverage aus derselben Probe
far die Analyse. Es kénnen FASTQ-Dateien einer Probe aus einem vorherigen Lauf verwendet werden.
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Long-Read-Daten (Abbildung 2). Lange Einzelmolekll-DNA-

Fragmente werden mit eindeutigen Mustern (sogenannten
,Land-Marks") gekennzeichnet und anschlieBend
amplifiziert, angereichert sowie sequenziert. Durch einen
zusatzlichen Schritt fur die Hybrid-Capture-Anreicherung
mit gezielten Sondenpanels Iasst sich die Sequenzierung
auf Regionen konzentrieren, die fir Long-Read-Daten

am geeignetsten sind. Die ,Land-Marks" ermdglichen die

Differenzierung von repetitiven oder schwer zu mappenden

Regionen, um Long-Reads mit einem N50 von 5-7 kb zu
generieren.” Long-Read-Daten werden mit einer WGS-
Standardbibliothek ohne Kennzeichnung kombiniert,
um lange zusammenhdngende Reads zu generieren,
die eine vollstdndige und genaue Reprasentation der
gezielten Original-Einzelmolekullfragmente darstellen.

Long-Reads an der
richtigen Stelle

Durch die Kombination von zielgerichteten Long-

Reads mit hochgenauen Short-Read-WGS-Daten
kénnen Forscher Sequenzierungsinvestitionen auf
bislang nur schwer zu analysierende Genomregionen
konzentrieren. Zielgerichtete Long-Reads bieten dank
der Illumina DesignStudio™-Software, einem kostenlosen,
anwenderfreundlichen Assay-Design-Tool mit mehreren
vordefinierten Panels oder anwendungsspezifischen
Panels (Tabelle 1, Tabelle 2), eine hohe Flexibilitat.
Wahlen Sie das Anreicherungssondenpanel, das Ihren
Forschungsanforderungen am besten entspricht:

zur Optimierung von Regionen mit geringer Coverage
oder zur Phasierung von Genomregionen.

[llumina Human Comprehensive Panel

Das umfangreiche lllumina Human Comprehensive Panel
ist auf den kleinen Teil genetischer Regionen ausgerichtet,
der von Long-Reads profitieren wirde, und zielt auf Spots
mit geringer Coverage in Uber 6.500 proteincodierenden
Genen ab.® Bei der Entwicklung dieses Panels wurde

von Illumina der gesamte Satz von Uber 20.000
proteincodierenden Genen auf Zielregionen mit geringer
Mapping-Fahigkeit untersucht. Gene, die allein durch
Short-Reads umfassend abgedeckt sind, wurden nicht
berdcksichtigt. Das Human Comprehensive Panel bietet
Uber Zielregionen hinweg eine verbesserte Coverage

und ein verbessertes Varianten-Calling (Abbildung 3A).

Dieses Panel ist vorgefertigt fur die optimierte Verwendung

mit lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human erhaltlich oder als vordefiniertes Panel, das im
DesignStudio-Tool angepasst werden kann.

Vordefinierte Panels in der DesignStudio-Software
Als kostengunstigere Option mit héherem Durchsatz

stehen Forschern fokussierte Panels fur die Long-
Read-Anreicherung zur Verfligung (Tabelle 1).

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

Tagmentierung langer Fragmente

* Lange Einzelmolekiilfragmente

Festlegen von ,Land-Marks" und amplifizieren

* Lange Fragmente mit ,Land-Marks"”

Anreichern fir Zielregionen

[ | [ |
Tagmentieren und sequenzieren

* Reads mit ,Land-Marks”

Long-Reads generieren

* Long-Read mit ,Land-Marks"

Reads ohne Kennzeichnung kombinieren

* Illumina Complete Long Read

Abbildung 2: Funktionsweise des lllumina Complete Long
Reads-Assays: Der Assay generiert anhand von Tagmentierung
lange DNA-Fragmente (> 10 kb), wodurch die Notwendigkeit

der Scherung oder GréBenauswahl entféllt. Lange Fragmente
werden auf Einzelmolekilebene mit ,Land-Marks"” versehen,
sodass Long-Read-Informationen innerhalb des Fragments
erfasst werden und erhalten bleiben kénnen (ohne komplexe
Barcodes oder Adapter). Lange Fragmente mit ,Land-Marks"
werden fur Zielregionen mit einem Hybrid-Capture-Sondenpanel
angereichert. AnschlieBend werden die angereicherten langen
Fragmente ein weiteres Mal in einer sequenzierfahigen Bibliothek
tagmentiert. Die Analyse generiert Long-Reads und kombiniert
die Daten mit einer herkdmmlichen WGS-Bibliothek ohne
Kennzeichnung (aus derselben, separat sequenzierten Probe),
was hochprazise lllumina Complete Long Reads ergibt.
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Tabelle 1: Empfohlener Probendurchsatz zur Generierung einer finalen 30-fachen Coverage fur lllumina Complete

Long Read Prep with Enrichment, Human?®.¢

[lflumina Human GroBes MittelgroB3es Kleines
Comprehensive Panel Panel Panel Panel
GroBe der Zielregion® > 95 Mb ca. 20 Mb ca. 10 Mb ca.5Mb
Empfohlene Daten pro Probe? 90-120 Gb 30-60 Gb 15-30 Gb 7,5-15 Gb
Reagenzien-Kits fur 300 Zyklen Anzahl der Proben pro FlieBzelle® préﬁ%%gglle Laufzeit
NovaSeq 6000 SP Reagents 2 8 16 32 ca. 250 Gb ca.25h
NovaSeq 6000 S1 Reagents 4 16 32 66 ca. 500 Gb ca.25h
NovaSeq 6000 S2 Reagents 10 40 82 166 ca.1,25Th ca.36h
NovaSeq 6000 S4 Reagents 24 100 200 400° ca.3Th ca.44h
NovaSeq X Series 1.5B Reagents 4 16 32 66 ca. 500 Gb ca.21h
NovaSeq X Series 10B Reagents 24 100 200 400f ca.3Tb ca.25h
NovaSeq X Series 25B Reagents 64 266 532f 1.066' ca.8Thb ca.48h

a. Erfordert einen Sequenzierungslauf mit 2 x 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 lllumina Complete Long Reads generiert wird. Bei den Anforderungen hinsichtlich der Daten je Probe flr anwendungsspezifische Panels handelt es sich
lediglich um einen empfohlenen Ausgangspunkt. Anwender kénnen zugewiesene Daten abhangig von der Panelleistung optimieren.

b. Erfordert herkdémmliche Short-Read-Humangenomdaten mit = 30-facher Coverage aus derselben Probe fur die Analyse. lllumina 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 méglich.

c. Beider Sequenzierung von lllumina Complete Long Reads-Bibliotheken auf NovaSeq-Geraten 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 GroBe der Zielregion ist die Summe der Sondenpositionsldngen mit Auffiillung, die an der Uberlappung zusammengefiihrt werden.

e. Beispiel fur den Probendurchsatz, berechnet fur 5 Mio. Paired-End-Reads (1,5 Gb Daten) pro Mb der Zielregion.

f. Essind max. 384 eindeutige doppelte Indizes verfugbar. Bei der NovaSeq X Series ermdglicht das unabhéngige Laden von Lanes das Multiplexing von mehr Proben.
Verwenden Sie den NovaSeq 6000 Xp-Workflow fir das unabhangige Beladen von Lanes auf dem NovaSeq 6000 System.

In der DesignStudio-Software sind mehrere vordefinierte
Panels verflgbar, die sich anpassen lassen (Tabelle 2).
Diese Panels berlcksichtigen CMRGs (Challenging
Medically Relevant Genes, schwierige medizinisch relevante
Gene)'°, Gene, die Ublicherweise mit pharmakogenetischen
(PGx, Pharmacogenetics) Test-Assays untersucht
werden™ 8, Gene auf der Liste der Sekundarergebnisse
(ACMG SF v3.1)"* des American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) oder die gesamte Region des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC, Major
Histocompatibility Complex)™.

Anwendungsspezifische Panels

Benutzer kénnen auf Grundlage eigener Kenntnisse ein
eindeutiges Panel erstellen, das sich auf eine bestimmte
Untergruppe von Genen konzentriert. Das DesignStudio-
Tool unterstitzt das Design anwendungsspezifischer
Panels mit einem Algorithmus, der auf die Anreicherung
von langen Fragmenten abgestimmt ist. Auch Oligo-Panels
von Drittanbietern sind mit lllumina Complete Long Read
Prep with Enrichment, Human kompatibel.
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Skalierbarer Workflow mit hohem
Durchsatz

Der lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human-Workflow l&sst sich einfach automatisieren,
erfordert lediglich Standardlaborausstattung, ist hochgradig
skalierbar und eignet sich so fur 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 tber
Nacht und 5,5 Stunden am zweiten Tag (bei ca. 3 Stunden
manuellem Aufwand).

Die NovaSeq X Series 10B- oder 25B-FlieBzelle bietet
hdheren Durchsatz bei groBeren Kohorten und ein
besseres Preis-Leistungs-Verhéltnis bei groBeren Panels
(Tabelle 1). Mit dem NovaSeq X Plus System kdnnen
Anwender bis zu 15.000 optimierte, hochgenaue Genome
pro Jahr generieren. Fur kleinere Panels und geringere
Anforderungen hinsichtlich der Batcherstellung bieten
sich Verbrauchsmaterialien fur geringeren Durchsatz

wie die NovaSeq X Series 1.5B-FlieBzelle an.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Tabelle 2: Hybrid-Capture-Sondenpanels fur lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human

Panel Gene oder Regionen, die untersucht werden PanelgroBe

[llumina Human ; ) . ) ) 9

Comprehensive Panel® Spots mit geringer Coverage in > 6.500 proteincodierenden Genen > 95 Mb

CMRG-Panele 391 medizinisch televanFe ?Oene, von denen bekannt ist, dass sie mit Short-Reads 22.5 Mb
schwer zu analysieren sind

PGx-Panel® 98 Gene, die haufig mit pharmakogenetischen Test-Assays untersucht werden'-" 8,1 Mb

ACMG-Panel® 78 eindeutige Gene aus der ACMG-Liste der Sekundérergebnisse (ACMG SF v3.1)" 7 Mb

MHC-Panel° Die gesamte MHC-Region (> 140 Gene) in der Assemblierung GRCh38.p14" 4,9 Mb

a. Vorgefertigtes, optimiertes Panel.

b. In der DesignStudio-Software sind vordefinierte und anwendungsspezifische Panels verfugbar. 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).

Optimierte, umfassende Analyse

Die Datenanalyse fur lllumina Complete Long Read
Prep with Enrichment, Human ist mit einer BaseSpace™

Sequence Hub-App oder Uber lllumina Connected Analytics

maoglich. Die einzelne DRAGEN-Pipeline analysiert sowonhl
Short- als auch Long-Reads und liefert umfassende WGS-
Ergebnisse. Die Ergebnisse werden in einem einzigen Satz

an Ausgabedateien zusammengefihrt, in dem auch gezielte

DRAGEN-Caller enthalten sind.'®

Zugang zu hochpraziser WGS
mit Daten fUr angereicherte
Long-Reads

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human-Daten weisen in anspruchsvollen Zielregionen
im Vergleich zur herkdmmlichen Short-Read-WGS eine
verbesserte Coverage und Genauigkeit auf (Abbildung 3,
Abbildung 4). Mit der zielgerichteten lllumina Complete
Long Reads-Technologie lassen sich auBerdem
Haplotypen vollstandiger Gene analysieren und groBe
Blocke hochgradig polymorpher Regionen wie der

MHC phasieren (Abbildung 5).

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

Zusammenfassung

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment,
Human ist eine flexible, kostenglinstige Losung, die
bewahrte lllumina-WGS erganzt und sich auf Long-Reads
stutzt, wo diese den groBten Vorteil bieten. lllumina
Complete Long Reads ermdglicht Genomiklaboren die
unkomplizierte Durchfihrung umfassender WGS-Studien,

da sich sowohl Long- als auch Short-Reads auf demselben

Gerat mit einer einzelnen DRAGEN-Analysepipeline
bearbeiten lassen. Der optimierte, vertraute Workflow
bietet den skalierbarsten und genauesten Genom-Assay
auf dem Markt.

Weitere Informationen

[llumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human

Human Comprehensive Panel

Technologie fur die Long-Read-Sequenzierung

M-GL-02188 DEU v1.0 |
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A. B.
Zielregionen des lllumina Human Comprehensive Panel Zielregionen des CMRG-Panels
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W Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment - falsch negativ (FN) W Herkdmmliche Short-Read-WGS - falsch negativ (FN)
lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment - falsch positiv (FP) W Herkdmmliche Short-Read-WGS - falsch positiv (FP)

Abbildung 3: Zielgerichtete Long-Reads zur Verbesserung der Genauigkeit des Varianten-Callings in schwierigen Regionen:
Falsch negative (FN) und falsch positive (FP) Varianten-Calls fir SNVs und Indels in genetischen HG002-Regionen, die mit dem
(A) lllumina Human Comprehensive Panel oder dem (B) CMRG-Panel untersucht wurden, wobei lllumina Complete Long Read Prep
with Enrichment (orange) im Vergleich zur herkdmmlichen Short-Read-WGS (blau) verwendet wurde.
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Abbildung 4: Erzielung einer kostengunstigen Coverage bei der Sequenzierung des Humangenoms flr schwierige Regionen:
lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human hilft bei der Verbesserung der Coverage in schwierigen genetischen
Regionen wie denen im RHCE-Gen und ergadnzt die herkdmmliche Short-Read-WGS des Humangenoms. Integrative Genomics
Viewer(IGV)-Plot der RHCE-Sequenzierung mit herkdmmlicher Short-Read-WGS (oben) und Illumina Complete Long Read Prep
with Enrichment (unten). Zielregionen rot markiert.

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



ILLUMINA COMPLETE LONG READ PREP WITH ENRICHMENT, HUMAN

A.

v252  p243  pB  p23  p22 ;p 133 p212  p2id  pi23  pl2d piid q12 a1 qlal qid2 qi5 g6 163 a1 q21  q231 a3 2 240 q243 4252 53 26 q2f

722 kb
29,800 kb 29,900 kb
|

30,000 kb 30,100 kb

30,200 kb
|

. -
L] |4 HHH - | o | H I = 1w L | H Hia—e—t——aHilim HE T s -
JR21P  SNORD32B  GABERI MOG HAF  FTM4P HCG4 HLAG HCPSB HCG48 HCGY INRDIASP  POLRIH TRIM3! TRMO  TRMIS  TRIM2G HCGIT

P52 p2A3  pB  pa3  pR2 pzlp.ss P2z pad pia3  pizl qiid qi2

a3 qidd qid2  qi5 qi6d qi63 @ gl g3 g @33 q2 g 53 % qf

7,303 bp
31,267,000bp 31,268,000 bp. 31,269,000 bp 31,270,000 bp. 31,271,000 bp. 3,272,000 bp 31,273,000 bp. 32740
1 | I 1 1 1 | 1 | 1

10-81]

i+ - - e

Abbildung 5: Zielgerichtete Long-Reads unterstlitzen die Analyse von Haplotypen mit polymorphen Genen: IGV-Plots aus der Long-
Read-Sequenzierung mit lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human. (A) Phasierung Uber 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 vollstédndig phasiert.
Reads werden nach Haplotyp getrennt.
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ILLUMINA COMPLETE LONG READ PREP WITH ENRICHMENT, HUMAN

Bestellinformationen Bestellinformationen
Produkt Katalog-Nr. Produkt Katalog-Nr.
lllumina Complete Long Read Prep with 20113832 lllumina Unique Dual Indexes, LT 20098166

Enrichment, Human (24 samples) (48 indexes, 48 samples)

[llumina DNA/RNA UD Indexes Set A,

[llumina Complete Long Read Prep with ) ) 20091654
Enrichment, Human (96 samples) 20113833 Tagmentation (96 indexes, 96 samples)
[llumina DNA/RNA UD Ind SetB
lllumina Complete Long Read Prep with T:g”ngg?]ta“or/] (96 inde;esexgezsssaemp|'es) 20091656
Enrichment, Human Comprehensive Panel 20113834 '
(24 samples) llumina DNA/RNA UD Indexes Set C, 0091658
Tagmentation (96 indexes, 96 samples)
[llumina Complete Long Read Prep with
Enrichment, Human Comprehensive Panel 20113835 lllumina DNA/RNA UD Indexes Set D,
(96 samples) Tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091660
[llumina Human Comprehensive Panel 20113836 [llumina Analytics — 1 iCredit 20042038
(24 samples)
[llumina Human Comprehensive Panel
(96 samples) 20113837
[llumina Custom Enrichment Panel v2
(32 ul, 120 bp) 20073953
[llumina Custom Enrichment Panel v2
(384 pl, 120 bp) 20073952
[llumina Custom Enrichment Panel v2 20111339

(1536 pl, 120 bp)
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