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Einleitung
Bei der sequenzierung des humangenoms (WGs, Whole-
Genome sequencing) lassen sich bestimmte regionen unter 
Umständen mit short-reads allein nur schwer mappen. 
Die LongReadSequenzierung kann mit der herkömmlichen 
short-read-WGs gewonnene Daten ergänzen, sodass sich 
diese schwierigen regionen erfolgreich analysieren lassen. 
Die Illumina Complete Long ReadsTechnologie generiert 
im rahmen eines herkömmlichen NGs-Workflows (Next-
Generation sequencing, sequenzierung der nächsten 
Generation) auf illumina-sequenziersystemen anhand 
einer einzigen analysepipeline zusammenhängende 
LongReadSequenzen (Abbildung 1).1–3 Zusätzlich macht 
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human die LongReadSequenzierung dank eines 
gezielten Verfahrens kostengünstiger.* Die Illumina 
Complete Long ReadAnreicherungschemie bietet hohe 
Flexibilität bei targets und sondendesign, sodass sich 
schwer zu mappende Regionen analysieren oder anhand 
einer phasierten sequenzierung zusätzliche Erkenntnisse 
gewinnen lassen.

Design von anreicherungs-
sondenpanels für LongReads
Bei Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
human kommt zur Erfassung längerer Fragmente 
(ca. 7–10 kb) eine andere sondendesignstrategie zum 
Einsatz als beim herkömmlichen Verfahren für kurze 
Fragmente (ca. 200–500 bp). Die illumina DesignStudioTM
Software ist ein kostenloses, anwenderfreundliches 
tool für das Design von anreicherungssondenpanels. 

* 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.

Der Designstudio-algorithmus berücksichtigt GC-Gehalt, 
Zielspezifität und sondenabstand, d. h., wie viele sonden 
sich im Zielbereich befinden. Der standardabstand 
für short-read-anreicherungspanels (120 mer) ist ein 
sondenfenster von 250–350 bp. Für das Design des Long-
ReadAnreicherungspanels wurden unterschiedliche 
sondenabstände getestet, wobei sich ein Fenster mit der 
Länge von einer Kilobase als optimal für die kostengünstige, 
hocheffiziente Erfassung erwiesen hat.

Die Wirksamkeit der hybridisierungsanreicherung hängt 
stark von der sondenspezifität 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 
spezifität zu erreichen. Das größere sondenfenster 
ermöglicht jedoch eine höhere Flexibilität zum ausschluss 
von sonden mit unzureichender Leistung, zur Vermeidung 
von Wiederholungsregionen (bis zur Fenstergröße von 
1 kb) 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 
ähnliche richtlinien verwenden. Der standardabstand für 
anreicherungssonden ist ebenfalls vollständig kompatibel.

Flexibilität bei sondendesign und Zielstrategie

Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human 
bietet eine hohe Flexibilität bei der auswahl und dem Design 
anwendungsspezifischer Sondenpanels für bestimmte 
studienziele. Die einzelnen Zielregionen können dabei 
von einzelnen Basen bis hin zu hunderten von Kilobasen 
reichen. Die Gesamtgröße anwendungsspezifischer Panels 
kann von nur 2,5 Mb bis hin zu > 95 Mb reichen. Forscher 
können anhand von gezielten Long-reads die Coverage 
in bestimmten Regionen erhöhen, die mit ShortRead
Daten nur eine geringe Mapping-Fähigkeit aufweisen. 
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abbildung 1: Teil eines integrierten Workflows:  Zugriff auf kostengünstige, zielgerichtete Long-read-WGs-Daten mithilfe eines 
skalierbaren, optimierten Bibliotheksvorbereitungsprotokolls mit anreicherung, 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.

https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/designstudio.html
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alternativ können Long-reads sich auch über gesamte 
Gene oder Multigenregionen erstrecken, was die 
Phasierung von Varianten und das haplotypen-
Calling ermöglicht.

Das Designstudio-tool enthält mehrere vordefinierte 
Panels (Tabelle 1). Diese Panels untersuchen CMrG 
(Challenging Medically relevant Genes, schwierige 
medizinisch relevante Gene)4, Gene, die üblicherweise 
mit pharmakogenetischen (PGx, Pharmacogenetics) 
Testassays untersucht werden5–7, Gene auf der Liste der 
sekundärergebnisse (aCMG sF v3.1)8 des American College 
of Medical Genetics and Genomics (aCMG) oder die 
gesamte region des haupthistokompatibilitätskomplexes 
(MhC, Major histocompatibility Complex)9. Das illumina 
human Comprehensive Panel, das primär diskrete regionen 
mit geringer Coverage innerhalb proteincodierender Gene 
untersucht, ist auch als vordefiniertes oder versandfertiges 
vorgefertigtes Panel (illumina, Katalog-Nr. 20113836) 
erhältlich.10, 11 Die DesignStudioSoftware ermöglicht das 
Design von anwendungsspezifischen Panels anhand von 
BED-Dateien† bzw. die anpassung vordefinierter Panels.

Empfohlene Sequenzierungstiefe für 
anwendungsspezifische Sondenpanels

Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human zeichnet sich durch eine hochgradig konsistente 
und robuste Leistung aus. Für die getesteten vordefinierten 
Panels wurde eine optimale Leistung mit ca. 1,5 Gb 
sequenzdaten (ca. 5 Mio. Paired-End-reads) pro 
1 Mb Zielpanelgröße erreicht (Abbildung 3). Für neu 
erstellte Panels mit unbekannter Leistung werden 3 Gb 
sequenzdaten (ca. 10 Mio. Paired-End-reads) pro 
1 Mb Zielpanelgröße als ausgangspunkt empfohlen. 
im rahmen einer weiteren optimierung ist dabei eine 
Reduzierung möglich.

hochgenaue Coverage 
und Phasierung schwieriger 
Regionen
Long-read-anreicherungssondenpanels zur optimierung 
der analyse bestimmter regionen mit geringer Coverage, 
z. B. illumina 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 Vollständigkeit der Coverage und den Nachweis von 
Varianten in proteincodierenden regionen (Abbildung 5, 
abbildung 6). 

† BED, Browser Extensible Data (browsererweiterbare Daten), 
ein Datenformat.

abbildung 3: Sequenzierungsanforderungen für anwendungs
spezifische Sondenpanels:  Die aus der Titration resultierenden 
sequenzierungsdaten, die für 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 
illumina Complete Long read geeignet sind.
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abbildung 2: Die Hybridisierung mit langen Fragmenten 
erhöht die Effizienz der Anreicherung:  Die Hybridisierung 
mit langen Fragmenten bietet gegenüber der Erfassung 
kurzer Fragmente Vorteile, darunter die (a) strategische 
Platzierung von sonden außerhalb schwieriger regionen für das 
sondendesign wie solchen mit extremem GC-Gehalt, geringer 
Komplexität 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 höchsten spezifität.
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tabelle 1: Vordefinierte sondenpanels für illumina Complete Long read Prep with Enrichment, human

Panelsa CMrG-Panel PGx-Panel aCMG-Panel MhC-Panel

Zielgene

391 medizinisch 
relevante Gene, 

von denen bekannt 
ist, dass sie mit 

ShortReads schwer 
zu analysieren sind5

98 Gene, 
die häufig mit 

pharmakogenetischen 
TestAssays 

untersucht werden6–8

78 eindeutige 
Gene aus der 

aCMG-Liste der 
sekundärergebnisse 

(aCMG sF v3.1)9

> 140 Gene in 
der gesamten 
MhC-region 

in der GrCh38.
p14-assemblierung10

Größe der Zielregionb 22,5 Mb 8,1 Mb 7 Mb 4,9 Mb

Sequenzierungsausgabe 
je Probec ca. 67,5 Gb ca, 24,3 Gb ca. 21 Gb ca. 14,7 Gb

Anzahl der Sonden ca. 22.500 ca. 8.200 ca. 6.900 ca. 5.000

N50d 6,1 kb 7,3 kb 7,3 kb 7,3 kb

Phasenblock N50d, e 82,8 kb 94,4 kb 94,4 kb 357 kb

Mittlere Größe der Zielregione 58 kb 83 kb 88 kb 5.000 kb

Einheitlichtkeitd, f 97,9 % 99,0 % 99,5 % 97,8 %

PaddedReadAnreicherung 
(PrE, Padded read Enrichment)d, f 80,1 % 79,3 % 66,3 % 67,5 %

Anteil phasierter heterozygoter 
sNV in %d 98,9 % 98,9 % 99,6 % 98,6 %

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 (haupthistokompatibilitätskomplex).

b. Die Größe der Zielregion ist die summe der sondenpositionslängen mit auffüllung, die an der Überlappung zusammengeführt werden.
c. Erfordert einen sequenzierungslauf mit 2 × 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 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.

d. Daten, die mit 50 ng genomischer hG002-DNa (Corielle, Katalog-Nr. Na24385) generiert wurden. Die Leistung kann je nach DNa-Zugabe und Probenqualität variieren.
e. Die Phasenblockgrößen sind auf die Größen einzelner zusammenhängender Zielregionen begrenzt.
f. Coverage-Einheitlichkeit berechnet als % > 0,2 * Mittelwert. PrE berechnet als 100 * (alignierte Padded-target-reads / insgesamt alignierte reads).

abbildung 4: Zielgerichtete Long-reads zur Verbesserung der Genauigkeit des Varianten-Callings in schwierigen regionen: 
 Falsch negative (FN) und falsch positive (FP) Varianten-Calls für 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 illumina Complete Long read Prep with Enrichment (orange) im Vergleich zur herkömmlichen short-
read-WGs (blau) verwendet wurde.
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abbildung 5: Gezielte Long-reads optimieren die analyse von regionen mit geringer Coverage:  integrative Genomics Viewer(iGV)-
Plots aus der Long-read-sequenzierung von HBG1 unter Verwendung von WGs mit illumina Complete Long read Prep, human (oben), 
lllumina Complete Long read Prep with Enrichment, human und CMrG-Panel (Mitte) im Vergleich zur herkömmlichen short-read-
WGs (unten).
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with Enrichment

WGS mit Illumina 
Complete Long 
Read Prep

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 illumina Complete Long read Prep, human (oben), lllumina Complete Long 
read Prep with Enrichment, human und CMrG-Panel (Mitte) im Vergleich zur herkömmlichen short-read-WGs (unten). allel 1 in Blau, 
allel 2 in rosa.
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Lange Phasenblöcke zur Analyse 
von haplotypen

Der Phasenblock N50‡ der einzelnen Panels steht in 
Bezug zur zusammenhängenden Länge der Zielregionen 
(abbildung 7, Tabelle 1). Die CMrG-, PGx- und aCMG-
Panels untersuchen Gene von interesse in voller Länge 
und ergaben einen mittleren Phasenblock N50 von ca. 
80–95 kb für die vollständige Phasierung heterozygoter 
Allele (abbildung 8). Das MhC-Panel untersucht eine 
einzelne zusammenhängende region von ca. 4,9 Mb und 
ergab einen mittleren Phasenblock N50 von über 350 kb, 
was die analyse der Genregion in voller Länge ermöglicht 
(Abbildung 9).

‡ Phasenblock N50 bezeichnet die Länge des kürzesten Blocks 
einer zusammenhängenden sequenz bei 50 % der Gesamt-
assemblierungslänge der Zielregionen.

Allel 2

Allel 1

abbildung 8: Gezielte Long-reads ermöglichen die Phasierung von regionen mit heterozygoten sNVs: iGV-Plots aus der Long-read-
sequenzierung zeigen bei illumina Complete Long read Prep with Enrichment, human und dem aCMG-Panel für TMEM17 (Gen mit 21 kb) 
die vollständige Phasierung in einem Phasenblock. allel 1 in Gelb. allel 2 in Blau.
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abbildung 7: Phasenblock N50 ist abhängig von der Länge 
zusammenhängender Zielregionen:  Die CMrG-, PGx- und 
aCMG-Panels untersuchen Gene von interesse in voller Länge 
und ergaben einen mittleren Phasenblock N50 von ca. 80–95 kb. 
Das MhC-Panel untersucht die gesamte Genregion des 
haupthistokompatibilitätskomplexes und ergab einen mittleren 
Phasenblock N50 von über 350 kb. Die mittlere Größe der 
Zielregionen beträgt 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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580 kb

abbildung 9: 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. Phasierung über eine region von 722 kb 
im MhC-Locus. Eine region von 580 kb (rosa) ist in einem Phasenblock eingekapselt.

Zusammenfassung
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
human ergänzt die bewährte short-read-WGs von 
Illumina und nutzt die LongReadSequenzierung 
dort, wo sie die größten Vorteile bietet. Forscher 
profitieren von hoher Flexibilität, da sie vordefinierte 
Panels auswählen oder den Designstudio-algorithmus 
zum Design anwendungsspezifischer Panels für die 
gezielte Long-read-anreicherung verwenden können. 
Anreicherungssondenpanels lassen sich gezielt einsetzen, 
um die Coverage zu erhöhen oder durch die Phasierung 
vollständiger Gene im rahmen einer kostengünstigen, 
hochpräzisen WGs mit umfassender Workflowlösung 
neue Erkenntnisse zu gewinnen.

Weitere Informationen
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human 

DesignStudioAssaydesigntool

Technologie für die LongReadSequenzierung
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