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소개
차세대 시퀀싱(Next-generation sequencing, NGS)은 
과학자에게 유전체(genome)를 해독하여 생명 활동에 대한 
이해의 폭을 넓힐 수 있는 기회를 제공합니다. Illumina의 입증된 
sequencing by synthesis(SBS) chemistry와 수상 경력이 
있는 DRAGENTM Secondary Analysis가 만나 정확도가 매우 
높은 전장 유전체 시퀀싱(whole-genome sequencing, WGS) 
데이터를 생성합니다.1 그중에서도 극히 일부의 분석이 어려운 
유전체 영역에는 긴 리드 길이(read length)를 적용하면 높은 
정확도와 해상도로 매핑이 가능하므로 한결 더 좋은 결과를 
기대할 수 있습니다. 그러나 다수의 롱 리드(long read) 시퀀싱 
솔루션은 워크플로우가 복잡하며, 많은 양의 DNA 사용을 
요구하고, 결과의 변동성이 매우 심하다는 단점이 있습니다.2-5 

Illumina Complete Long Reads 제품은 유전체 연구자가 
롱 리드 시퀀싱을 간결하고 손쉽게 적용할 수 있도록 해 줍니다. 
Illumina Complete Long Read Prep, Human은 이러한 
새로운 롱 리드 chemistry를 기반으로 한 최초의 제품입니다. 
이 고성능 WGS assay는 일반적인 NGS 워크플로우를 사용하여 
NovaSeqTM 6000 시스템이나 NovaSeq X 시리즈에서 
contiguous 롱 리드 시퀀스를 생성합니다(그림 1). 하루 안에 
완료 가능한 효율적인 라이브러리 준비 프로토콜은 높은 
처리량(throughput)을 요구하는 연구에 맞춰 손쉽게 확장이 
가능하며, 최소 10 ng의 DNA만을 사용할 수 있고, 전문적인 
추출(extraction), 절단(shearing), 크기 선별(size selection) 
과정이 필요하지 않습니다.

본 Technical Note는 다양한 DNA 사용량, DNA 품질 및 샘플 
타입에서도 생식세포(germline) 변이 분석을 위한 정확도 높고 
포괄적인 WGS를 가능케 하는 Illumina Complete Long Read 
Prep, Human의 뛰어난 성능을 기술하고 있습니다. 

방법
Genome in a Bottle(GIAB) 컨소시엄을 통해 유전체 
DNA(genomic DNA, gDNA)인 HG002/NA24385 참조 
샘플을 얻었습니다. 별도로 혈액 및 타액 샘플을 채취하여 
일반적인 키트 또는 고분자량(high molecular weight, HMW) 
추출이 가능한 키트를 사용해 제조사의 지침에 따라 gDNA를 
추출했습니다.

라이브러리 준비
Illumina Complete Long Read Prep, Human(Illumina, 
카탈로그 번호: 20089108)으로 다양한 양의 gDNA를 
사용해 "land-mark" 라이브러리를 준비했습니다. 간략하게 
말하자면, 긴 단일 분자(single-molecule) DNA 절편을 
엔자임(enzyme)을 이용해 고유한 패턴(즉 land-mark)으로 
마크하는 과정을 거칩니다. 원래의 단일 분자 절편을 나타내는 
긴 contiguous 리드를 생성하기 위해 분석 중에 사용되는 
unmarked 라이브러리는 Illumina DNA PCR-Free Prep, 
Tagmentation(Illumina, 카탈로그 번호: 20041794)을 사용해 
준비했습니다.

시퀀싱
Land-mark된 라이브러리와 unmarked 라이브러리는 
NovaSeq 6000 시스템에서 개별적인 런(run)을 통해  
2 × 150 bp의 리드 길이로 시퀀싱했습니다.

데이터 분석
Land-mark된 리드의 어셈블리(assembly) 및 렌더링 
(rendering)은 BaseSpaceTM Sequence Hub에서 Illumina 
Complete Long Read WGS 앱을 통해 진행했습니다. 데이터 
분석 및 시각화에는 Integrative Genomics Viewer(IGV)를 
사용했습니다.

그림 1: Illumina Complete Long Read Prep, Human 워크플로우 — DNA 추출, 라이브러리 준비, 시퀀싱, 데이터 분석의 네 단계로 구성된 간소한 
워크플로우를 제공하는 Illumina Complete Long Read Prep, Human

a. 최소 10 ng으로 사용 가능하나, 50 ng의 DNA 사용이 권장됨.
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전문적인 프로토콜, 절단 및 
크기 선별 과정 불필요
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데이터 분석

Illumina Complete 
Long Read WGS 앱 

DRAGEN 클라우드 분석
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분석이 어려운 영역에서 고품질의 
데이터 제공
Illumina Complete Long Read Prep, Human은 쇼트 
리드(short read)가 매핑될 수 없는 영역에서도 명확한 
커버리지를 제공합니다. 이를 토대로 STRC(그림 2A), 
SEMG1(그림 2B), SULTIA1(그림 2C) 등 쇼트 리드만으로는 
매핑 시 문제가 있는 것으로 알려진 질병 관련 유전자 및 유사 
유전자(pseudogene)의 contiguous 시퀀싱이 가능해집니다. 
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그림 2: 분석이 어려운 영역에서 다양한 변이의 정확한 검출을 지원하는 
포괄적인 커버리지 — Illumina Complete Long Read Prep, Human으로 
(A) STRC, (B) SEMG1, (C) SULTIA1 등 분석이 어려운 유전체 영역에서 
질병 관련 유전자의 정확한 시퀀싱이 가능함.

또한 Illumina Complete Long Read Prep, Human은 
일반적인 유전자 크기보다 훨씬 더 큰 페이즈 블록(phase 
block)을 제공합니다. 따라서 연구자는 높은 레벨의 
시퀀스 상동성(homology), 유사 유전자, 변동성 및 수많은 
대립유전자(allele)가 밀집되어 존재하는 다형적(polymorphic) 
영역인 인간 백혈구 항원(human leukocyte antigen, HLA) 
유전좌위(locus) 전체에서 균일한 커버리지를 확인할 수 
있습니다. Illumina Complete Long Read Prep, Human은 
이처럼 정확한 시퀀싱이 어려운 HLA 영역에서의 균일한 
커버리지와 유전체 페이징(phasing)을 지원함으로써 모계 
염색체와 부계 염색체 간의 대립유전자를 명확하게 구분하고 이를 
시각화할 수 있습니다(그림 3). 

 

Illumina Complete Long Read Prep, Human

대립유전자 1

대립유전자 2

그림 3: 명확한 하플로타입(haplotype) 페이징을 실현하는 균일한 
커버리지 — Illumina Complete Long Read Prep, Human은 HLA 
영역에서 포괄적인 커버리지를 제공하며 HLA 영역 내 명확하고 정확한 
대립유전자 페이징을 지원함.

더 종합적인 변이 검출 정확도 평가를 위해 Illumina Long Read 
Prep, Human을 precisionFDA Truth Challenge V2에 제출된 
Illumina의 쇼트 리드 및 다른 롱 리드 플랫폼과 비교했습니다. 
precisionFDA, GIAB 컨소시엄 그리고 미국 국립 표준 기술 
연구소(National Institute of Standards and Technology, 
NIST)의 주최로 진행된 이 챌린지는 매핑이 어려운(difficult-to-
map) 영역에 초점을 두고 일반적인 레퍼런스 기준에 대한 작은 
변이 검출 파이프라인의 성능을 확인하기 위해 개최되었습니다. 
이 데이터 세트를 활용했을 때 Illumina Complete Long Read 
Prep, Human는 99.90%의 F1 점수를 기록하여 다른 롱 리드 
플랫폼보다 우수한 정확도를 보였습니다(그림 4).
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SNP + Indel F1 점수, 모든 벤치마크 영역(All Benchmark Region)

정
확
도

다른 롱 리드 솔루션

그림 4: 정확도의 새로운 기준 — WGS에 대한 정밀도(precision) 및 
재현율(recall)을 반영하는 F1 점수(%)를 기준으로 볼 때, Illumina 
Complete Long Read Prep, Human은 훨씬 더 우수한 변이 
검출 정확도를 보임.1

다양한 양의 DNA 사용 시 확인된 
우수한 성능
Illumina Complete Long Read Prep, Human의 성능을 
다양한 양의 DNA를 사용해 평가했습니다. 5 ng, 10 ng, 25 ng, 
50 ng, 100 ng, 600 ng 및 1,200 ng의 DNA로 라이브러리를 
준비해 3회 반복 실험을 진행했습니다. 시퀀싱 결과, 최소 5 ng의 
DNA를 사용해 준비한 라이브러리에서도 N50, 페이징 블록 N50 
등 고품질의 메트릭스(metrics)를 확인할 수 있었습니다(그림 5). 
Illumina는 50 ng의 DNA 사용을 권장하나, 이보다 적은 
양으로도 사용 가능합니다.

다양한 품질의 DNA 지원
손상된 DNA를 모방하기 위해 Covaris ultrasonicator를 
사용해 양질의 gDNA를 1초 또는 3초 동안 절단했습니다. 
이후 Fragment Analyzer를 사용해 DNA 품질을 
평가했습니다(그림 6). 라이브러리는 절단된 gDNA와 Illumina 
Complete Long Read Prep, Human을 사용해 준비했습니다. 
시퀀싱 결과, 1초간 절단한 DNA로 고품질의 데이터가 
생성되었으며 정확한 변이 검출이 가능했습니다(그림 7). 또한 
동결 및 해동 횟수가 많은 gDNA에서도 고품질의 데이터가 
생성되었습니다(그림 8).
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그림 5: 다양한 양의 DNA 사용 시 확인된 고성능 — Illumina Complete 
Long Read Prep, Human은 5~1,200 ng(3회 반복 실험)의 DNA로부터 
제작된 양질의 라이브러리에서 비슷한 품질의 N50 및 페이즈 블록 N50 
데이터를 생성함. N50이란 전체 어셈블리 길이의 50%일 때 가장 짧은 
콘티그(contig)의 시퀀스 길이로 정의됨. N50은 페이즈 블록을 측정하는 
척도로도 사용 가능.

 
그림 6: 절단된 DNA의 품질 — Fragment Analyzer의 DNA 분석 결과, 
절단 시간이 길수록 품질의 저하가 관찰됨. Covaris로 DNA 샘플을 1초 
또는 3초 동안 절단한 후 Fragment Analyzer로 품질을 측정함.
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그림 7: 절단된 DNA의 시퀀싱 메트릭스 — 1초 및 3초 동안  
절단한 DNA를 사용해 Illumina Complete Long Read Prep, 
Human으로 준비한 라이브러리는 N50 및 페이즈 블록 N50을 기준으로 
측정했을 때 고품질의 롱 리드 시퀀싱 데이터를 생성함.
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그림 8: 동결 및 해동한 DNA의 시퀀싱 메트릭스 — 1회, 3회, 5회 및 
10회의 동결 및 해동 과정을 거친 DNA를 사용해 Illumina Complete 
Long Read Prep, Human으로 준비한 라이브러리는 N50 및 페이즈 블록 
N50을 기준으로 측정했을 때 고품질의 롱 리드 시퀀싱 데이터를 생성함.

다양한 샘플 타입을 지원하는 유연성
Illumina Complete Long Read Prep, Human은 혈액과 
타액을 포함한 다양한 샘플 타입을 지원합니다. 일반적인 키트 
또는 HMW 키트를 사용해 추출한 DNA의 품질을 Fragment 
Analyzer를 사용해 평가했습니다(그림 9). 시퀀싱 결과, 혈액과 
타액에서 추출한 DNA로 고품질의 데이터가 생성되었습니다(그림 
10). 흥미롭게도 일반적인 키트로 추출한 DNA와 HMW 
키트로 추출한 DNA의 성능에는 별다른 차이가 확인되지 
않았습니다(그림 10).

 

혈액 HMW kit
혈액 mini prep kit
타액

그림 9: 혈액 및 타액에서 추출한 DNA의 품질 — 혈액(HMW, mini) 또는 
타액에서 추출한 DNA를 Fragment Analyzer로 분석한 결과 
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그림 10: 다양한 샘플 타입 사용 시 확인된 고성능 — N50 및 페이즈 
블록 N50을 기준으로 측정했을 때 혈액(HMW, mini) 또는 타액을 사용해 
Illumina Complete Long Read Prep, Human으로 준비한 라이브러리는 
고품질의 데이터를 생성함.
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요약
롱 리드 시퀀싱 chemistry는 쇼트 리드 NGS로는 분석하기 
어려운 유전체 영역에 대한 추가적인 정보를 제공합니다. 
Illumina Complete Long Reads 제품은 유전체 연구자가 
롱 리드 시퀀싱을 간결하고 손쉽게 적용할 수 있도록 해 줍니다. 
Illumina Complete Long Read Prep, Human은 이러한 
새로운 chemistry를 기반으로 최초로 개발한 제품으로, 
간소화되고 익숙한 워크플로우를 제공하며 Illumina의 입증된 
SBS chemistry 및 DRAGEN 분석 기능과 함께 시너지 
효과를 발휘합니다. 이 혁신적인 chemistry를 통해 한 대의 
기기에서 쇼트 리드 및 롱 리드 시퀀싱을 수행할 수 있으므로 
유전체 랩에서는 원활하게 롱 리드 NGS를 도입할 수 있습니다. 
Illumina Complete Long Read Prep, Human은 여러 가지 
체액 샘플에서 추출한 품질 및 양이 다양한 DNA를 사용했을 때 
전반적으로 우수한 성능을 보입니다. Illumina Complete Long 
Read Prep, Human은 뛰어난 확장성과 정확성을 갖춘 인간 
WGS 솔루션입니다.
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