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MethylationEPIC
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Genomweites
Methylierungsscreening
mit aktuellen Inhalten

« Uber 935.000 CpGs mit von Experten
zusammengestellten neuen Inhalten

» Hochgenaue und prazise DNA-Methylierungsdaten
» Hochdurchsatzanalyse mit minimalen Kosten je Probe

« Geeignet flir aus FFPE-Gewebeproben
extrahierte DNA
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Einleitung

Die DNA-Methylierung spielt eine wichtige Rolle bei
der Regulierung der Genexpression. Verdnderungen
der zelluldren DNA-Methylierung werden bereits

seit langerer Zeit mit Alterung, Entwicklung und
pathologischen Veranderungen in Verbindung
gebracht."? Seit mehr als einem Jahrzehnt bietet lllumina
Forschern zuverlassige Mikroarray-Werkzeuge auf
Basis der BeadArray™-Technologie zur genomweiten
quantitativen Messung der DNA-Methylierung.

Die BeadChips Infinium HumanMethylation450

und MethylationEPIC v1.0 kommen derzeit in der
Forschung zur Erfassung von Daten in epigenomweiten
Assoziationsstudien (EWAS) zur Anwendung.

Diese Infinium-BeadChips haben sowohl die Ermittlung
als auch den Einsatz von methylierungsbasierten
Biomarkern in der Krebsforschung®“ sowie in den
Bereichen genetische Erkrankungen,® Alterung,®

und molekulare Epidemiologie’ ermdglicht.

Der aktualisierte Infinium MethylationEPIC v2.0
BeadChip (Abbildung 1, Tabelle 1) basiert auf derselben
zuverlassigen Infinium-Chemie und bietet erweiterte,
von Experten zusammengestellte Inhalte fur die
biologische Epigenetikforschung.

Genomweite, aktuelle Inhalte

Der Infinium MethylationEPIC v2.0 BeadChip

beruht auf der genomweiten Basis des Infinium
MethylationEPIC v1.0 BeadChip, zeichnet sich durch
hohe Abwartskompatibilitat aus (Abbildung 2) und bietet
anhand von Expertenfeedback und epigenetischer
Evaluierungen von bei Menschen auftretenden
Karzinomen und entsprechenden Zellproben entwickelte
neue Inhalte (Tabelle 2, Tabelle 3). Nicht funktionale
Sonden, die in DNA-Methylierungsstudien

aufgrund von zugrunde liegenden Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs, Single Nucleotide
Polymorphisms), Kreuzhybridisierung und Multimapping-
Verhalten® routinemaBig herausgefiltert werden, wurden
in der neuen Version des BeadChips entfernt, wodurch
mehr Platz fur funktionale, in der Epigenetikforschung
ermittelte Inhalte zur Verfigung steht.

Es wurden mehr als 186.000 neue Sonden
entwickelt, die auf bekannte Enhancer, Super-
Enhancer, Domanen, die CTCF-Bindungen bilden,
und offene Chromatinregionen ansprechen, die mit
Primartumoren assoziiert sind und durch ATAC-Seq
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(Assay for Transposable-Accessible Chromatin using
sequencing, Assay fur Transposase-zugangliches
Chromatin mit Sequenzierung) und ChIP-Seq
(Chromatin Immunoprecipitation Sequencing,
Chromatin-Immunprazipitationssequenzierung)
ermittelt wurden. Diese neuen Inhalte wurden auf
Empfehlung von fihrenden Epigenetikforschern sowie
anhand von aktuellen wissenschaftlichen Publikationen
zusammengestellt.® ™
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Abbildung 1: Der Infinium MethylationEPIC BeadChip v2.0:
Der Infinium MethylationEPIC BeadChip v2.0 enthalt Uber
935.000 CpG-Stellen in Enhancer-Regionen, Genkorpern,
Promoter-Regionen und CpG-Inseln.

Tabelle 1: Produktinformationen

Merkmal Beschreibung
Spezies Mensch
Anzahl der Marker insgesamt?@ >935.000

Anzahl der Proben je BeadChip 8

Erforderliche DNA-Zugabe 250 ng

Spezialisierte Probentypen FFPE-Gewebe

Assay-Chemie Infinium HD

iScan-, NextSeq 550-

Unterstltzte Gerate Systeme

a. Untersuchte Methylierungsstellen

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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MethylationEPIC v2.0 MethylationEPIC v1.0

EPICv2.0
und EPIC v1.0: 722.000

Nur EPIC
v1.0:63.000

Nur EPIC
v2.0: 177.000

Alle: 367.000

EPICv2.0
und HM450: 391.000

EPICV1.0
und HM450: 447.000

Nur HM450: 14.000

HumanMethylation450

Abbildung 2: Hohe Abwartskompatibilitdt mit &lteren BeadChips:
Der Infinium MethylationEPIC v2.0 BeadChip beruht auf

der Basis der BeadChips Infinium MethylationEPIC v1.0 und
HumanMethylation450.

Eine weitere Verbesserung besteht darin, dass neue
Sonden fur CpG-Inseln und Exons, die beim Infinium
MethylationEPIC v1.0 BeadChip nur unzureichend
abgedeckt waren, hinzugeflugt wurden und somit eine
umfassende Coverage gewahrleisten. DarUber hinaus
werden mit der neuen Version mehr als 450 Krebs-
treibermutationen untersucht, was den Infinium
MethylationEPIC v2.0 BeadChip zu einem Multiomik-Tool
fur Krebsstudien macht.™ Jedoch profitieren von den
Vorteilen des neuen, hochmodernen Inhalts Forscher
aller Fachrichtungen, die mit Epigenetik befasst sind.

Tabelle 2: Dichte Coverage von CpG-Inseln

. o Durchschn.
e CAor:/ZérQQI]te Coéé?zlatge Ar,lfe(:;rn;?ec il
Insel 25.381 91 % 5,4
Nordl. Ufer 25115 90 % 3,5
Sudl. Ufer 24.870 89 % 3,6
Nordl. Riff 21.719 78 % 21
Sudl. Riff 21.677 78 % 21

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

Legacy-Inhalt der BeadChips Infinium MethylationEPIC
v1.0 und v2.0:
e« CpG-Inseln

« Nicht-CpG (CHH)-methylierte Stellen, die in
menschlichen Stammzellen identifiziert wurden

» ENCODE-Euchromatin und -Enhancer

« FANTOMS-Enhancer

» DNase-hypersensitive Stellen

« miRNA-Promotor-Regionen

* > 85 % der Inhalte des HumanMethylation450
BeadChip

Neuer Inhalt des Infinium MethylationEPIC v2.0
BeadChip:

» Unterschiedlich methylierte Stellen, die durch
den Vergleich von Tumor- und Normalproben fur
unterschiedliche Krebsarten ermittelt wurden

e Durch ChiIP-Seq in Krebs- und Zelllinienproben
ermittelte Enhancer und Super-Enhancer

» Regionen mit unterschiedlicher Chromatin-
Zuganglichkeit, die durch ATAC-Seq in primaren
Tumoren beim Menschen ermittelt wurden

» Erweiterte Coverage von CpG-Inseln

Verbesserte Exon-Coverage zur genaueren
Bestimmung von Kopienzahlvarianten (CNV,
Copy Number Variation)

» Haufige Krebstreibermutationen
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Tabelle 3: Infinium MethylationEPIC v2.0: Coverage

genomischer Regionen

Anz. Abge- Durch-

Merkmalstyp ordneten  Merkmale der ool

Merkmale in % Merkmale
RefSeq
NM_TSS200? 51.688 82 % 2,8
NM_TSS1500 59.981 96 % 56
NM_5'UTR 42.051 67 % 17
NM_1stExon 44.471 71% 1,8
NM_3'UTR 39.407 63 % 1,3
NM_Exonic 207.398 28 % 0,5
NR_TSS200 12.706 68 % 2,0
NR_TSS1500 15.961 86 % 3,9
NR_TstExon 9.810 53 % 1,4
NR_Exonic 30.211 25 % 0,5
GenCode Basic v41
TSS200 160.572 79 % 1,7
TSS1500 197.603 80 % 3,9
5'UTR 61.823 59 % 1,4
Erstes Exon 118.516 47 % 11
3'UTR 41.659 53 % 1,2
Exonisch 417.055 26 % 0,5
Enhancer
ggﬁgﬁ;hypersensmve 432.393 16 % 0.2
FANTOMS5-Enhancer® 23.852 84 % 1,0
CisReg Site Evid 40-50¢ 19.159 70 % 1,3
CisRegSite Evid 50-60 21.609 67 % 1,2
CisReg Site Evid 60-70 30.152 61 % 1
CisReg Site Evid 70-80 66.446 47 % 0,8
CisReg Site Evid > 80 153.712 19 % 0,3
Krebstreibermutationen
Krebstreibermutationen® 473 81 % 0,8

a. Entfernung in Basenpaaren vom Transkriptionsstartpunkt (TSS, Transcriptional

Start Site).

b. Aus ENCODE v5: 2.745.580 DNase-hypersensitive Stellen genomweit.
c. Genomische Regionen, die im FANTOMS5-Projekt als Enhancer identifiziert

wurden.

d. Aus ENCODE v5: 87 Studien mit vollstdndiger Datenannotation
e. Aus: Bailey MH, Tokheim C, Porta-Pardo E, et al. Comprehensive

Characterization of Cancer Driver Genes and Mutations.

Cell. 2018;173(2):371-385.e18.
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Optimierter Workflow

Das Infinium MethylationEPIC v2.0 BeadChip Kit zeichnet
sich durch einen unkomplizierten, anwenderfreundlichen
Workflow aus, der weder Probenpooling noch
Indizierung erfordert. Der BeadChip fur acht Proben

wird im Anschluss an den Infinium HD Methylation

Assay verarbeitet und auf den Systemen iScan™ oder
NextSeq™ 550 gescannt.

Der Infinium-Methylierungsassay wurde durch

die Erganzung neuer Methoden fur die schnelle
Bisulfit-Umwandlung optimiert, wodurch sich die
Gesamtzeit fur den Assay (von der DNA-Extraktion

bis zur Generierung der Intensitatsdateien) von vier
auf drei Tage reduziert. Die Bisulfit-Umwandlung

vor dem Infinium-Methylierungsassay kann jetzt
mithilfe der empfohlenen Kits von Drittanbietern

zur schnellen Bisulfit-Umwandlung in drei Stunden
abgeschlossen werden. Diese Kits eignen sich auch fur
die Automatisierung, was die Variabilitat verringert und
den Durchsatz bei der Probenverarbeitung erhoht.

Infinium MethylationEPIC v2.0 BeadChip-Kits enthalten
alle zur Durchfhrung von Methylierungsscreenings
erforderlichen Reagenzien (mit Ausnahme der separat
zu erwerbenden Kits fur die Bisulfit-Umwandlung).

//) Weitere Informationen finden Sie im

] technischen Hinweis Automated bisulfite
conversion for Infinium Methylation BeadChips
(Automatisierte Bisulfit-Umwandlung fur
Infinium-Methylierungs-BeadChips).

Hochgenaue und prazise
Methylierungsdaten

Die Infinium-Arraychemie verwendet fur jede einzelne
untersuchte CpG-Stelle zahlreiche Bead-Replikate
mit jeweils Tausenden von Sonden. Damit liefert

der Infinium-Methylierungsassay hochpréazise
Methylierungswerte. Dies wird durch interne Versuche
mit Krebszelllinien belegt, die eine Reproduzierbarkeit
von > 99 % zwischen technischen Replikaten zeigen
(Abbildung 3A). Darlber hinaus wird eine hohe
analytische Sensitivitat erreicht, da sich mit dem
Infinium-Methylierungsassay Abweichungen bei den
Beta-Werten von 0,2 mit einer Falsch-Positiv-Rate
von weniger als 1 % bestimmen lassen.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.


https://www.illumina.com/content/dam/illumina/gcs/assembled-assets/marketing-literature/automated-bisulfite-infinium-methylation-tech-note-m-gl-00144/automated-bisulfite-Infinium-methylation-tech-note-m-gl-00144.pdf
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Abbildung 3: Infinium MethylationEPIC v2.0 BeadChips zeichnen
sich durch hohe Reproduzierbarkeit, Abwartskompatibilitat und
Korrelation mit Sequenzierungsdaten aus: (A) Der Vergleich

der Beta-Werte von technischen Replikaten fir HeLa-Proben
auf dem MethylationEPIC v2.0 zeigt einen R2-Wert von > 99 %.
(B) Der Vergleich der Beta-Werte fiir HeLa-Proben bei zwischen
MethylationEPIC v1.0 und v2.0 Ubereinstimmenden Inhalten
zeigt einen R2-Wert von > 99 %. (C) MethylationEPIC v2.0-
Daten zeigen bei 100-facher Sequenzierungstiefe eine hohe
Korrelation bei Methylierungs-Calls (R? > 96 %) im Vergleich

zu mit der gezielten Bisulfit-Sequenzierung gewonnenen Daten.
Die Ubereinstimmungsdiagramme wurden anhand der mit dem
SeSAMe-Datenanalysepaket generierten Beta-Werte erstellt.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

Versuche zeigen zudem eine hohe Korrelation zwischen
Ubereinstimmenden Assays der BeadChips Infinium
MethylationEPIC v2.0 und v1.0 (Abbildung 3B) und
Methylierungssequenzierungsdaten (Abbildung 3C).
Studien haben gezeigt, dass sich das mit Infinium-
BeadChips erzielte Niveau an Genauigkeit und

Prazision nur mit einer hohen (mindestens 100-fachen)
Sequenzierungstiefe erreichen lasst.'

Unkomplizierte, integrierte
Qualitatskontrolle

Infinium-Methylierungsassays enthalten proben-
spezifische und unabhéngige Kontrollen, die fur eine
einfache und intuitive Qualitatskontrolle sorgen.

Diese Kontrollen geben die Qualitat der Daten in
Abhangigkeit von den Infinium-Workflowschritten sowie
probenspezifischen Kontrollen wie die Kontrolle der
Effizienz der Bisulfit-Umwandlung und Negativkontrollen
an. Die Kontrollen lassen sich in Tabellenform mit dem
BeadArray Controls Reporter oder probenubergreifend
grafisch mit der GenomeStudio™ Methylation Module
Software auswerten. Dartber hinaus haben Anwender
zusatzliche Methoden zur Bewertung der Datenqualitat
mit Drittanbieter-Softwareldsungen wie SeSAMe'" und
minfi'® entwickelt.

Einfache Sekundaranalyse
der Daten

In den mittlerweile Uber zehn Jahren breiter Anwendung
der Infinium-Methylierungs-BeadChips haben Anwender
benutzerfreundliche R-Pakete fur die Datenanalyse
entwickelt. Diese Pakete, z. B. SeSAMe und minfi,

stellen aktuelle bioinformatische Methoden fur die
Normalisierung, die Sondenfilterung und die Bestimmung
differentieller Methylierung bereit. Anwendungsvideos
und umfassende Benutzerhandbucher erldutern

den Einsatz dieser Datenanalysepakete. Da die
BeadArray-Technologie zielgerichtet ist, lassen sich die
Ausgabedaten zudem mit minimalem Rechenaufwand
einfach verarbeiten und zu geringen Kosten oder sogar
ohne Kosten speichern.
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Eignung fur FFPE-Proben

Bei Verwendung von formalin-fixierten, in Paraffin
eingebetteten (FFPE) Gewebeproben mit einer
modifizierten Version des Infinium Methylation HD
Assay zeigt sich eine solide Leistung (Tabelle 4).
FUr wertvolle Proben und optimale Probenintegritat
werden das Infinium FFPE QC Kit und das DNA
Restoration Kit empfohlen.

Tabelle 4: Solide Daten anhand von FFPE-Proben

Infinium MethylationEPIC BeadChips Standard FFPE

Reproduzierbarkeit P o 2 o
(technische Replikate) rz98% rz98%
Anzahl der ermittelten Stellen’ =96 % =290 %

a. Basierend auf Nichttumor-Proben empfohlene Probenzugabemengen
hochwertiger DNA, wie von PicoGreen bestatigt und gemaB allen anderen
lllumina-Empfehlungen in den jeweiligen Benutzerhandbichern.

Zusammenfassung

Mit dem Infinium MethylationEPIC v2.0 BeadChip steht
ein Werkzeug fur die genomweite Methylierungsanalyse
mit aktuellen Inhalten und hohem Durchsatz zur
Verfigung. Damit handelt es sich um die ideale Losung
far Epigenetikstudien jeder GroBe.
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Weitere Informationen

Infinium MethylationEPIC v2.0 BeadChip:
illumina.com/products/by-type/microarray-kits/infinium-
methylation-epic.htmi

Support zum Infinium MethylationEPIC v2.0 BeadChip:
support.illumina.com/array/array_kits/infinium-
methylationepic-beadchip-kit.html

Methylierungsarrayanalyse: illumina.com/techniques/
microarrays/methylation-arrays.html

Tipps zur Analyse von Methylierungsarray-Daten:
illumina.com/techniques/microarrays/methylation-arrays/
methylation-array-data-analysis-tips.html

Schnelle, automatisierte Umwandlung von Bisulfit:
illumina.com/content/dam/illumina/gcs/assembled-
assets/marketing-literature/automated-bisulfite-
infinium-methylation-tech-note-m-gl-00144/
automated-bisulfite-Infinium-methylation-tech-note-
m-gl-00144.pdf

Krebs-Epigenetik: illumina.com/areas-of-interest/cancer/
research/cancer-epigenetics.html

Bestellinformationen

Produkt Katalog-Nr.
BeadChip ki 6 samples) sonere
B e~
e ey
Infinium MethylationEPIC v2.0 20087709

BeadChip Kit (96 samples)

Jeder Infinium MethylationEPIC v2.0 BeadChip kann acht Proben gleichzeitig
verarbeiten und Uber 935.000 Methylierungsstellen je Probe analysieren.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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