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Einleitung

Die ErschlieBung der im Genom enthaltenen Informationen
durch Sequenzierung der ndchsten Generation (NGS, Next-
Generation Sequencing) ist entscheidend fur Fortschritte in
der biomedizinischen Forschung und der Prazisionsmedizin.
NGS I&sst sich bei genetischen Untersuchungen nur
optimal einsetzen, wenn die Forscher Datenanalysetools
zur Verflgung haben, die durch Sequenzierung gewonnene
Rohdaten prazise und effizient in aussagekraftige
Ergebnisse Uberfiuhren. AuBerdem kénnen Organisationen
die Vorteile von NGS nur nutzen, wenn sie einfach zu
verwendende Lésungen erhalten, die fur eine Vielzahl

von Anwendern geeignet sind und bei denen Preis und
technische Hurden keine relevanten Hindernisse fur die
Einflhrung darstellen.

Die Sekundéaranalyse mit lllumina DRAGEN (Dynamic Read
Analysis for GENomics) dient zur Bewaltigung wichtiger
Herausforderungen bei der Analyse von NGS-Daten in
einer breiten Palette von Anwendungen, darunter Genom-,
Exom-, Transkriptom-, Methylom-Studien u. v. m. Bei der
DRAGEN-Software-Suite fur die Sekundaranalyse handelt
es sich um eine Reihe zusammengehdriger Anwendungen,
die NGS-Daten verarbeiten und die Voraussetzungen fur
den Erkenntnisgewinn durch Tertidranalysen schaffen.

Die verfugbaren Tools bilden eine hochprazise, umfassende
und effiziente Losung, mit der Labore aller GroBen und
Fachrichtungen Genomdaten besser auswerten konnen.

Prazise Ergebnisse

Die Sekundaranalyse mit DRAGEN liefert herausragend
prazise Ergebnisse. 2020 gewann die Sekundaranalyse
mit DRAGEN v3.7 bei der PrecisionFDA Truth Challenge
V2 (PrecisionFDA V2) mit den prézisesten Daten bei

allen Benchmark-Regionen und schwer zu mappende
Regionen mit lllumina-Sequenzierungsdaten.’?
Nachfolgende Versionen setzen weiterhin neue MaBstabe
bei der Genauigkeit und zeichnen sich durch Fortschritte
in Bereichen wie den Technologien maschinelles Lernen
(ML) und DRAGEN Multigenome (graph) aus. Die neueste
Version der Sekundaranalyse mit DRAGEN (v4.3) zeichnet
sich durch bislang unerreichte Genauigkeit beim Calling
kleiner Varianten aus. Der F1-Score liegt bei 99,89 %

(ein kombiniertes MaB flr Prazision und Recall) in allen
Benchmark-Regionen (Abbildung 1). Méglich macht dies
die DRAGEN Multigeome (graph)-Referenz der dritten
Generation, die auf 128 Proben mit 256 Haplotypen

aus intern zusammengestellten gentbergreifenden
Referenzdaten basiert und damit eine groBere genetische
Vielfalt erfasst. Mit dem neuen integrierten Mosaik-Caller
lassen sich Mosaikvarianten mit Allelfrequenzen von nur
3 % bestimmen.
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Abbildung 1: Genauigkeit der Sekundéaranalyse mit DRAGEN:
Die Y-Achse, F1-Score (%), gibt die berechneten richtig
positiven und richtig negativen Ergebnisse als Anteil an

den Gesamtergebnissen an.®*

Umfassende Analyse

Mit umfassender Coverage des Genoms und einer

breiten Palette unterstltzter Anwendungen erfullt

die Sekundaranalyse mit DRAGEN die vielfaltigen
Anforderungen von Laboren, die NGS-Analysen
durchfihren. DRAGEN-Pipelines eignen sich

fUr verschiedene Versuchsarten, einschlieBlich
Genomsequenzierung (WGS, Whole-Genome Sequencing),
Exomsequenzierung, Anreicherungspanels, Einzelzell-
RNA-Seq, Einzelzell-ATAC-Seq, Massen-RNA-Seq und
Methylierungsanalyse (Tabelle 1). Es waren Uber 30 Open-
Source-Tools erforderlich, um den Funktionsumfang von
DRAGEN-Software auch nur annéhernd zu erreichen.® 4

Zur Keimbahnanalyse umfasst die Sekundaranalyse

mit DRAGEN eine Reihe von Varianten-Callern wie
ExpansionHunter sowie gezielte Caller wie SMN, GBA,
CYP2B6, CYP2D6 und HLA. Mit DRAGEN v4.3 wird
zudem MRJD eingeflhrt, ein neuer spezialisierter Caller,
der die Coverage schwieriger Gene in segmentalen
Duplikationsregionen wie PMS2, SMN1, SMNZ2, STRC,
NEB, TTN und IKBKG gewahrleistet. Diese Tools
ermoglichen die Analyse einer breiten Palette genetischer
Variationen, einschlieBlich Einzelnukleotidvarianten,
Insertionen und Deletionen (Indels), Repeat-Expansionen
und struktureller Varianten in groBeren genomischen
Regionen. Dartber hinaus erhéht die DRAGEN Multigenome
(graph)-Referenz die Qualitat des Mappings, was die
Genauigkeit des Varianten-Callings erhéht und die
Untersuchung von Bereichen des Genoms ermdglicht,
die aufgrund der komplexen Sequenz nur schwer
zuganglich sind. Dies erhoht die Coverage potenziell
medizinisch relevanter Gene und ermoglicht das Calling
von Einzelnukleotidvarianten und kleinen Indels sowie
von Kopienzahl- und Strukturvarianten in schwer zu
mappenden Regionen.
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Tabelle 1: Die Sekundaranalyse mit DRAGEN eignet sich flr eine breite Palette von Sekundaranalyseanwendungen.?

Auf einem lokalen

Auf Sequenziersystemen von Illumina

lllumina-Cloudplattformen

Server
Anwendung NexiSea 1000
extoeq 0 B .
_ A aseSpace lllumina Connected
DRAGEN-Server NovaSeq X Series NexéSeq 2000 Sequence Hub Analytics
ystem
BCL-Konvertierung v v v v Nur .
anwendungsspezifisch
i Nur
DRAGEN ORA Compression v v v o
anwendungsspezifisch
DRAGEN FASTQ + MultiQC v v v v v
Keimbahn + Keimbahn + Keimbahn + Keimbahn + Keimbahn +
Genom ) ) . ) )
somatisch somatisch somatisch somatisch somatisch
Anreicherung Keimbahn + Keimbahn + Keimbahn + Keimbahn + Keimbahn +
(einschlieBlich Exom) somatisch somatisch somatisch somatisch somatisch
DRAGEN Amplicon v Nur DNA v v
RNA v v v v v
Einzelzell-RNA v v v v
NanoString GeoMx NGS v v
Methylierung v v v v
Metagenomik vP v
Nachweis von RNA-
v
Erregern
COVIDSeq. COVIDSeq.
covip COVID-Lineage COVIDSeq (nur Cloud) COVID-Lineage
TruSight Oncology .
500-Portfolio v v v
SCATAC-seq v v v
Imputation v v v
PGx Star Allele Caller v 4 v v v
lllumina Complete Long
v v
Reads
DRAGEN-Sekundaranalyse
v v Beta

fur RPIP und UPIP

a. Grundlegende DRAGEN-Softwareversion abhangig von der jeweiligen Plattform, weitere Informationen erhalten Sie vom zustandigen Vertriebsmitarbeiter.
b. Metagenomikanwendungen ermdglicht durch Kmer-Klassifizierer, weitere Tools demné&chst verflgbar.

c. lllumina Connected Analytics-Abonnement erforderlich.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Effiziente Analyse

Die DRAGEN-Software ermdglicht Laboren die
Datenanalysegeschwindigkeit, die zur Optimierung

der Verarbeitung von NGS-Datensatzen erforderlich

ist. Die Sekundaranalyse mit DRAGEN zeichnet sich

dank Hardwarebeschleunigung und FPGA-Architektur
(Field-Programmable Gate Array, feldprogrammierbarer
Gate-Array) durch kurze Durchlaufzeiten aus. Dank

der effizienten DRAGEN-Analysealgorithmen wurden

zwei Weltrekorde bei der Analyse genomischer Daten
aufgestellt.> % In praktischen Anwendungen kann die lokale
Sekundaranalyse mit DRAGEN NGS-Daten im Umfang
eines Genoms bei 40-facher Coverage in ca. 35 Minuten
mit allen Callern verarbeiten.” Bei einem herkdmmlichen
Open-Source-Verfahren bendétigt dagegen das Calling einer
begrenzter Anzahl von Variantentypen mehr als 8 Stunden.”

Die DRAGEN Original Read Archive (ORA)-Technologie
ermdglicht eine bis zu 5-fache verlustfreie Komprimierung
von FASTQ-Dateien im herkdmmlichen ,Fastqg.gz“-Format.

* Auf Basis interner lllumina-Daten auf Grundlage der Standards
HGO001-HGO0O7 auf einem DRAGEN-Server der Version 4, ohne
die neuen spezialisierten Caller wie MRJD und VNTR, die in
DRAGEN v4.3 zur Verfliigung stehen.

a

BAM/CRAM

BCL FASTQ-Generierung/ FASTQ Mapping/
Demultiplexing? Aligning

ORA-Komprimierung a

FASTQ.ORA

aE

BAM/CRAM

Dank der beeindruckend schnellen verlustfreien
Komprimierung von DRAGEN ORA bleiben alle
Informationen in FASTQ-Dateien erhalten. Fir die
Komprimierung von FASTQ-Dateien mit 50-70 GB fur eine
Vielzahl haufig untersuchter Spezies werden ca. 8 Minuten
bendtigt. Bei der Sekundaranalyse mit DRAGEN konnen die
vielseitigen Pipelines auch Eingabedatendateien verarbeiten
und Ausgabedateien in verschiedenen Stadien der Pipelines
erstellen (Abbildung 2).

FPGA und Hardwarebeschleunigung

Die hochgradig konfigurierbare FPGA-Programmierung
ermoglicht hocheffiziente, hardwarebeschleunigte
Implementierungen genomischer Analysealgorithmen,

z. B. Konvertierung von Base-Call-Dateien (BCL), Mapping,
Alignment, Sortierung, Markierung von Duplikaten und
Calling von Haplotyp-Varianten. Dank der Flexibilitat

von FPGAs kann lllumina eine umfangreiche Suite von
DRAGEN-Anwendungspipelines entwickeln, die regelmaBig
aktualisiert und erganzt wird. Damit sind optimale
Genauigkeit, Vollstéandigkeit und Effizienz gewahrleistet.

%

BAM/CRAM

E %

Dubletten- VCF/gVCF
kennzeichnung

a

CRAM/BAM

Positions-
sortierung

Abbildung 2: Flexibilitdt der DRAGEN-Pipelines fur die Sekundaranalyse: Alle DRAGEN-Pipelines enthalten eine Reihe spezifischer
Schritte, die eine genaue und effiziente Analyse ermdglichen. Die DRAGEN-Beispielpipeline fur die Genom-Keimbahnanalyse ist
flexibel und ermoglicht so die Verarbeitung unterschiedlicher Eingabedateien sowie die Generierung zahlreicher Ausgabetypen.
Damit haben Anwender die Mdglichkeit, den Prozess und das Format der Ausgabedateien individuell anzupassen.

a. Die BCL-Konvertierung ist auch als eigenstandiges Tool verflgbar.
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Anwendu ngSSpeZIfI sche lllumina Connected Analytics oder DRAGEN-Apps auf
BaseSpace Sequence Hub nutzen (Abbildung 3).

Referenzen

3. Skalierung der Nutzung: Eine einzelne DRAGEN-Instanz
Die Sekundaranalyse mit DRAGEN ermdglicht Anwendern kann fur zahlreiche unterschiedliche DRAGEN-Pipelines
die Erstellung einer anwendungsspezifischen Referenz und unterstutzte Probenarten verwendet werden.
(human, nicht human oder nicht standardmaRig). Der Umfang und die Effizienz der DRAGEN-Software
Die erstellten Referenzen kdnnen als Eingabe fur ermoglichen Anwendern die Skalierung der Nutzung
alle DRAGEN-Anwendungen verwendet werden, ohne Abstriche bei der Verarbeitungsdauer oder der
die anwendungsspezifische Referenzdateien unterstitzen. Qualitat der Ergebnisse.
Die meisten DRAGEN-Pipelines verfugen Uber eine
integrierte Unterstutzung fur hg19, hg38 (mit und ohne 4. Ubergang zu Genomen: Vorkonfigurierte DRAGEN-
HLA), GRCh37, CHM13v2 und hs37d5. Mithilfe der Pipelines ermdglichen den einfachen Ubergang von
DRAGEN-Software profitieren Anwender von erweiterten gezielten Panels zur Untersuchung von Exomen und
Einsatzmdglichkeiten der Multigenome (graph)- Genomen.
Standardreferenz sowohl fur vielfaltige als auch fur
spezifische Populationen. 5. Genomische Untersuchungen groBer Populationen:

Die Sekundaranalyse mit DRAGEN bietet einen
vereinfachten Workflow fir umfangreiche

Skalierbarkeit Kohortenanalysen. Der Workflow beinhaltet mehrere
Pipelines, die gemeinsam eingesetzt zur hochgenauen
Die Sekundaranalyse mit DRAGEN ermdglicht die Bestimmung genetischer Varianten dienen. DRAGEN
bedarfsgerechte Skalierung der Nutzung bei niedrigen gVCF Genotyper ermdglicht die Aggregation von
Kosten und schneller Verarbeitung. Die DRAGEN-Software Tausenden bis hin zu Millionen gVCF-Dateien (genomic
ermoglicht die Erweiterung der Forschungskapazitaten auf Variant Call Format) und bezieht neue Batches ein,
mehreren Ebenen: ohne vorhandene Batches erneut zu verarbeiten.

ORA-Komprimierung spart Speicherkosten.
1. Schritthalten mit der NovaSeq™ X Series sowie dem

NextSeq™ 1000 System und dem NextSeq 2000 6. Deep-Sequencing-Anwendungen:
System: DRAGEN auf dem Gerat kann in einem Lauf Die Sekundaranalyse mit DRAGEN ermoglicht die
mehrere Anwendungen gleichzeitig (vier mit maximal Analyse im Rahmen der High-Depth-Sequenzierung
einer BCL-Konvertierung und drei weiteren Pipelines mit hoher Effizienz. Hierbei wird eine durchschnittliche
Ihrer Wahl) pro FlieBzelle ausfihren. Coverage von Uber 300-fach fir Genome und 1.000-
fach fur Exome erreicht. Die Deep-Sequencing-

2. Burst-Kapazitat: Bei erhéhter Auslastung mit hohen Funktionen sind besonders wertvoll fir Anwendungen
Probenvolumina kdnnen Labore zusatzliche Cloud- im Bereich der Onkologieforschung sowie bei Studien
Kapazitaten fur die Sekundaranalyse mit DRAGEN auf zu seltenen genetischen Erkrankungen.

U (o] B & &

DRAGEN auf Gerdten DRAGEN in BaseSpace DRAGEN in lllumina Multicloud, Bring- Lokaler DRAGEN-
(NovaSeq X Series, Sequence Hub Connected Analytics your-own-License Server
NextSeq 1000/2000) (AWS, Azire, GCP)’

Haufigkeit von Aktualisierungen _—_—
Analyse per Tastendruck _—_

Abbildung 3: Optionen fir den Zugriff auf DRAGEN-Pipelines mit Funktionen passend zu den Anforderungen an die NGS-Analyse
aller Labore.

a. Wenden Sie sich an Ihren Ansprechpartner bei lllumina, wenn Sie mehr Uber den Zugriff auf Amazon Web Service (AWS), Azure oder Google Cloud Platform (GCP, Early Access)
erfahren mochten.
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Zugriff Gber unterschiedliche
Plattformen

Die Suite mit DRAGEN-Pipelines kann als lokale,
gerateintegrierte oder als Cloudlésung genutzt werden,
sodass Labore die flUr sie geeignetste Losung wéahlen
kénnen (Abbildung 3).

DRAGEN auf einem lokalen Server

DRAGEN auf einem lokalen Server nutzt eine lokale
Speicherlésung zur Zusammenfihrung und Speicherung
von NGS-Daten. Nachdem die Rohdaten der Sequenzierung
vom Sequenzierungsgerat Uber ein lokales Netzwerk in den
lokalen Speicher Ubertragen wurden, werden die Daten zur
Durchfihrung des gewahlten Workflows auf den DRAGEN-
Server Ubertragen. Nach der Analyse schreibt die Software
die generierten Ausgabedateien zurlick auf den lokalen
Speicherplatz. DRAGEN auf einem lokalen Server:

« Unterstutzt die flexible Konfiguration von DRAGEN-
Funktionen Uber eine Befehlszeilenschnittstelle

o Ersetzt bis zu 30 herkdmmliche Recheninstanzen

» Verarbeitet NGS-Daten fur ein vollstandiges
Humangenom bei 40-facher Coverage in ca. 35 min

DRAGEN auf der NovaSeq X Series

Bei der NovaSeq X Series ist die Sekundaranalyse mit
DRAGEN im Gerat integriert. Diese bietet eine genaue,
automatisierte und optimierte Analyse, die speziell

zur Bewdltigung der groBen mit der NovaSeq X Series
generierten Datenmengen entwickelt wurde. Die integrierte
DRAGEN-Software-Suite dient bei NGS-Anwendungen zur
Sekundaranalyse und ORA-Komprimierung (Tabelle 1) und
deckt dabei BCL-Konvertierung, Keimbahn- und somatische
Analysen, RNA und Methylierung ab. DRAGEN auf Geraten:

« Fdhrt mehrere Sekundaranalyse-Pipelines parallel durch

« FUhrtin einem Einzellauf bis zu vier Anwendungen pro
FlieBzelle gleichzeitig aus

« Erzielt bis zu 5-fache verlustfreie Datenkomprimierung
sowie Speicherkosteneinsparungen

« Sorgt fur Einsparungen bei der Analyse, deren Hohe
Uber funf Jahre die Anschaffungskosten des NovaSeq X
System Ubersteigen kann

6 | M-GL-00680 DEU v10.0

DRAGEN auf dem NextSeq 1000 System und
NextSeq 2000 System

Das NextSeq 1000 System und das NextSeq 2000
System sind mit einer integrierten DRAGEN-Software

fur die schnelle und prazise Sekundaranalyse
ausgestattet. Der Zugriff auf die Software erfolgt Uber
eine anwenderfreundliche grafische Benutzeroberflache,
Uber die Experten und Laien die gewinschten Analysen
durchfuhren und schnell Ergebnisse erzielen kénnen.

Die integrierte DRAGEN-Software bietet eine Reihe
ausgewahlter Pipelines fur zahlreiche gangige NGS-
Anwendungen (Tabelle 1) und umfasst preisgekronte

ML- und Multigenome (graph)-Referenzanalysen fir das
Varianten-Calling mit hoher Qualitdt. DRAGEN auf Geréaten:

» Bietet die hochste Genauigkeit aller
Tischsequenziersysteme mit integrierter DRAGEN-
Sekundaranalyse

« Ermoglicht die Nutzung ausgewahlter DRAGEN-
Informatik-Pipelines

« Ermdglicht Anwendern, in nur zwei Stunden
Ergebnisse zu generieren

» Nutzt intuitive Pipeline-Algorithmen und macht
Anwender so unabhangiger von externen
Informatikexperten

BaseSpace Sequence Hub

Die cloudbasierte DRAGEN-Suite auf BaseSpace Sequence
Hub vereint prazise, effiziente Analysen mit einem sicheren
Okosystem und flexibler Skalierbarkeit. Die DRAGEN-
Software auf BaseSpace Sequence Hub ermdglicht
Laboren jeder GroBe und Fachrichtung Sekundaranalysen
per Tastendruck. BaseSpace Sequence Hub bildet eine
direkte Erweiterung lhrer lllumina-Gerdate. Die Daten
werden verschllsselt vom Gerat in BaseSpace Sequence
Hub Ubertragen und lassen sich so einfach verwalten und
in ausgewahlten Anwendungen analysieren. BaseSpace
Sequence Hub auf Basis von Amazon Web Services (AWS):

» Bietet eine anwenderfreundliche Losung fur die
DRAGEN-Analyse per Tastendruck

« Stellt eine intuitive grafische Benutzeroberflache fur
die effiziente Bedienung durch Experten und andere
Anwender bereit

« Bietet Zugang zu leistungsstarken Rechenressourcen
ohne umfangreiche Kosten fur zusatzliche Infrastruktur

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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lllumina Connected Analytics

Bei Illumina Connected Analytics handelt es sich

um eine umfassende Bioinformatik-Cloudplattform,

mit der Forscher groBe Mengen an Multiomikdaten in einer
sicheren, skalierbaren und flexiblen Umgebung verwalten,
analysieren und auswerten kénnen. Sie erhalten Zugriff auf
die DRAGEN-Sekundéaranalyseanwendungen auf lllumina
Connected Analytics, die als vordefinierte Pipelines oder
einzelne Tools zur Integration in anwendungsspezifische
Pipelines verfugbar sind.

Zusammenfassung

Bei der Sekundaranalyse mit DRAGEN handelt es

sich um eine leistungsstarke Suite mit Software-Tools,
die eine genaue, umfassende und effiziente Analyse von
NGS-Daten ermdglichen. Dank der unterschiedlichen
Bereitstellungsoptionen der DRAGEN-Software

konnen Labore die Losung wahlen, die am besten zu

Art und Umfang ihrer Projekte passt. Dartber hinaus
kénnen Anwender zur Erfullung ihrer Anforderungen

an Performance und Workflow unterschiedliche
Bereitstellungsoptionen kombinieren. Die NGS-Technologie
entwickelt sich stetig weiter. Fortlaufende Updates der
Sekundaranalyse mit DRAGEN gewahrleisten, dass
Anwender stets von aktuellen Pipelines mit optimaler
Performance profitieren. Zuséatzlich werden kontinuierlich
neue Pipelines hinzugeflgt, sobald Anwendungen
verflgbar sind.

Weitere Informationen
Sekundaranalyse mit DRAGEN
Supportseite zur Sekundaranalyse mit DRAGEN

Kontakt

iHlumina

1800 8094566 (USA, gebiihrenfrei) |
+1858 2024566 (Tel. auBerhalb der USA)
techsupport@illumina.com | www.illumina.com

© 2024 lllumina, Inc. Alle Rechte vorbehalten. Alle Marken
sind Eigentum von lllumina, Inc. bzw. der jeweiligen Inhaber.
Spezifische Informationen zu Marken finden Sie unter
www.illumina.com/company/legal.html.
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